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RESUMO

7

A periimplantite € caracterizada como uma alteracdo patolégica dos
tecidos ao redor dos implantes osseointegrados. A espectroscopia FTIR
fornece informagBes moleculares por meio de fendmenos Opticos observados
pela vibracdo de suas moléculas, e sendo empregada em estudos biolégicos
para a caracterizacdo das alteracdes e como uma forma de diagndéstico. No
entanto sdo escassos 0s estudos que usem este tipo de andlise associada a
periimplantite. Objetivou-se avaliar através da espectroscopia FTIR a doenca
periimplantar e foram analisadas as regifes de fingerprint de 800 - 2000 cm .
Entdo foram avaliadas 40 amostras de saliva, sendo 18 do grupo controle (C) e
22 amostras do grupo periimplantite (P). Avaliou-se os dados clinicos como
indice de placa (IP), indice gengival (IG), profundidade de sondagem (PS), e
nivel de insercdo (NI). A andlise da saliva foi realizada através do método
FTIR/ATR, para aquisicdo dos espectros relevantes e analise biomolecular de
cada um deles. Os resultados dos parametros clinicos demonstraram diferenca
estatistica quando comparado os dois grupos; com excecao do indice de placa
(IP). Na analise com FTIR/ATR, os componentes principais revelaram nove
bandas como sendo as mais significativas. O modelo da classificacdo PLS-DA
com cinco componentes foi observado com uma precisdo de 81%. As maiores
vibracdes observadas pelo grafico de Box Plot relacionam-se aos modos
vibracionais de acidos graxos, histidina, éster de lipideos, acidos nucléicos,
triptofano. As maiores alteracdes vibracionais estéo relacionadas a marcadores
inflamatoérios. Conclui-se que a espectroscopia FTIR prové caracteristicas
moleculares importante das amostras e que os resultados somados aos dados
clinicos mostram uma efetividade do uso desta ferramenta no diagndstico da

doenca.

Palavras-chave: Peri-implantite, Espectroscopia infravermelho transformada de

Fourier, Andlise Espectral.



ABSTRACT

Peri-implantitis is characterized as a pathological change in the tissues
around osseointegrated implants. FTIR spectroscopy provides molecular
information through optical phenomena observed by the vibration of its
molecules, and is used in biological studies to characterize changes and as a
form of diagnosis, however, there are few studies that use this type of analysis
associated with peri-implantitis. The objective was to evaluate peri-implant
disease using FTIR spectroscopy and the fingerprint regions of 800 - 2000 cm ™
were analyzed. Then, 40 saliva samples were evaluated, 18 from the control
group (C) and 22 samples from the peri-implantitis group (P). Clinical data such
as plaque index (PI), gingival index (Gl), probing depth (PS), and insertion level
(NI) were evaluated. Saliva analysis was performed using the FTIR/ATR
method, to acquire the relevant spectra and biomolecular analysis of each of
them. The results of the clinical parameters demonstrated a statistical difference
when comparing the two groups; in excess of the plaque index (IP). In the
FTIR/ATR analysis, the main components revealed nine bands as being the
most significant. The largest vibrations observed by the Box Plot graph are
related to the vibrational modes of fatty acids, histidine, lipid esters, nucleic
acids, tryptophan. The five-component PLS-DA classification model was
observed with an accuracy of 81%. It is concluded that FTIR spectroscopy
provides important molecular characteristics of the samples and that the results
added to clinical data show the effectiveness of using this tool in diagnosing the

disease.

Keywords: Peri-implantitis, Fourier transform infrared spectroscopy, Spectral

Analysis.
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1 INTRODUCAO

A saliva é composta por agua (99%) e uma variedade de ions
inorganicos como, por exemplo, o potassio (K'), calcio (Ca’), magnésio
(Mg2"), cloro (CL), bicarbonato (HCO3Y), dihidrogenofosfato (H2POy), &cido
fosforoso (HPO,) e proteinas (imunoglobulinas, muco, ureia, acido Urico) que
formam a porcéo restante (Katsani e Sakellani, 2019). Tendo como principal
funcdo de lubrificar e diluir o alimento (facilitando a mastigacéo, gustacao e a
degluticdo), além de proteger contra bactérias e umedecer a cavidade bucal
(Marsh et al., 2015). Mais de 700 microrganismos também foram encontrados
na cavidade bucal que podem estar relacionados a saude bucal e outras
doencas periodontais e sistémicas (Zhang et al., 2013). Foi sugerido que o
microbioma oral humano contribui com mais de 2.000 proteinas microbianas de
mais de cinquenta géneros bacterianos (Lamont et al.,2018, Katsani e
Sakellani, 2019). Os biomarcadores salivares tém sido sugeridos como
adequados para triagem regular e deteccao precoce de muitas condicdes como
alguns tipos de canceres (ovario, pancreas, mama e de boca), alguns graus de

deméncia como Alzheimer (Lopes et al., 2016., Sugimoto et al., 2010).

Atualmente a espectroscopia surgiu como uma das principais
ferramentas para aplicacdo biomédica e com grande uso e progresso no
campo da avaliacdo clinica (Movasaghi et al., 2008). A espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) funciona através da
mensuracdo da absorcdo da radiacdo infravermelha (Naseer et al., 2020).
Sendo uma técnica espectroscopica vibracional que pode ser usada para
sondar as mudancas moleculares associadas aos tecidos. O meétodo €
empregado para encontrar formas mais conservadoras de andlise para medir
as caracteristicas dentro do tecido e das células, faz a andlise das atribui¢cdes
dos grupos funcionais, tipos de ligagdo e conformacdes moleculares
(Movasaghi et al., 2008). Essa técnica € particularmente atraente para analise
de biofluidos, uma vez que sao faceis de aplicar, necessitam pouca preparacao
da amostra e sdo adaptaveis a varios fluidos corporais. Reduz potencialmente

o tempo de andlise e alivia a espera pelo resultado (Parachalil et al., 2020).
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Essas técnicas espectroscopicas vibracionais sao relativamente simples,
reproduziveis, ndo destrutivas para o tecido e sdo necessarias pequenas
guantidades de material (de microgramas a nanogramas) com uma preparacao
minima da amostra que pode ser analisada. As bandas espectrais nos
espectros vibracionais sao especificas da molécula e fornecem informacdes
diretas sobre sua composicdo, sendo uma ferramenta para deteccdo de
doencas e seu acompanhamento (Movasaghi et al., 2008).

Nas ultimas décadas, a colocacdo de implantes dentarios tornou-se um
procedimento de rotina na reabilitacdo oral. No entanto, o numero de
pacientes/implante afetado por doencas periimplantares esta aumentado.
Como néo existem conceitos estabelecidos e previsiveis para o tratamento da
periimplantite, a prevencdo primaria é de fundamental importancia. O
diagnéstico precoce e o manejo da mucosite é considerado uma medida

preventiva para o aparecimento da periimplantite (Scarano et al., 2020).

Sendo assim, o principal objetivo deste estudo foi identificar os perfis
salivares que apresentam maior alteracéo e qual a sua importancia em relacao

a doenca periimplantar, com a analise da saliva e o uso do FTIR/ATR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecnologias Fotonicas

A prevaléncia de doencas esta aumentando rapidamente devido a
fatores que incluem genética, mudancas no estilo de vida, cancer e varios tipos
de agentes infecciosos de evolugdo rapida. Atualmente, muitos tipos de testes
presuntivos e confirmatérios estdo sendo usados em todo o mundo para
identificar individuos em risco e diagnosticar doencas especificas usando

fluidos corporais (Naseer et al., 2020).

Com os avancgos no sentido de buscar técnicas mais eficientes e efetivas
no diagnostico de doencas, a analise espectroscépica de fluido biolégico como
0 sangue, saliva, urina, trazem inUmeras vantagens aos pacientes, acarretando
um melhor prognéstico e uma diminuicdo na mortalidade (Bel skava e Sarf,
2021).

Na biopsia optica é utilizada a tecnologia fotdnica, onde ocorre uma
interacdo entre a luz e a matéria, sendo esta estabelecida pela teoria
eletromagnética de Maxwell, mais conhecida como técnica de espectroscopia.
Esta é definida como a interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
sendo um dos seus principais objetivos a determinacédo dos niveis de energia
dos atomos ou moléculas. De maneira direta, sdo obtidas as diferencas entre
estes niveis de energia a partir de medidas que determinam as posi¢cdes
relativas dos niveis energéticos. No caso das moléculas, a regido espectral
onde estas transicdes sdo observadas depende do tipo de niveis energéticos
envolvidos: eletrbnicos, vibracionais e/ou rotacionais. Assim as Vvibracfes
moleculares podem ser medidas por diferentes técnicas como a espectroscopia
de Raman e espectroscopia de absorcdo no Infravermelho, ou através da
analise da “nuvem” eletrbnica como a espectroscopia de absorcéo Eletronica e

a espectroscopia de Fluorescéncia (Naumann, 2001; Kuzmanny et al., 2009).
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2.2. Espectroscopia de Absorcdo no Infravermelho por Transformada de

Fourier

O espectro no infravermelho médio (4000-400 cm™) é a regido de
principal interesse para aplicagdes biomédicas. Isso compreende a chamada
regido de impressao digital, exibindo bandas de absorcédo caracteristica para
lipidios, proteinas, amida I/ll, carboidratos e acidos nucléicos (Balan et al.,
2019;De Carvalho et al.,, 2018). Semelhante a espectroscopia Raman, a
espectroscopia de infravermelho fornece “impressdo digital bioquimica
completa” de amostras por meio das caracteristicas espectrais. A
espectroscopia infravermelho (IR) pode ser realizada usando o modo
tradicional de “transmissao direta” ou 0 modo ATR (reflexdo total atenuada)
sensivel a superficie, ou o modo de refletancia difusa (ERD) (Provasi et
al.,2016).

O desenvolvimento da técnica utiliza um feixe de infravermelho incidente
na amostra, ocorrendo assim & absorcdo em contato com o material, sendo
expresso em forma de vibracdo molecular. Estas vibracbes trazem
caracteristicas quimicas da amostra. Pode haver vérios tipos de vibracdes
moleculares que irdo caracterizar uma infinidade de moléculas, podendo ser
caracterizadas como um agrupamento vibracional, deformacdes vibracionais e
torcdes ou estruturas vibracionais. S&o apresentados na Figura 1 os modelos
vibracionais relatados.
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Figura 1: Exemplos dos modelos vibracionais
Fonte: Adaptado de Yu et al.,2009

Ha vérios tipos de ligagcbes entre os atomos podendo ser simples, duplas
ou triplas, o que as difere € quanto a diferenca de energia e massa que 0s
atomos estdo conectados. As bandas observadas na regido espectral
apresentam as classes de substéancias presentes na amostra (Kuzmany, 2009).
Na figura 2 é possivel observar o funcionamento do espectrofotdmero por

transformada de Fourier.
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Figura 2: Demonstracéo do funcionamento do aparelho de FTIR
Fonte: UNESP (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho)

O FTIR possui como o principal elemento Optico o interferdbmetro de
Michelson (Kuzmany, 2009), que seriam dois espelhos, sendo eles o fixo e 0
movel, além de um divisor de feixe, este transmite a radiacdo incidente entre o0s
dois espelhos. Os espelhos refletem os feixes para o divisor e se recombinam,
tanto de forma construtiva quanto destrutiva, a soma de todas estas interacdes,
tem como resultado o sinal chamado interferograma. Assim é aplicada a
transformada de Fourier que € uma operacdo matematica que converte 0s
dados obtidos no interferémetro em um espectro que relaciona intensidade x
namero de onda (Pavia et al., 2015). O interesse de se usar a espectroscopia

FTIR para diagnostico é obter informacdes sobre a estrutura, composicao

guimica e molecular da amostra (Kumar; Srinivasan; Nikolajeff, 2018).

A estrutura e fungdo molecular estdo associadas e possuem papel
importante na bioquimica celular como no caso das proteinas. As alteracdes
em proteinas e lipideos e em outras composi¢cdes de um tecido ou amostra
biologica sdo marcadores importantes para a comparacdo de espectros entre
amostras de pacientes saudaveis e com algum tipo de patologia, como por

exemplo, tecido com presenca de células tumorais. Além disto, é uma técnica
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facilmente replicavel, e com o beneficio do baixo custo. Isto tem impulsionado a
utilizacdo dessa tecnologia, bem como 0 seu aprimoramento com nOVOS
espectrémetros analiticos de infravermelho, mais rapidos e com alta

sensibilidade espectral (Bunaciu; Hoang; Aboul-Enein, 2015).

A espectroscopia de FTIR permite a analise de diversas substancias
organicas e inorganicas de maneira simples, com uma alta preciséo,
reprodutibilidade e baixo custo, o que vislumbra que esta técnica pode
colaborar com a biomedicina e somar de maneira positiva na qualidade de vida
dos pacientes. Monitorar e avaliar o estado de saude de um individuo através
dos componentes biolégicos de sua saliva é algo relevante e promissor na
rotina clinica (Nogueira et al., 2022).

Parachalil et al., 2020., Quinn et al., 2016 relataram os espectros ATR-
FTIR de cinco fluidos corporais - sangue periférico, saliva, sémen, urina e suor.
O estudo aliado a analise quimiométrica foi capaz de discriminar os tipos de
fluidos corporais dos espectros, o que € Util para aplicacdes forenses. Os
espectros de saliva mostraram picos caracteristicos decorrentes de proteinas
em 3279 cm™}(Amida A), 1640 cm™*(Amida 1), 1537 cm™}(Amida Il) e 1239
cm (Amida I11). O alongamento simétrico e assimétrico C-H e o alongamento
carbonil (C=0) dos grupos éster contribuiram para picos em 2943 cm™, 2854
cm™, e 1743 cm™. Além disso, a banda caracteristica do tiocianato foi
identificada em 2057 cm™. Ozek et al., (2016) também usaram espectros ATR-
FTIR para a discriminacdo de fluidos corporais, para aplicacbes forenses
(Alkhuder etal., 2022).

Um trabalho recente explorou esta técnica no diagndstico de periodontite
na saliva (Beyer-Hans et al., 2020). A analise realizada em espectros de ATR
pode diferenciar entre controles e pacientes com periodontite agressiva
generalizada. Outros estudos foram relatados sobre a diferenciagcédo de
periodontite agressiva e crénica usando espectroscopia ATR-FTIR. Esses
estudos identificaram caracteristicas diferenciadoras em 2.800 - 3.000 cm™ ,
podem ser atribuidas a lipidios e proteinas em pacientes com periodontite

(Derruau et al., 2019; Nepomuceno et al., 2023).
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2.3 Biomarcadores em fluidos corporais

Os biomarcadores sdo compostos imunorreativos que contém assinatura
quimica e sao encontrados nos fluidos e tecidos corporais como as proteinas
contidas na saliva, os mesmos podem indicar funcdo normal ou apresentar
algum sinal de alteracdo como o aparecimento de alguma doenca (Liebsch et
al., 2019).

O fluido corporal salivar estd sendo utilizado como uma via de
diagnostico para doencas sistémicas e crbnicas. A caracterizacdo ATR-FTIR
da saliva foi considerada util no diagndstico da doenga renal crénica (DRC).
Verificou-se que 0s marcadores espectrais de tiocianato e
fosfolipidios/carboidratos podem ser um valioso painel de biomarcadores para
identificar DRC (Rodrigues et al., 2019). Banda Amida Il presente em 1545 cm™
nos espectros ATR-FTIR da saliva foi relatada como um marcador
caracteristico para pacientes psoriaticos e diabéticos (Liebsch et al., 2019;
Nogueira et al., 2022).

2.4 Saliva

A saliva € um fluido biolégico presente na cavidade oral; composto por
secrecdes de trés glandulas principais (sublingual, parétida e submandibular) e
quatro menores (vestibular, palatina, lingual e labial). Em uma pessoa
saudavel, a secrec¢do salivar diaria média fica entre 0,5-1,5 L. Como a coleta de
amostra é simples, rapida e ndo invasiva, ndo € apenas confortavel para o
paciente, mas também conveniente para os profissionais de saude, ja que nao

ha risco de auto contagio ou lesdo percutanea (Naseer et al., 2020).

7

O diagnéstico de patologias bucais é realizado por meio da analise
histopatoldgica que é um procedimento invasivo e que tem tempo de resultado
longo, diante disto no estudo € possivel fazer a utilizagdo da saliva como uma
ferramenta de diagnostico de doencas como cancer bucal e outros tipos de

cancer e até doencas sistémicas como Alzheimer (Sugimoto et al., 2010).



20

As amostras de sangue e urina possuem uma facilidade de obtencao,
mas se comparada as amostras em saliva, suas técnicas sdo um pouco mais
invasivas, e se tratando do uso do sangue e da urina, torna —se limitado no

uso na pratica clinica (Naseer et al., 2020).

Sugimoto et al., 2010 usaram a saliva como biofluido para avaliacdo de
marcadores especificos para doencas como cancer de mama, pancreas e
boca. Foi possivel fazer a analise dos metabdlicos envolvidos em cada uma
das doencas, verificando um aumento significativo do triptofano e das
polimanimas em pacientes com céancer bucal. Ja Nogueira et al.,, 2022
utilizaram em seu estudo esta forma de anélise de dados associado ao uso de
saliva como biofluido para validar o FTIR como ferramenta de diagndstico de

diabetes mellitus e periodontite.

O fluido salivar possui varias vantagens sobre o sangue e outros fluidos
corporais. A coleta é ndo invasiva e indolor, rapida, econdmica, e pode ser

facilmente transportada e armazenada (Cameron et al., 2016).

E é possivel encontrar biomarcadores especificos na saliva para
doencas como cancer de mama, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),

diferentes graus de deméncia (Anderson et al., 2020).

2.5 Amostra de biofluidos e seus desafios

Tanto o preparo, quanto as condicbes da amostra sdo de extrema
importancia para que se obtenham as informagdes corretas que estéo contidas
na mesma. Conforme o que foi pesquisado por Cameron et al.,, (2018) a
gelatinizagdo parcial, gradiente de concentragédo, formacdo de trincas e as
heterogeneidades diversas, podem ser observadas quando o material em

questéao for o uso de biofluidos.

O processo de secagem, a diluicdo e as condi¢cdes ambientais impactam
no padrdo formado; este é de grande relevancia quando se trata das maneiras

como o mesmo pode ser aplicado como na inddstria, triagens de
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medicamentos, bioensaio de impressdo de DNA e na area de espectroscopia
vibracional, principalmente na utilizacdo de biofluidos corporais para
diagndsticos e acompanhamento de doencas.

Pode-se observar no uso de gotas de fluidos bioldgicos, biofluidos
(sangue, saliva, lagrima, etc) um efeito de rachadura quando ocorre a
gelatinizacdo da amostra o que esta relacionada a centena de componentes
diferentes como proteinas, enzimas, lipideos e eletrélitos, como é representado
na imagem abaixo. Na figura 3 é possivel observar o perfil de rachadura

formando em amostras de biofluidos.

Figura 3: (2) filme homogéneo de proteina (2) precipitados de proteina (3) gel

(4) zona de cristais de sais em gel de proteina. Fonte: (Cameron et al., 2018).

2.6 Periimplantite
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A periimplantite de acordo com a ultima classificacdo das doencas e
condicdes periodontais e periimplantares da Academia Americana de
Periodontia e a Federacdo Européia de Periodontia em 2018 é caracterizada
como uma alteracdo patolégica dos tecidos ao redor dos implantes
osseointegrados. Clinicamente, exibe sangramento a sondagem, profundidade
de sondagem igual ou superior a 6 mm, nivel 6sseo de 3 mm ou mais apical &
por¢do mais coronaria da porcao intradssea do implante, deve-se considerar a
recessao da mucosa marginal na avaliacdo clinica, auséncia de sintomatologia
dolorosa, eventual supuracdo e hiperplasia dos tecidos gengivais.
Radiograficamente, pode apresentar uma lesdo em forma de cratera ou taga
pode ser observada além de exposicdo das roscas em consequéncia da

destruicdo 6ssea (Steffens et al., 2018., Craveiro et al., 2015).

A formacdo de biofilme bacteriano no implante dentario pode induzir um
fendmeno inflamatdrio e gerar um risco aumentado de mucosite, periimplantite
e perda éssea. A periimplantite e a mucosite periimplantar ttm uma elevada
incidéncia na pratica clinica (Jepsen et al.,, 2015). Quando nao tratada
adequadamente a periimplantite pode levar a extensa destruicdo do tecido de
suporte ao redor do implante e consequentemente a perda do mesmo
(Craveiro et al., 2015).

A profundidade de sondagem, o sangramento, a mucosa queratinizada,
o fluxo do fluido sulcular e o infiltrado inflamat6rio servem como parametros

para avaliar a saude periimplantar (Steffens et al., 2018).

2.7. Métodos utilizados para andlise estatistica na espectroscopia

2.7.1 Andlise Hierarquica de Agrupamento (HCA)

O HCA ¢é utilizado na andlise estatistica, pois 0 mesmo ja define a
classificacdo de diferentes grupos onde cada grupo pode conter diferentes
caracteristicas em comum (semelhancas) (Husson; Josse; Pages, 2010). O
grande volume de dados e a necessidade de resultados rapidos fez-se

desenvolver técnicas capazes de auxiliar no tratamento de tais dados usando o
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meétodo de aglomeracdo. O agrupamento se forma da definicdo de um critério
de distancia e aglomeragcdo. Segundo Szymanska et al., 2011 a forma de
estudo HCA é um bom modelo quando comparada duas varidveis e com bom

resultado, com um poder de confiabilidade grande da amostra.

Ha alguns tipos de distancias comumente utilizadas como distancias
euclidianas, Minkowski e Mahalanobis. No entanto esses critérios podem ou
ndo ser conhecidos. A distancia euclidiana € definida como a distancia entre
dois pontos, que pode ser calculada pelo teorema de Pitagoras, e apos a

aplicacao da equacao € possivel tornar este espaco métrico (Diers et al., 2019).

No agrupamento hierarquico, é possivel escolher a distancia, porém os
critérios do agrupamento sdo determinados automaticamente, ja no
agrupamento ndo hierarquico é possivel escolher os critérios como numeros de

grupos que o cluster tera (Husson; Josse; Pages ,2010, Perrier et al., 2014).

O cluster é representado com uma forma semelhante a de uma arvore
denominada dendrograma. Este método de analise de dados tem sido uma
ferramenta eficiente para diagndéstico inclusive para diferenciacdo de tumores
benignos e malignos e canceres em geral (Singh; Pandey, 2018; Lou et al.,
2018; Roso-Llorach et al., 2018).

2.7.2 Andlise de Componentes Principais (PCA)

Para classificacdo dos espectros, foi realizada a Analise dos
Componentes principais PCA. O resultado obtido através do PCA foi
apresentado por meio de um grafico de Loading Plot, que correlaciona os PCs
(componentes principais), ao deslocamento FTIR, contribuindo assim com a
identificacdo das principais bandas que possibilitam a classificacdo entre os

espectros das amostras.

BN

O modelo de diagnodstico disposto foi a analise de regressao logistica
binaria, observando-se os pares de concordantes fornecidos através do teste.
Os resultados obtidos por meio desta metodologia de classificacdo aplicada

aos espectros foram validados por meio da Curva Roc (Recevier Operating



24

Characteristic). Foi realizado o célculo da area abaixo da curva ROC, para
avaliar a sensibilidade e especificidade do estudo. As coordenadas deste
grafico (x e y) representam medidas de probabilidade, e consequentemente
estes valores podem variar de zero a um, o que ocasiona no valor preditivo do

modelo.

2.7.3 Método de Estudo PLS-DA

O PLS-DA é um método de discriminacao utilizado para desenvolver
modelos de classificacdo de dados multivariados de estudos cruzados, ou seja,
uma configuracdo experimental na qual cada sujeito foi submetido a uma
medicéo de controle e um tratamento (sem ordem aleatéria) (Szymanska et al.,
2011).

Primeiro, Importancia Variavel em Projecdo (VIP) € uma soma
ponderada de quadrados das cargas PLS levando em conta a quantidade de
variacdo de intensidade espectral explicada em cada dimensdo. A outra
medida de importancia € baseada na soma ponderada da regressao PLS. Os
pesos sdo uma funcdo da reducdo das somas dos quadrados ao longo do
namero de componentes PLS. Para analise de varios grupos, 0 mesmo ndmero
de preditores sera construido para cada grupo e a média dos coeficientes de
caracteristica foi usada para indicar a importancia geral baseada no

coeficiente.

A discriminagdo de classe, desempenho da performance foi medido
usando precisao de classificacdo, R, e Q. parametros. O primeiro € baseado
em precisdo da previsdo. E 0 R2 parametro é a "qualidade do ajuste" ou
variacdo explicada que é baseada na razdo da soma dos quadrados entre
grupos e da soma dos quadrados dentro do grupo. Por outro lado, Q, é a
“‘qualidade da previsao”, ou variacado prevista, calculada a partir da validagao
cruzada. Em cada rodada, os dados séo previstos e comparados com os dados
originais, e a soma dos quadrados dos erros € calculada sendo entdo somadas

todas as amostras (Predicted Residual Sum of Squares ou PRESS).
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Por conveniéncia, o PRESS é dividido pela inicial soma dos quadrados e
subtraido de 1 para se assemelhar a escala do R2. Boas previsdes terdo baixo
PRESS ou Q2 alto enquanto Q2 negativo significa que o modelo ndo € de todo
preditivo ou é overftted. Dois quantificadores foram usados para medir a

importancia da frequéncia da banda vibracional no modelo PLS-DA.

2.7.4 Rstudio

7

O Rstudio é uma interface do software R, que foi utilizado para
computacdo estatistica e construcdo de graficos e analise estatistica. O
programa possui diversos pacotes de analise de dados de diversas areas de
estudo, que é usado pela comunidade cientifica para tratamento dos dados da
espectroscopia. Foram feitas todas as analises estatisticas dos dados como a
remocao de linha de base dos espectros, a sua normalizacdo e a média e
também a analise hierarquica de agrupamentos chamada de (HCA), a analise
de componentes principais (PCA), ou seja, as andlises fundamentais para a

obtencao dos resultados.

No apéndice 1 consta um maior esclarecimento sobre estatistica
descritiva e suas classificacbes como andlise dos dados univariados e

multivariados.
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3. OBJETIVO

Obijetivo principal:

Identificar os perfis salivares em saliva de pacientes com ou sem periimplantite

e sua importancia em relagcao a doenca, por meio do FTIR/ATR.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CaracterizagOes dos pacientes

O estudo foi aprovado no Comité de Etica da Universidade de Guarulhos
- UNG (ANEXO A) sob o numero 205/03. O protocolo do estudo foi explicado a
cada um dos participantes e o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) foi assinado. Foi um estudo de caso controle, seguindo o estudo de
Shibli et al., 2008.

As amostras de saliva foram coletadas em recipientes estéreis, no
periodo da manha, todos os pacientes estavam em jejum a mais de 8 horas e
nao houve qualquer estimulo para a coleta da saliva, foi solicitado no minimo 3
ml de saliva de cada paciente, e foram imediatamente armazenados em tubos
criogénicos, devidamente identificados, numerados e mantidos sob
refrigeracdo em nitrogénio liquido durante o transporte. Em seguida foram
armazenadas em ultra freezer (-80°C) na Universidade Federal do ABC,

campus Santo André, até o processamento das analises.

Quarenta pacientes de ambos os géneros foram incluidos no estudo e

divididos em dois grupos, grupo C (controle) e grupo P (periimplantite).

A periimplantite foi caracterizada por perda éssea em forma de taca,
defeitos maiores que 3 mm e mucosa periimplantar inflamada, exibindo
sangramento a sondagem ou presenca de supuracdo (Mombeli et al., 1999). E
a saude clinica em um periodonto saudavel, foi considerada de acordo com a
Academia Americana de Periodontia 2018 como auséncia de perda de
insercao, profundidade de sondagem de até 3 mm, sangramento a sondagem
em menos de 10% dos sitios e sem perda 6ssea radiogréfica.

Os critérios de inclusdo: os pacientes eram saudaveis e sem
comprometimento sistémico e deveriam ter pelo menos um implante
osseointegrado, ha pelo menos dois anos em funcdo, sendo este implante

unitario.

Os critérios de exclusédo: pacientes com algum comprometimento
sistémico, ou menores de 18 anos, ou que tivessem tomado antibiético ou anti-

inflamatoério no periodo de 6 meses antes do estudo ou ter recebido tratamento
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periodontal ou terapia periimplantar neste mesmo periodo; que apresentasse
um quadro de periodontite cronica moderada a severa como exemplo:
supuracédo, sangramento a sondagem em mais de 30% dos sitios subgengivais
ou qualquer sitio com profundidade de sondagem maior ou igual a 5 mm,
implantes com mobilidade clinicamente detectavel (caracterizando a falta de
osseointegracdo), implantes mdultiplos, préteses implantosuportadas com
pilares, parafusos ou bem como coroas ceramicas ou resina quebradas, para
evitar assim qualquer interferéncia oclusal e pacientes fumantes. Caso o
paciente tivesse mais de um implante saudavel foi considerado para o estudo o

implante situado na regido mais anterior.

4.2 Parametros clinicos avaliados

Os dados de cada paciente foram coletados assim como género e

idades foram divididos em controle e periimplantite.

Foi avaliado o indice de placa (IP), indice gengival (1G), profundidade de
sondagem (PS), e nivel de insercéo (NI) que foram obtidos em 6 sitios de cada
implante estudado (mesio-vestibular, bucal, disto-vestibular, distolingual, lingual
e mesiolingual), por um examinador calibrado (Shibli et al., 2008). As medidas
foram feitas usando uma sonda periodontal da Carolina do Norte (PCPNU-15,
Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA).

4.3 Preparo das Amostras Para a Analise de FTIR

As andlises das amostras foram realizadas de acordo com o protocolo
patenteado sob o0 nimero 29409161929424514/INPI. Registado como inventor
HERCULANO DA SILVA MARTINHO e GABRIELLE LUANA JIMENEZ
TEODORO NEPOMUCENO em 02/12/2021.

A metodologia de secagem envolveu a deposicdo de 1pL da saliva “in
natura" sobre um substrato de platina (disco rigido inutilizado de computadores

de mais de 5 anos) em condi¢bes de temperatura e umidade controladas.
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Existem varios parametros que foram analisados para garantir a
reprodutibilidade, entre eles estdo: padroes de secagem, diluicAo da amostra,
temperatura de secagem e a umidade relativa durante o tempo de secagem.
Foram testadas algumas diluicbes como o que ja esta documentado seguindo

a patente por a cima mencionada.

A literatura envolvendo biofluidos indica que a umidade relativa a 80% é
a condicdo ideal de secagem, desta forma cria-se 0 ambiente ideal com o
preparo da saliva com solucéo NaCl (cloreto de sédio), para evitar um efeito de
anel de café (Coffee ring) e obter um biofiime homogéneo (Figura 5).
Posteriormente foi colocado dentro do dessecador e mantido em equilibrio por
24 horas, deixando a umidade relativa de 80%. A temperatura do ambiente foi
controlada em 20°C.

O sistema foi estabilizado e as amostras foram retiradas do ultra-freezer,
descongeladas em temperatura ambiente de 25°C e depois de pipetados 1 pL
de saliva nos substratos. As gotas foram preparadas em triplicata. A saliva ja
depositada no substrato foi entdo levada ao dessecador para que passassem
pelo processo de secagem em umidade relativa controlada por 24 horas. Os
substratos ideais devem ser resistentes mecanicamente, possibilitando boas
imagens por reflexdo no microscopio 6ptico e ndo oxidarem sob acdo dos
constituintes da saliva, por isso da escolha dos HD, pois 0s mesmos possuem

na composicao a platina.

Os substratos de platina ap6s secos foram ser levados para a inspecao
visual no microscépio Optico do laboratério da Central Experimental
Multiusuario da Universidade Federal do ABC (UFABC), porém as amostras
nao secaram da forma efetiva para que fosse feita esta andlise no microscopio,
portanto optou-se por fazer a analise com o auxilio da Reflectancia Atenuada
Total (ATR) para obter melhores resultados e uma maior confiabilidade dos
mesmos. A metodologia do micro ATR € um complemento ideal para a
Espectroscopia FTIR para a analise in situ em tempo real e monitoramento de
reacOes quimicas. As misturas de reagdo sdo densas, de modo tipico e oOptico,
para a radiacdo de infravermelho meédio. A profundidade restrita de penetracao

da energia infravermelha na solucdo de reacdo que esta em contato com o
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sensor ATR permite o registro de espectros FTIR de alta qualidade (Violet et
al., 2019; Nasser et al., 2020). A analise do ATR é feita com uma ponta de
diamante e com o laser de gas hélio-neon (He-Ne), radiacdo 632,8 nm, com
poténcias da ordem de 0,3 a 0,6 Mw (Figura 4).

@)

Processamento e
Andlise das Imagens ‘

;

Figura 4. Esquema exemplificando o preparo das amostras. A saliva
contida no tubo criogénico (1), foram diluidas em outro tubo criogénico nas
propor¢cdes mencionadas acima com o auxilio de uma micropipeta (2), aliquota
de 1 ul foram transferidas para o substrato de Pt (3). Tal substrato foi
acondicionado em um dessecador (4), mantido em sala com temperatura
controlada. Uma solucdo de NaCl (5) garantiu o controle de umidade relativa
de 80%. ApOs a secagem, as gotas foram inspecionadas no microscopio optico
(6), as imagens foram salvas e seguiram para analise (7). A etapa de vacuo foi
realizada antes das amostras serem submetidas a espectroscopia vibracional,

para eliminar os residuos de agua, para nao haver fluorescéncia (8).

Fonte: Nepomuceno 2020.
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Figura 5: Imagem do HD ja preparado com as amostras depositadas.

Para a realizacdo da espectroscopia vibracional e a aquisicdo dos
espectros, a técnica que foi empregada foi a espectroscopia de absor¢cdo no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no modo micro. O
equipamento foi o FTIR 660- FTIR 610 agilent (Figura 6).

Microespectrometro Varian 610 FT-IR acoplado a um 640-IR. O
espectrometro FT-IR (detector bidimensional LN2 Ge) foi usado no modo de
refletdncia para aquisicdo de espectros. A janela para aquisicdo de espectros
foi de 150 mm?, enquanto o espectro a resolucéo foi definido para 4 cm™. Ele
opera em um comprimento de onda de 4000-400 cm™, o equipamento foi
disponibilizado pela Central Multiusuario da Universidade do ABC, e
posteriormente foi feita a analise com o auxilio da Reflexdo Total Atenuada
(ATR).
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Figura 6: Imagem do aparelho FTIR utilizado.

Na figura 7: desenho esquematico mostrando a analise no ATR, e 0

acessorio utilizado para a analise no ATR (Figura 8).

Principio de Operacdo ATR

C;-u—u*}/’,_——.. Cristais de NaCl

— ’_‘-'
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| _——— > Filme (nujol)
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Raio i
IR > » Detetor

/,—%,Suporte de amostras
D-._.V Parafuso de regulgem

Figura 7: Exemplo de como é realizada a analise com o ATR. Fonte:
Antbnio Aaréo Serra., 2020.
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Figura 8 — Fotografia do Acessorio de Reflexdo Total Atenuada (ATR)
para Micro FT-IR. Fonte: Silva de Carvalho., 2011.

Os espectros foram obtidos com background de 20 escaneamento, com
nimero de varredura de 20 escaneamento e resolucdo de cm™ e com um
tempo total de varredura de 20 segundos em média. Todas as regides tiveram
0S mesmos padrdes de aquisicdo dos espectros e cada amostra foi realizada

em triplicata e analisada.

4.4 Andlise dos Dados

Foi realizada a andlise de normalidade com o teste Kolmogorov-
Smirnov para as variaveis, idades e os parametros periodontais. Para avaliar a
diferenca entre os grupos foram aplicados os testes t-Student e Mann-Whitney
com nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa GraphPad-Prism

versao 9.5.1.

Todos os espectros foram pré-processados para torna-los comparaveis
por andlise estatistica. A linha de base foi corrigida usando os minimos

quadrados, método de ajuste de curva polinomial conforme descrito por Lieber
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e Mahadevan-Jansen (2003), usando o software RStudio. Todos espectros
foram normalizados usando o mean centering, que é um padrdo comum,
método de escalonamento amplamente utilizado em espectroscopia vibracional
e analise metaboléomica (Hou et al., 2020; Morais et al., 2020; Nepomuceno et
al., 2021; Nepomuceno et al., 2023). Analise de componentes principais (PCA),
parcial andlise discriminante de minimos quadrados (PLS-DA) e operacao do
receptor a analise da curva caracteristica (ROC) foi utilizada para avaliar a
precisdo do diagnoéstico de uma banda vibracional especifica como
biomarcador. Esta opcéo foi implementada usando o Pacote MetaboAnalystR

rodando no RStudio.

4.4.1. Agrupamento Hierarquico

Na analise de cluster hierarquica aglomerativa (HCA), as amostras foram
combinadas até que cada uma pertenca a um cluster. Foi utilizada a distancia
euclidiana como uma medida de similaridade e Correlacdo de Pearson como
correlagcdo de posto. O algoritmo de agrupamento foi a ligacdo média. Um
mapa de calor foi usado como uma representacdo visual além dos
dendrogramas. O agrupamento hierarquico foi realizado com a fungdo hclust

no pacote stat no RStudio. O HCA foi usado para inspecéo dos dados clinicos.
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5. RESULTADOS

5. 1 Resultados clinicos

Foram avaliados 40 pacientes divididos em dois grupos: o Grupo
controle (C) com 18 pacientes sem doenca periimplantar e o Grupo
periimplantite (P) com 22 pacientes diagnosticados com periimplantite.

Duas amostras do estudo foram excluidas, sendo uma amostra do grupo
C (controle) e outra do grupo P (periimplantite), pois elas apresentaram
alteracdo na leitura do espectro no microscopio, por isso foram consideradas
inaptas para o uso no estudo, (apresentaram excesso de agua 0 que
ocasionou o efeito de fluorescéncia e alteracdo na leitura da amostra no
FTIR/ATR).

Os parametros clinicos analisados foram a presenca ou auséncia de
placa (IP), indice gengival (IG), a profundidade de sondagem (PS), e nivel de
insercdo (NI). De acordo com os dados obtidos, os dados clinicos foram
maiores no grupo dos pacientes periimplantite quando comparado com o grupo
controle com diferenca significante, exceto pelo dado de indice de placa que o
mesmo nao teve diferenca estatistica quando comparados 0s dois grupos
(Tabela 1).

A tabela 1 descreve os dados demograficos e 0s parametros

periimplantares avaliados.
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Tabela 1. Dados demograficos e dados de parametros clinicos/ periimplantares

dos pacientes analisados

Controle  Periimplantite

N 17 21 P
Média de Idade 46,41+16,86  53,4+12,11 0,1433!
Género M /10 F 3M / 18F

indice de placa 0,43+0,43 0,36 +0,42 0,7543*
indice gengival 0,26 + 0,35 0,53+0,36 0,0241%
Profundidade de 3,41 +£0,99 5,07 +2,28 0,0083
sondagem (mm)

Nivel de insercédo (mm) 0,18 + 0,76 5,09 + 2,29 <0,0001"*

! teste Mann-Whitney; ? teste t-Student * diferenca significativa

5.2 Espectroscopia Vibracional

Apbs a analise do FTIR foi gerado o grafico do espectro médio, tanto
para o grupo controle quanto para o grupo periimplantite. E possivel avaliar as
regides de picos exemplificadas nas regibes com namero de onda entre 1000
cm * e 1100 cm e outro pico importante variando de 1400 cm * e um dltimo

pico importante variando de 1700 a 1800 cm .
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Figura 9: Grafico representando o espectro médio, com os dos dois
grupos analisados e regido de impressao digital variando de 600 a 2000 cm™.
exemplificando os dois grupos, onde o grupo controle é representado pela cor
preta e o grupo periimplantite na cor vermelha.

Foi realizada a normalizacdo do espectro médio, representado na Figura
10 onde a primeira vista os espectros mostram variacdes de intensidade nas
regides de 1020 cm ™ ( DNA) 1040 cm *(alongamento CO ribose) ,1230 cm™
(alongamento PO, assimétrico e sobreposicdo da proteina amida Il e do
vibracdo de fosfato de acido nucleico), 1390 cm * (particula de carbono), 1430
cm * (lipidios, &cidos graxos), 1500 cm™ Vibracéo de curvatura CH no plano do
anéis de fenil- Flexdo no plano CH), 1590 cm ™ (Trecho de anel CC de fenil
C),1650 cm * (Absorcao de Amida 1), 1700 cm * (A regido das bases ésteres
de acidos graxos)( Movagaghi et al., 2008) (Figura 10).
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Figura 10: Gréfico representando o espectro médio, ap6s a sua
normalizac&o, com os dos dois grupos analisados e regido de impressao digital
800 a 2000 cm™.

Foi realizada uma analise da dispersdo no conjunto dos dados brutos
espectrais para identificar espectros andmalos, outliers ou dados tendenciosos.
O PCA foi calculado nos dados brutos e centrado na média, o Q residual
(reduzido) versos o T? de Hotelling foi verificado (Figura 11) para encontrar
residual Q e pontuacéo T? discrepantes. Dados fora do limite de confianca de

95% foram considerados outliers e removidos da analise posterior.



39

03]- LI D L E LI L I LI I | I D I | I L L I LI L I LI

0,08 |- _

Q residual

o

© a
0 —
0

5 10 15 20 25 30 3
Hotelling's T2

Figura 11: Outliers identificados na inspecdo do Q residual versus Hotellings T 2

Os outliers estéo indicados com * nas linhas verticais e horizontais representam

o limite de confianca 95% (Hotelling’s) e 5% (Q residual).

Para a classificacdo dos espectros FTIR foi realizada a Andlise dos
Componentes Principais (PCA). Ap6s a obtencdo dos dados da PCA foi
realizado um teste sobre estes dados para verificagdo dos autovalores
relacionados aos PCs, com o objetivo de verificar quantos PCs deveriam ser
retidos na andlise. No presente estudo esta dobra foi evidenciada no PCO05,
fazendo com que a analise de regressao logistica binaria para separacao das

amostras de C e P fosse realizada utilizando os CINCO primeiros PCs.
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As figuras 12, 13 e 14 mostram o0s pares de pontuacdo até o quinto
componente principal (PC) para todos os grupos. No primeiro momento a
combinacdo incluindo cinco componentes € possivel discriminar ambos 0s
grupos. A precisdo da classificacdo PLS-DA foi de 81% quando R2 70%
enquanto Q2 tem um valor muito proximo se comparado com a combinacédo de
trés componentes. No entanto para o modelo usando os grupos, obtivemos o
melhor desempenho da classificagdo PLS-DA, com cinco componentes ja que

foi observado uma precisdo de 81%.
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Figura 12: Grafico de componentes com as suas porcentagens de acordo com

a quantidade de componentes.

O valor da Acuracia com 5 componentes foi o que apresentou um valor
maior se comparado com 0S grupos com menos componentes, e o valor de Q2

e R2 para os cinco componentes também sdo maiores em comparacdo. Em



41

seguida é apresentado o grafico com as informacdes e a performance com 0s

cinco componentes.

e
—
O Accuracy
O Rz2
@ _| X O Q2
= ] —
8 o | = ||
=T
E —
=]
E =t 1 ]
a I -
o
=
=
=
1 2 3 4 5

Mumber of components

Figura 13: Grafico com os componentes e com a determinacdo dos fatores
avaliados e da superioridade do grupo com cinco componentes.

Medida 1 COMPS |2 COMPS |3 COMPS |4 COMPS |5 COMPS
PRECISAO | 61% 78% 71% 76% 81%
R2 25% 53% 64% 68% 70%
Q2 10% 34% 40% 44% 44%

com cada grupo.

Figura 14: Quadro com as informacg0es da acuracia e de R2 e Q2 de acordo
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Na analise feita através do Vip Score os valores maiores que 2 séo
considerados valores bons. Através desta analise foi possivel avaliar as
bandas e os dados clinicos com a representacdo em valores e escala de cor.

Os dados clinicos aparecem com valores maiores que 2 assim como as
bandas mas, quando comparada a escala de cor, o IP (indice de placa)
aparece alterado quando confrontado ao restante dos dados clinicos nos dois

grupos estudados.

O indice de placa esta com uma intensidade de cor leve no grupo
periimplantite ao contrario dos outros dados clinicos, conforme o que esta
exemplificado na (Figura 15).
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1014371027 | @ B I
1020.156413 | @ B -
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VIP scores

Figura 15: Vip score pontuacdo para bandas estatisticamente relevante,

discriminado os grupos (C) controle e (P) periimplantite.
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Os mapas de calor para os dados espectrais gerais (Figura 16) mostram
caracteristicas qualitativas interessantes. Existem dois grupos de pacientes
representados pelo cluster esquerdo e direito. E possivel observar que os
pacientes periimplantite estdo agrupados de forma continua e o paciente
controle est4 agrupado, mas disperso entre os pacientes doentes, mas ainda
de forma continuo, quando levado em consideracdo os aspectos clinicos
investigados € possivel notar uma grande alteracdo de coloracdo referente a
intensidade de cada um dos parametros avaliados e 0s grupos pertinentes,
podendo ser relacionando a cada um dos pacientes do estudo. E possivel
verificar que foram separados os dados clinicos e as bandas mais significativas
€ possivel notar que ha uma separacao nitidas dos dados quanto ao controle e
doente, e na escala de variacdo de coloracdo, mantém uma mesma
intensidade, indiferente ao grupo pertencente, exceto quando comparado o
indice placa, onde o mesmo manteve-se em uma grade de intensidade menor
se comparado ao restante dos dados clinicos. Pode ser avaliado também as
bandas com maior alteracdo juntamente com as caracteristicas clinicas e a

qual grupo a mesma pertence.
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Figura 16: Mapa de calor para dados espectrais considerando a discriminacao
de grupo e caracteristica clinica de cada um, a separacdo pelo grupo e as

principais bandas.

Um resumo das atribuicbes dos principais nimeros de onda e seus
respectivos modos vibracionais e fontes moleculares que compdem o0s
espectros originais da saliva estdo apresentados na Tabela 2. De maneira

-1

-2

eE
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geral foi possivel verificar que as médias do infravermelho exibem as bandas,
como sendo as mais significativas 1558, 1698,1733, 1749, 1760, 1772,1835,
1845, 1859 cm *, e com uma acurécia de mais de 70%. Estas bandas estdo
relacionadas ao alongamento simétrico de CO-O-C juntamente com flexdo CO
da banda e C-OH de carboidratos e fosfato, regido de estiramento de
fosfodiésteres, alongamento de lipideos e a regido das bases e ésteres de
acidos graxos.

Sendo assim a presenca de marcadores espectrais como a banda 1558
cm™ com assinatura de um anel aromético amida Il, e a sua biomolécula sendo
o triptofano, a banda 1698 cm™ tem assinatura espectral de C=CO0, referente a
timina e composto biomolecular as bases purinicas , a banda representada por
1733 cm™ e 1749 sdo éster de lipideo C=0O vibracdo de triglicerideos e
polissacarideos, lipideo, acidos graxos, € representada como uma banda de
absorcdo de éster de acido graxo, a banda 1760 cm™ representada como uma
banda C=CO; guanina e C=0 timina, biomoléculas referentes ao DNA e RNA.
As bandas 1772 cm ™ 1845 cm e 1859 cm ™ tém como assinatura a histidina

e como biomolécula o imidazol, e a banda 1835 cm * é referente ao N,0

Para avaliar a especificidade e a sensibilidade do modelo de diagndstico
foi realizada a curva ROC, que mostrou um valor preditivo do modelo

correspondente a area sob a curva, sendo 0,79 para a regiao de Fingerprint.
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Figura 17: Bandas com maior relevancia de acordo com o vip score (Curva
ROC).

Para classificacdo dos espectros, foi realizada a Analise de
Componentes Principais (PCA — Principal Components Analysis). Os
resultados da PCA foram apresentados por meio do grafico de Box Plot, que
confrontam os PCs (componentes principais) ao deslocamento FT-IR,
favorecendo a identificagdo das principais bandas que possibilitaram a
classificacdo entre os espectros das amostras.

Na sequéncia é apresentado como resultado as principais bandas e um
grafico de box plot, onde é possivel analisar de forma estatistica cada uma
delas separadas, levando em consideracdo o grupo C e P e a sua relevancia

em cada banda.
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Figura 18: Box plot para candidatos chave de banda vibracional a

biomarcadores espectrais apresentando bom poder preditivo (AUC > 0,70).

A area sob a curva ROC (AUC) foi calculada para cada banda

vibracional contribuindo para a discriminacdo entre (C) controle e (P)

periimplantite;

foram consideradas as bandas-chaves com uma boa

intensidade apresentando boa precisdo e sendo consideradas aceitaveis para

biomarcadores (AUC> 0,70), sdo apresentados na figura 18. As atribuicbes

correspondentes estdo demonstradas na Tabela 2.

Tabela 2. Atribuigcbes de cada Banda significativa.

Bandas Acuracia AtribuicAo Biomoléculas

Referéncias

cml %
1558 74 Anel TigiEne MR Ehel, Avat
aromatico,
Amida Il
1698 79 C=CO, Bases Dovbeshko, Gridina, Kruglova, e Pashchuk, 1997
guanina, purinicas
C=0
timina
1733 76 Acidos Polissacarideo Yoshida etal., (1997)
graxos,
C=0
Timina
1749 80 Acidos Polissacarideo Shetty, etal., (2006)
graxos,
C=0
Timina
1760 75 C=CO, DNA, RNA Nogueira et al., 2022
guanina
C=0
Timina
1772 70 Histidina Imidazol Nepomuceno et al., 2023
1835 73 H |St|d | na I m |daZOI https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
1845 76 Histidina Imidazol itps:juuwsciencedirect com/sciencelartlelabs/pilS0924203199000119
1859 70 Histidina Imidazol itps:jauwsciencedirect comlscience/arllelabs/pilS0924203193000119



https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924203199000119
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Os principais espectros demonstrados acima foram considerados com
uma acuracia maior de 70% e com a sua biomolécula definida, sendo elas
histidina, acidos graxos, anéis de base, triptofano, éster de lipideos, sendo que
todas foram estabelecidas com base em referencias literarias especificas para

cada uma delas. (Tabela 2).
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6. DISCUSSAO

Muitos estudos com o uso da biopsia 6ptica estdo sendo realizados, com
0 intuito de normalizar as técnicas e levar para pratica in vivo. Alguns autores
usam a técnica in vivo como a espectroscopia de Raman (Schwarz et al., 2009;
Baker et al 2016., Baker et al 2018.Baker et al 2000).

O presente estudo avaliou saliva de pacientes com e sem periimplantite
através do uso do FTIR/ATR. Embora muitos estudos tenham avaliado a saliva
de paciente com periodontite e pacientes saudaveis, para andlise dos
componentes salivares com o auxilio do FTIR (Kuboniwa et al 2016., Liebsch et
al., 2019., Borilova et al., 2020), até o0 dado momento este € o primeiro estudo

em que é realizada esta analise com a doenca periimplantar.

Nossos resultados apresentaram diferencas entre os grupos. Um total
de 38 amostras foram avaliadas, aplicando a espectroscopia FTIR-ATR, a qual
€ conhecida por sua utilidade em detectar alteracdes a nivel molecular. Com
base nisso comparamos 0s espectros da saliva destes dois grupos de

pacientes com e sem periimplantite e identificamos potenciais diferencas.

Segundo o estudo Beyer-Hans et al., 2020, o mesmo afirmou que o
FTIR/ATR tem uma aplicabilidade escassa no campo da periodontia, mas o
mesmo esta sendo usado combinado com a andlise multivariada com sucesso
em ambientes médicos para o diagnéstico de vérias doencas. Os achados
atuais estdo de acordo com publicacdes recentes que mostram a aplicabilidade
da espectroscopia de infravermelho para a caracterizacdo de outras formas de
doencas periodontais além da periodontite, usando tanto o tecido periodontal,

periimplantar ou o fluido gengival crevicular.

As amostras de periimplantite e controle exibiram diferentes vibragdes,
como estiramento, flexdo, deformacédo ou uma combinacéo de vibracdes, tais
estdo diretamente relacionadas com a estrutura molecular das biomoléculas
constituintes  (Borilova et al., 2020), exibindo assim, informagdes
complementares para elucidar a saliva como método de diagnostico ao exame

clinico. A periimplantite € uma doenca cronica, inflamatéria que pode levar a
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perda dos implantes dentarios (Chen et al., 2015; Kozak et al., 2020)
apresentando alteracdo nos &cidos nucléicos, que estdo diretamente
envolvidos com o processo de sintese e multiplicacdo celular e nas fibras

colagenas.

As atribuicbes de pico demonstram mais variacdo na distribuicdo de
DNA (acido desoxirribonucleico) e lipideos, como por exemplos nas bandas
1698, 1733, 1749 e 1760 cm ™ assim como relatado no estudo de Shetty et al.,
2006, onde foi feita a investigacdo de carcinogénese de eséfago, através da
espectroscopia de Raman, o que corrobora com os achados de que na saliva €
possivel identificar por¢cdes do DNA e lipideos com confianca. Segundo
Nepomuceno et al.,, 2023 a banda 1698 é atribuida a guanina C=0 que
compdem o DNA e sdo aumentados em processos de carcinogénese. E assim
como o estudo de Xiang et al (2010), a banda 1713 cm ™ é representada como
uma fita de DNA com pares de base, onde houve um aumento das
concentragbes de DNA no fluido crevicular gengival em pacientes com
alteracdes periodontais em comparacdo aos pacientes saudaveis, O aumento
do conteddo de DNA nas amostras de fluido crevicular gengival inflamatorio
pode sugerir uma condi¢cdo provocativa durante a condicdo inflamatdria, com
leucdcitos ativos, bactérias e células epiteliais eliminadas nas amostras de

fluido crevicular gengival.

Segundo o estudo de Xiang et a, 2010, foram avaliadas 190 amostras de
fluido crevicular gengival com FTIR para identificar alteracdes moleculares
especificas da periodontite. Analisaram 64 amostras de periodontite, 61
gengivites e 65 saudaveis, demostraram um aumento do componente de DNA
no fluido crevicular gengival de sitios de gengivite e periodontite, em relacao
aos sitios de controle saudaveis. Isso foi devido a uma combinagcdo de um
aumento causado pela inflamacdo na migracdo de leucdcitos para o fluido
crevicular gengival, particularmente neutroéfilos, além de um aumento no tecido
epitelial renovacao, refletindo a remodelacdo continua do tecido e o proprio
estimulo inflamatério, causado pelas bactérias da placa bacteriana. Esta
relacdo pode ser constata também quando analisada a periimplantite, pois ha

mesma exibiu marcadores de DNA alterados como as bandas 1733, 1749 e
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1760 cm * (bandas préximas ao estudo de Xiang) o que poderia explicar o fato
da sua alteracdo estar relacionada doenca perimplantar, pois a mesma e
caracterizada com uma alteracdo inflamatéria dos tecidos ao redor dos

implantes.

Ja no estudo de Fuijii et al., 2016 onde foram analisados 10 pacientes
com doenca periodontal e 12 pacientes saudaveis através da analise de saliva
com o auxilio do FTIR para a diferenciacdo de bandas da doencas.
Encontraram que o pico mais caracteristico foi entre 1800 e 1500 cm™ onde as
caracteristicas espectrais sdo denominadas pela banda de absorcdo de
estiramento C=0 éster de carbonila representada pela banda 1738 cm™ .A
banda Amida I, que é representada pelo alongamento C=0 foi observada nos

-1

comprimentos de onda de 1700 cm™ e 1600 cm *, e a banda Amida Il foi

1 e 1500 cm . As propriedades da saliva em

observada entre 1600 cm
pacientes com a doenca periodontal difererem da condicdo normal.
Reconheceram que bactérias gram negativas, como Porphyromonas Gingivalis,
Agregatinobacter Actinomycetemcomitans e Provotella Intermedia se propagam
nas bolsas do sulco gengival, o que corrobora com os achados em nosso
estudo referente aos comprimentos de onda relacionados a periimplantite e

também com os achados no estudo de Shibli et al.,2008.

A espectroscopia infravermelha é cada vez mais reconhecida como uma
modalidade alternativa para determinacéo precisa da peroxidacéo lipidica em
diversas amostras biologicas (Sills et al, 1994). O aumento do estresse
oxidativo € consequéncia do aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio e/ou da capacidade atenuada de eliminacdo de espécies reativas de
oxigénio, resultando em danos teciduais refletidos no aumento da peroxidacao
lipidica. A perda de instauracdo durante as reacdes de peroxidacao lipidica foi
compensada pela presenca de ligacées duplas nos produtos da peroxidacao
lipidica, como malondialdeido, aldeidos lipidicos e radicais alquil. E bem
reconhecido que a peroxidacéo lipidica aumenta acentuadamente durante a
inflamagé&o periodontal.



53

Tsaie 2005 relatou que a quantidade total de peroxidacdo lipidica
correlacionou-se positivamente com varios parametros clinicos da doenca,
indicando que quanto mais grave a inflamacao do tecido periodontal, maior o
nivel de peroxidacdao lipidica. Além disso, o0 estresse oxidativo periodontal pode
até ter consequéncias sistémicas, com concentracdes mais altas de
peroxidacao lipidica no sangue observadas em um modelo de periodontite em

ratos, em comparag¢do com animais de controle periodontalmente saudaveis.

Houve diferenca nos dados clinicos entre os dois grupos, exceto o indice
de placa, que como observado clinicamente e constatado através do heatmap,
nao foi um fator decisivo quando se trata de periimplantite. O estudo de Shibli
et al., 2008 traz como o0s principais patdogenos encontrados no grupo
perimplantite o P. gingivalis, T. forsythiae, Treponema denticola e P.
nigrescens, e faz um alerta que no biofilme supragengival de implantes com
doenca, pode funcionar como um reservatério de espécies patogénicas e
contribuir para a reinfeccao de areas ja tratadas, assim como o Hajishengalli et
al.,2004 no seu estudo relata a viruléncia do patégeno P.gingivalis, associado
aos implantes e reforca os nossos achados em relacdo ao indice de placa,

gue o0 mesmo nao seria um fato isolado para a ocorréncia da periimplantite.

Sugimoto et al., 2010 utilizaram a saliva como biofluido para avaliacdo
de marcadores especificos para doencas como cancer de mama, pancreas e
boca, problemas periodontais, foi possivel fazer a andlise dos metabdlicos
envolvidos em cada uma das doencas. Avaliaram 215 individuos sendo 69 com
cancer oral, 30 com cancer de mama, 18 problemas pancreaticos, 11 pacientes
com problemas periodontais e 87 controles saudaveis. Foram encontrados 57
metabdlitos para discriminar individuos com doenga periodontal e destes 27
metabdlitos foram relatados como biomarcadores candidatos importantes para
a doenca periodontal o triptofano, histidina, carnitina, alanina, acido gutamico,
acido pipecalico, poliamina treonina. As principais alteracdes verificadas a partir
da andlise dos espectros envolveram principalmente alteracdes inflamatorias
com o0s marcadores como o triptofano e a histidina. O triptofano foi associando
no estudo de Nepomuceno et al., 2021 que avaliaram os marcadores de

doenca renais, o0 mesmo se mostrou efetivo como marcador para o
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desenvolvimento de doencas cardiacas em pacientes com problemas renais. O
triptofano € um precursor da serotonina e da melanina.Que comparado com o
estudo em questdo o triptofano e a histidina também foi uma biomolécula
importante como biomarcador para pacientes com periimplantite, o que

corrobora com os estudos mencionadas a cima.

No estudo de Kuboniwa et al., 2016 foi feita a analise da predicdo da
inflamacédo periodontal por meio da andlise do perfil metabdlico da saliva e
através disso foi possivel afirmar que a concentracdo de histidina estava
aumentada nas areas subgengivais. Encontraram 8 metabolites que foram
identificados como potenciais indicadores de inflamacéo periodontal, dos quais
a combinacdo de cadaverina, 5-oxoprolina e histidina apresentou acuracia
satisfatoria (area sob a curva = 0,881). Assim como o que foi achada através

do estudo a alteracdo da histidina em regifes periimplantares.

O que é possivel avaliar através do FTIR que a histidina € um bom
biomarcador da periodontite (Simsek et al., 2016). Assim como foi demonstrado
em mais dois estudos que avaliaram o cancer oral e 0 carcinoma escamoso
oral através da avaliacdo dos metabdlitos (Ishikawa et al., 2020; Cancao et al.,
2020). A histidina é um anel de imidazol que também foi encontrado nas
bandas 1772, 1845, 1859 cm *, sendo marcadores importantes referentes ao

estudo.

Foi observado através do PCA e dos graficos de Box Plot que as
maiores variagdes espectrais entre as amostras de (P) e (C) na regiao de

by

fingerprint estdo relacionadas a histidina, podendo afirmar a eficacia da
histidina na protecdo do tecido inflamado é atribuida a capacidade do anel
imidazol de eliminar as espécies reativas de oxigénio, geradas pelas células
durante a resposta inflamatoria aguda. A histidina quando administrada em
dose terapéutica, € capaz de inibir citosinas e fatores de crescimento
envolvidos no dano celular e tecidual (Gerber et al., 1975; Hajishengalli et al.,

2004).

Com relagdo ao modelo de estudo para diagndstico, observou-se que a

utilizacdo de 5 componentes principais PCs foi a que melhor representou as
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variacbes encontradas entre as amostras estudadas, com a maior precisao.
Segundo o estudo de Silva de Carvalho 2011 a sua andlise de elementos
principais mostrou ser significativa quando analisado até 10 componentes
principais o que ressalta que é fundamental a verificacdo dos componentes

principais.

A técnica da Espectroscopia FTIR utilizando as regides de fingerprint de
alto numero de onda possibilitou identificar em 0,81 respectivamente, a relacédo
que existe entre as amostras de (P) e (C) através da andlise dos componentes
principais (PCA). Deste modo, indica que pode ser utilizada como exame

complementar auxiliar do exame clinico e radiogréfico.

Os heatmap sdo os mapas de calor, que aglomeram o0s espectros das
amostras como (P) e (C), por exemplo, em grupos de menor para maior
intensidade em respectiva banda, segundo Kuboniwa et al., 2016. De acordo
com os dados do estudo apresentam dois clusters bem definidos entre os dois
grupos, pode ser verificado também a relacdo dos dados clinicos juntamente
com as bandas mais relevantes, através de uma escala de cor foi possivel

avaliar a intensidade de cada um dos dados e qual cluster pertence os dados.

A curva ROC mostrou um valor preditivo maior na regido de altos
nameros de onda entre 1500 e 1900 cm-1 comparando-se com a regido de
baixos numeros de onda demonstrando deste modo, apresentar maior
sensibilidade e especificidade para a regido de altos nimeros de onda. Apesar
de tal regido espectral ser pouco estudada, é importante salientar que ja foi
citada em Kuboniwa et al., 2016. E possivel ressaltar que os resultados obtidos
neste estudo podem auxiliar em futuros estudos, envolvendo as técnicas de

bi6psia optica.

J& Nogueira et al.,, 2022 usaram esta forma de analise de dados
associado ao uso de saliva como biofluido para definir se o FTIR seria uma boa
ferramenta para diagnostico de diabetes mellitus e periodontite. Obtiveram a
curva ROC com valores de 0,92 a 0,95 quando considerado os grupos de
diabetes e diabetes+periodontite, respectivamente. Como essa area esta
proxima de 1 (ou seja, classificacdo perfeita da amostra), segundo o que foi

apresentando no estudo, com resultados proximos a 1 também, pode-se
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sugerir que o FTIR pode ser potencialmente eficaz como uma ferramenta de

diagnéstico.

O presente estudou mostrou que tem muito ainda a ser feito antes do
uso rotineiro da biopsia Optica para diagnéstico de periimplantite, pois 0s
estudos mais vistos na literatura relatam analise de neoplasias, segundo os
autores (Cameron et al., 2016; Cancéo et al., 2020; Anderson et al., 2020). Em
contrapartida o estudo conduzido acima reitera que o FTIR serve como uma
forma de andlise e diagnostico da periimplatite com marcadores bem definidos

e com relevancia na pratica clinica.
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7.CONCLUSAO

O FTIR fornece informagéo importante sobre os perfis salivares para a

doenca, sendo uma ferramenta eficaz na investigacdo da periimplantite.
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Apéndice 1

"Ciéncia que tem por objetivo a colecédo, analise e interpretacdo de dados
numericos arespeito de fendbmenos coletivos ou de massa, bem como a

inducédo das leis a que tais fen6menos cabalmente obedecem e, ainda, a
representacdo numérica e comparativa, em tabelas ou graficos, dos

resultados da analise desses fendmenos." (Michaelis).

A estatistica engloba um grande leque de técnicas de analise, que
podem ser divididas em duas classes gerais:
* Estatistica descritiva: destina-se a duas finalidades principais:
« Estatistica descritiva univariada: utilizada quando se necessita sumarizar ou
descrever a distribuicdo de uma Unica variavel;
+ Estatistica descritiva bivariada ("duas variaveis") ou multivariada ("mais de
duas variaveis"): utilizada quando se necessita descrever a associacdo entre

duas ou mais variaveis.

Populacao Amostra

A

Tratamento de dados

Inferéncia estatistica Estatistica descritiva

Teoria das probabilidades

Fonte: Ferreira et al., 2002



70

Sendo assim na estatistica univariada a abordagem de investigar as
diferencas de tratamento entre 0s grupos constituiu em uma série de testes
independentes de analise de variancia (ANOVA) em cada variavel de resultado
separadamente. Para levar em consideracao a natureza de medidas repetidas
dos dados de entrada, também realizamos testes de efeitos mistos lineares
para cada ponto final. Como nao simulamos uma interacdo entre efeito do
tratamento e tempo, incluimos apenas os efeitos principais no modelo de
efeitos mistos sem um termo de interacdo. Rejeitamos HO de nenhum efeito do

tratamento se o efeito principal para o tratamento mento foi significativo.

A primeira estratégia multivariada que investigamos foi realizar
Testes ANOVA em escores de componentes principais (PC) obtidos a partir
das variaveis originais. Usou a decomposi¢ao propria da matriz de correlacdo
populacional para calcular os PCs, que é a abordagem preferida quando as
variaveis sdo medidas em diferentes escalas. As pontua¢des dos componentes
foram obtidas multiplicando os dados padronizados matriz de variaveis originais

com os autovetores da matriz de correlacdo populaciona.

A segunda técnica multivariada consistiu em uma série de andlises
multivariadas de variancia (MANOVA) testes em cada variavel de estudo com
medidas repetidas. Cada medida repetida foi considerada uma variavel
dependente separada para a respectiva MANOVA. A significancia dos testes
MANOVA foi avaliada usando quatro diferentes
estatisticas que sdo comumente fornecidas por software estatistico como R,
SAS ou SPSS: Wilks'.Em todos os casos, HO foi rejeitada quando o p-valor do
teste foi menor que 0,05. Diferentes técnicas foram avaliadas com base na
taxa de erro empirico tipo | ou no poder empirico. A taxa de erro empirico tipo |
foi definido como o nimero de testes estatisticos significativos dividido pelo
namero total de testes quando nenhum efeito de tratamento foi simulado. O
poder empirico foi definido como o nimero de testes dividido pelo nimero total

de testes nos casos em que os efeitos do tratamento foram simulados.



