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RESUMO

Este estudo investigou o impacto da doenca carie no perfil metabolémico salivar de
pacientes com Encefalopatia Crénica Ndo Progressiva (ECNP), utilizando uma
amostra de conveniéncia composta por 60 individuos, distribuidos em quatro grupos
(n=15 cada) (com e sem ECNP; com e sem carie). Trata-se de um estudo
observacional, transversal e analitico. Saliva ndo estimulada foi coletada pela manha
e com jejum prévio de duas horas, sendo posteriormente armazenada a -80 °C até o
momento da analise. A doenca cérie foi avaliada por meio do indice CPO-D/ceo-d.
Todas as amostras foram avaliadas no departamento de Engenharia Quimica da
Escola Politécnica da USP no DEMPSTER Mass Lab. A analise metabolémica foi
conduzida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).
As analises estatisticas foram realizadas por meio testes de Kruskal-Wallis e Qui-
Quadrado (x?). Os resultados da analise metabolémica por GC-MS permitiu identificar
assinaturas bioquimicas caracteristicas para cada grupo experimental. No grupo G1
(ECNP sem carie), foram observadas maiores concentracdes de metabdlitos como
2,6-Dimethylmorpholine-4-carbothioic acid, derivados de D-glucopyranose, maltose e
ureia, além de aminoacidos como glutamic acid e L-proline (p<0,0001), compativeis
com dieta pastosa, pouca mastigacdo e metabolismo adaptado a condicéo
neuroldgica. O grupo G2 (ECNP com cérie) apresentou aumento significativo de
metabolitos nitrogenados, como N, O-Bis(trimethylsilyl)-L-phenylalanine, leucine di-
TMS e lysine, além de compostos volateis fermentativos como acetic acid e (.+.) - 2,3-
butanediol diTMS (p<0,0001). Essa combinacao indica interacdo entre a condi¢ao
neurolégica e a cérie ativa, reforcando o papel de bactérias acidogénicas e da
resposta inflamatoria local. No grupo G3 (sem ECNP e sem carie), a assinatura
metabodlica foi compativel com saliva saudavel, com destaque para derivados
fendlicos (phenol, 4-methyl-), L-glutamine, glycine N-benzoyl- e 1H-indole-3-
acetamide em niveis estaveis (p<0,0001), sugerindo homeostase salivar e auséncia
de inflamacéo ativa. O grupo G4 (sem ECNP com cérie) apresentou a assinatura mais
complexa, associada a presenca intensa de carie, caracterizada por metabdlitos
relacionados a degradagcdo bacteriana e estresse oxidativo, como phenol, 4-
[(dimethylamino)methyl] -3,5-dimethyl-, mequinol, glycine N-benzoyl- e 8-hydroxy-2,2-
dimethyl-8-phenyl-oct-5-en-3-one (p<0,0001). Concluimos, portanto, que tanto a

ECNP quanto a doenca carie modulam o ambiente salivar, estimulando vias



metabdlicas distintas e resultando em assinaturas bioquimicas caracteristicas.
Observamos que metabdlitos como 2,6-Dimethylmorpholine-4-carbothioic acid,
derivados de D-glucopyranose, aminoacidos como glutamic acid e L-proline foram
mais incidentes em pacientes com ECNP sem carie, enquanto metabdlitos
nitrogenados (N,O-Bis(trimethylsilyl)-L-phenylalanine, leucine di-TMS e lysine) e
compostos fermentativos (acetic acid e 2,3-butanediol diTMS) predominaram em
individuos com ECNP e cérie. Nos grupos sem ECNP, identificamos perfis
compativeis com saliva saudavel ou com alta atividade de cérie, destacando derivados
fendlicos e marcadores de estresse oxidativo, respectivamente. Apesar dessas
diferencas, alguns metabdlitos, como ureia, glycine N-benzoyl- e derivados fendlicos,
foram compartilhados entre os grupos. Esses achados reforcam o potencial desses
compostos como biomarcadores salivares para triagem e monitoramento da carie em

populacdes com e sem necessidades especiais.

Palavras-chave: Paralisia cerebral. Biomarcadores. Saliva. Doenga cérie.

Metabol6émica. Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massas.



ABSTRACT

This study investigated the impact of dental caries on the salivary metabolomic profile
of patients with Chronic Non-Progressive Encephalopathy (CNPE). A convenience
sample of 60 individuals was distributed into four groups (n=15 each): with and without
CNPE; with and without caries. This observational, cross-sectional, and analytical
study collected unstimulated saliva in the morning after a two-hour fasting period,
which was then stored at -80 °C until analysis. Dental caries were assessed using the
DMFT/dmft index. All samples were analyzed at the Department of Chemical
Engineering of the Polytechnic School of the University of Sado Paulo, at the
DEMPSTER Mass Lab. Metabolomic analysis was conducted using gas
chromatography—mass spectrometry (GC-MS). Statistical analyses were performed
using the Kruskal-Wallis and Chi-square (x?) tests. GC-MS analysis allowed the
identification of characteristic biochemical signatures for each experimental group.
Group G1 (CNPE without caries) presented higher concentrations of metabolites such
as 2,6-Dimethylmorpholine-4-carbothioic acid, D-glucopyranose derivatives, maltose,
and urea, as well as amino acids such as glutamic acid and L-proline (p<0.0001),
consistent with a soft diet, low masticatory activity, and metabolism adapted to the
neurological condition. Group G2 (CNPE with caries) showed a significant increase in
nitrogenous metabolites, such as N,O-Bis(trimethylsilyl)-L-phenylalanine, leucine di-
TMS, and lysine, in addition to volatile fermentative compounds such as acetic acid
and (%) -2,3-butanediol diTMS (p<0.0001). This combination suggests an interaction
between the neurological condition and active caries, reinforcing the role of acidogenic
bacteria and local inflammatory response. Group G3 (without CNPE and without
caries) showed a metabolic profile compatible with healthy saliva, characterized by
stable levels of phenolic derivatives (phenol, 4-methyl-), L-glutamine, glycine N-
benzoyl-, and 1H-indole-3-acetamide (p<0.0001), suggesting salivary homeostasis
and absence of active inflammation. Group G4 (without CNPE with caries) presented
the most complex profile, associated with intense caries activity, characterized by
metabolites related to bacterial degradation and oxidative stress, such as phenol, 4-
[(dimethylamino)methyl]-3,5-dimethyl-, mequinol, glycine N-benzoyl-, and 8-hydroxy-
2,2-dimethyl-8-phenyl-oct-5-en-3-one (p<0.0001). Both CNPE and dental caries
modulate the salivary environment by stimulating distinct metabolic pathways, resulting

in characteristic biochemical signatures. Metabolites such as 2,6-Dimethylmorpholine-



4-carbothioic acid, D-glucopyranose derivatives, and amino acids such as glutamic
acid and L-proline were more prevalent in patients with CNPE without caries, whereas
nitrogenous metabolites (N, O-Bis(trimethylsilyl)-L-phenylalanine, leucine di-TMS, and
lysine) and fermentative compounds (acetic acid and 2,3-butanediol diTMS)
predominated in individuals with CNPE and caries. In the groups without CNPE, we
identified profiles compatible with either healthy saliva or high caries activity,
highlighting phenolic derivatives and oxidative stress markers, respectively. Despite
these differences, some metabolites, such as urea, glycine N-benzoyl-, and phenolic
derivatives, were shared among all groups. These findings reinforce the potential of
these compounds as salivary biomarkers for the screening and monitoring of dental

caries in populations with and without special needs.

Keywords: Cerebral palsy. Biomarkers. Saliva. Dental caries. Metabolomics. Gas

Chromatography—Mass Spectrometry.



SUMARIO

1 INTRODUGCAO.......ccoeeeereeeeerenae
2 CONCLUSAO GERAL ...................

REFERENCIAS DA INTRODUCAO



11

1 INTRODUCAO

O termo “Paralisia Cerebral” (PC) foi utilizado pela primeira vez ha mais de 170
anos, pelo cirurgido ortopedista inglés William Little, que relacionou um trabalho de
parto dificil e a hipoxia neonatal com espasticidade dos membros e consequentes
deformidades musculoesqueléticas. Atualmente a PC ou encefalopatia crénica nao
progressiva (ECNP), assim denominada na comunidade médica de neurologistas, é
classificada como um conjunto de disfungdes permanentes no desenvolvimento do
movimento e da postura, causando limitacdes de atividade, € atribuida a disturbios,
lesbes ou anormalidades ocorridas no cérebro fetal ou infantil em desenvolvimento.
Estima-se que a incidéncia da PC varie entre 1,5 e 3,0 por 1.000 nascidos vivos!?.

Os disturbios da fungdo motora séo os principais sinais da PC, e podem ser
acompanhados por outras disfuncdes, tais como: epilepsia, em particular a epilepsia
resistente a medicamentos, retardo mental, deficiéncia visual e auditiva, bem como
distUrbios alimentares e comportamentais?®3.

O grau de comprometimento motor varia de leve a muito grave, e pode tornar
o individuo totalmente dependente de cuidadores, dependendo do tipo das disfuncbes
motoras que dominam a apresentacao clinica. A PC é classificada em diferentes tipos:
espastica, discinética e ataxica.

Para a avaliacao funcional dos individuos com ECNP neste estudo, foi utilizado
o GMFCS (Gross Motor Function Classification System), um sistema
internacionalmente reconhecido que classifica a funcdo motora grossa em cinco
niveis, de acordo com o grau de mobilidade e dependéncia. O nivel | representa
individuos com maior independéncia motora, enquanto o nivel V indica
comprometimento grave, com necessidade de assisténcia total para locomocéao e
atividades basicas. Essa classificagdo padronizada permite a comparagdo entre
grupos e auxilia na compreensao da gravidade da disfungdo motora em pacientes com
paralisia cerebral®.

Individuos com PC tem maior risco de problemas dentéarios, apresentando
assim, morbidade significativa que pode afetar ainda mais seu bem-estar e impactar
negativamente sua qualidade de vida. Alguns estudos®® relatam que a severidade dos
déficits cognitivos e motores € diretamente proporcional a probabilidade de

desenvolver carie, a a falta de coordenacdo motora afeta a capacidade de realizar
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uma higiene bucal adequada e os déficits cognitivos dificultam a cooperacdo para
cuidados bucais eficazes.

A literatura mostra que a carie dentaria e as alteragcdes periodontais estao
associadas as caracteristicas sociais (sexo, escolaridade e percepc¢do do cuidador)
e/ou sistémicas (tipo de disfuncdo e capacidade de comunicacéo) de individuos com
PC, e, portanto, isso deve orientar os cirurgides dentistas no planejamento de
estratégias e protocolos clinicos para o atendimento, abordando as intervencdes
necessarias para aumentar a aceitacéo desses individuos aos cuidados odontolégicos
fornecido por cuidadores, familiares e profissionais, proporcionando assim, melhores
condicdes de saude bucal e qualidade de vida’2.

Frente a evolucdo das ferramentas diagnosticas e do conhecimento sobre
diversas patologias, as ciéncias “6micas” emergem como um meio efetivo para
identificar moléculas presentes em biofluidos, sejam eles, saliva, sangue, fluido
gengival, urina, entre outros, que possam estar sub ou super expressas diante de uma
determinada alteracéo fisiopatoldgica. Portanto, no presente estudo, foi escolhida a
metabolémica como meio de identificacdo dessas moléculas, por meio de espécime
salivar coletada de individuos com PC"#8.

A metabolémica é a area que monitora a quantidade de metabdlicos como
aminoacidos, lipidios e aclcares, com excecédo do DNA e RNA®10, Ela é utilizada para
melhor se comprrender a dindmica de diversas doencas que se manifestam no
organismo. Essa andlise apresenta duas finalidades principais: observar as diferencas
entre moléculas fingerprints (impressdes digitais) e compreender a regulacédo da via
metabdlica, conectividade, controle das concentracdes celulares e fluxos metabdlicos.
O uso de biofluidos para analise metaboldmica remonta ao baixo custo da técnica e
facilidade de obtengédo das amostras, assim como de sua manipulagao.

A hipotese do presente estudo é que a doenca céarie altera o perfil
metabolémico salivar de pacientes com ECNP, jA que alguns estudos mostram

diferencas de parametro salivar, como pH e capacidade tampéao, nessa populacéo.
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2 CONCLUSAO GERAL

O presente estudo demonstrou que tanto a Encefalopatia Cronica Nao Progressiva
(ECNP) quanto a doenca cérie sdo capazes de modular significativamente o ambiente salivar,
influenciando distintas vias metabdlicas e resultando em perfis metabolémicos especificos. A
andlise realizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
revelou assinaturas bioquimicas Unicas em cada um dos quatro grupos experimentais,
permitindo a identificagdo de metabdlitos com potencial papel como biomarcadores salivares.
Nos individuos com ECNP sem carie, observou-se um metabolismo adaptado as restricdes
neuroldgicas, alimentares e funcionais. Ja o grupo com ECNP e doencga cérie apresentou
expressiva concentracdo de metabdlitos nitrogenados e fermentativos, evidenciando a
interagdo entre as limitacdes neuroldgicas e o ambiente bucal acidificado e inflamatorio tipico
da cérie ativa. Por sua vez, os grupos sem ECNP revelaram perfis contrastantes, sendo o
grupo sem carie compativel com homeostase salivar e o grupo com céarie marcado por
estresse oxidativo e intensa atividade cariogénica.

Os dados apontam para a viabilidade do uso da saliva como ferramenta diagnéstica
ndo invasiva, com o potencial de auxiliar na triagem e no monitoramento da doenca carie,
inclusive em popula¢des com necessidades especiais. A identificacdo de metabdlitos como a
phenylalanine, glutamic acid, acetic acid, ureia, derivados fendlicos e compostos nitrogenados
abre caminho para novas abordagens preventivas e terapéuticas, mais personalizadas e
humanizadas. Contudo, embora os achados sejam promissores, a natureza transversal do
estudo imp0e limites quanto a interpretacao causal. Sendo assim, recomenda-se a realizacédo
de estudos longitudinais e o aprofundamento das andlises microbiolégicas e funcionais
desses biomarcadores, a fim de consolidar sua aplicacao clinica.

Por fim, esta tese contribui para o avanco do conhecimento sobre as interacfes entre
doencas sistémicas e saude bucal, e reforca o0 compromisso da Odontologia em promover
cuidado integral, equitativo e cientificamente fundamentado, especialmente para individuos

em situacdo de maior vulnerabilidade.
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