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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca cronica autoimune, de etiologia
ainda desconhecida, mas de grande poder destrutivo, podendo envolver 6rgaos de forma
isolada ou simultanea, em decorréncia da hiperatividade imunolédgica do organismo. A
leptina € uma uma citocina pré-inflamatéria, produzida principalmente pelo tecido
adiposo, de grande importancia na perpetuacdo da al¢a de inflamacdo cronica da doenca
autoimune, ja que estimula a proliferacdo de citocinas pré-inflamatérias como a
interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que por sua vez aumentam
a sintese de leptina. No Capitulo I, realizou-se um estudo transversal no qual foram
selecionados 67 pacientes, sendo 38 pacientes com LES e 29 pacientes sem LES. O
objetivo do estudo foi investigar os niveis salivares de leptina e correlaciona-los com os
parametros séricos e periodontais de pacientes com LES. A saliva foi coletada pelo
método de saliva total estimulada e a andlise da concentracdo da leptina salivar foi feita
através do Luminex MAGPIX®. O teste T de Student foi utilizado na anélise comparativa
da concentracdo de leptina salivar entre os pacientes com LES e sem LES. O coeficiente
de Spearman (Rs) foi calculado para estimar a correlagdo entre a leptina salivar e os
parametros séricos e periodontais. No modelo tedrico proposto para estudo da alteracdo
do nivel de leptina salivar em decorréncia do LES, a doenca periodontal foi testada como
varidvel mediadora. O modelo foi testado por meio da Modelagem de Equacdes
Estruturais. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Verificou-se que pacientes com
LES apresentaram niveis estatisticamente mais reduzidos de leptina salivar que pacientes
sem LES (P=0.002) e que a redugdo do nivel de leptina salivar em pacientes com LES se
sobrepde a presenca de doenca periodontal (Estimativa = -0,289; P = 0,023). Os dados
mostraram que a concentragdo salivar de leptina apresentou correlagdo com o triglicérides
(Rs -0.534; P=0.003), creatinina (Rs -0.331; P=0.048), clearance de creatinina (Rs -0.445;
P=0.025), leucécito (Rs -0.331; P=0.041) e colesterol (Rs 0.434; P=0.016) e nio
apresentou correlacado com os parametros periodontais (P>0.05). Tais resultados apontam
a leptina como um promissor marcador salivar, de baixo custo e facilidade de obtencao
em pacientes com LES, além da possibilidade de poder correlacionar seus niveis com

importantes parametros séricos de pacientes com a doenga autoimune.

Palavras-chave: Lipus Eritematoso Sistémico, Leptina, Saliva, Doengas Periodontais



ABSTRACT

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease, of unknown
etiology, with a great destructive power, that may involve isolated or multiple organs, due
to the body's immune hyperactivity. Leptin is a proinflammatory cytokine, produced
mainly by the adipose tissue, of great importance in the perpetuation of chronic
inflammation of autoimmune diseases, since it stimulates the production of
proinflammatory cytokines such as Interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), which in turn increase leptin synthesis. In chapter I, a cross-sectional study in
which 67 patients were selected, being 38 patients with LES and 29 systemically healthy
patients. The aim of this study was to investigate the salivary levels of leptin and correlate
them with serum and periodontal parameters of patients with SLE. Saliva was collected
by the total stimulated saliva method and salivary leptin concentration analysis was
performed using Luminex MAGPIX®. Student's t-test was used in the comparative
analysis of leptin salivary concentration between SLE patients and systemically healthy
individuals. The Spearman coefficient (Rs) was calculated to estimate the correlation
between salivary leptin and serum and periodontal parameters. In the theoretical model
proposed for the study of leptin salivary changes due to SLE, periodontal disease was
tested as a mediator variable. The model was tested using Structural Equation Modeling.
The level of significance was 5%. It was found that patients with SLE had statistically
lower levels of salivary leptin than systemically healthy patients (P = 0.002) and that the
reduction of the level of salivary leptin in SLE patients overlaps with the presence of
periodontal disease. 0.298, P = 0.023). The data showed that salivary leptin concentration
correlated with triglycerides (Rs -0.534, P = 0.003), creatinine (Rs -0.331, P = 0.048),
creatinine clearance (Rs -0.445, P = 0.025), leukocytes -0.331, P =0.041) and cholesterol
(Rs 0.434, P = 0.016) and showed no correlation with periodontal parameters (P> 0.05).
These results point to leptin as a promising salivary marker, low cost and easy to obtain
in patients with SLE, besides the possibility of being able to correlate its levels with

important serum parameters of patients with the autoimmune disease.

Key-words: Lupus Erythematosus, Systemic; Leptin; Saliva; Periodontal Diseases.
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1. INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenga cronica autoimune,
caracterizada pela producdo de células de defesa que agem contra antigenos nucleares e
citoplasmaticos do proprio organismo, capaz de afetar diferentes 6rgaos, podendo levar
ao comprometimento sistémico de forma isolada ou generalizada (FORTUNA e
BRENNAN, 2013; WANG et al., 2017). A etiopatogenia da doenga permanece ainda
desconhecida, sendo sugerido uma associacdo de efeitos genéticos, hormonais e
ambientais (FORTUNA e BRENNAN, 2013).

O LES parece afetar toda a populacdo, com diferentes idades, sexo e racas.
Contudo hd uma prevaléncia maior entre mulheres, negras e com predilecao entre a
terceira e sexta década de vida, sendo que o lipus € diagnosticado mais precocemente em
mulheres negras (FELDMAN et al., 2013; FORTUNA e BRENNAN, 2013; PONS-
ESTEL et al., 2010). Discrepancias nas taxas epidemiolégicas do LES podem ser
oriundas de diferentes causas, que incluem principalmente fatores genéticos e hormonais
(LIM et al., 2014), e ainda a dificuldade de diagndstico pela auséncia de uma metodologia
universal entre os diversos estudos (FORTUNA e BRENNAN, 2013).

O LES € uma doenga extremamente heterogénia do ponto de vista clinico, pois
caracteriza-se por periodos alternados de remissdo e exacerbagdo, podendo apresentar
sinais e sintomas que afetam diferentes 6rgdos e em alguns casos apenas algumas
caracteristicas estao presentes na apresentacdo da doenca, podendo se assemelhar a outras
doencas autoimunes, infecciosas ou hematolégicas (BERTSIAS et al., 2013), o que pode
dificultar o diagndstico da doencga.

As manifestagdes da doenca sdo expressas em todo organismo, sendo perceptivel
clinicamente ao envolver a pele e a mucosa bucal. Os sintomas mais comuns sao: febre,
fadiga, perda de peso no estdgio inicial da doenca, rash malar, rash discéide,
fotossensibilidade, ulceras orais, artrite, pleurisia, alopecia, anemia hemolitica,
pericardite, doenca renal e doenca neurolédgica (LI et al., 2017; PETRI et al., 2012).

Em 1982, o Colégio Americano de Reumatologia (ACR) prop0s critérios para
estabelecer um diagndstico definitivo de LES (TAN et al., 1982) e em 1997 estes critérios
foram reavaliados (HOCHBERG, 1997), contudo ndao validados. De acordo com os
critérios ACR (HOCHBERG, 1997; TAN et al., 1982), uma pessoa para satisfazer o
diagnostico de LES deve apresentar 4 dos 11 critérios estabelecidos, podendo se

apresentar de forma seguida ou simultaneamente, durante o periodo de observacao.
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Em 2012, foram propostos novos critérios pela SLICC (The Systemic Lupus
International Collaborating Clinics), no qual no processo de validag¢do foi obtido maior
sensibilidade, mas menor especificidade em comparacdo aos métodos ACR. De acordo
com o método, para a classificacdo do LES, o paciente deve satisfazer pelo menos 4
critérios, incluindo pelo menos um critério clinico e um critério imunolégico ou o
paciente deve ter nefrite lipica comprovada por bidpsia (PETRI et al., 2012). Apesar da
diferenga de diagndstico entre os métodos ACR e SLICC, os critérios clinicos e
imunoldgicos sdo considerados obrigatérios para estabelecer um diagndstico definitivo

de LES (FORTUNA e BRENNAN, 2013).

Critério ACR para LES Critério SLICC para LES
Critério Clinico Critério Clinico

Rash malar Lipus cutidneo agudo ou subagudo
Fotossensibilidade

Rash Discéide Lipus cutineo cronico

Ulcera oral

Artrite

Serosite

Disfuncdo renal
Distdrbio neuroldgico

Disfun¢do hematoldgica

Ulcera oral/nasal
Alopecia ndo cicatrizante
Doenga articular

Serosite

Renal

Neurolégico

Anemia hemolitica
Leucopenia

Trombocitopenia

Critério Imunolégico

Critério Imunolégico

Anticorpo antinuclear (ANA)

Disordem Imunolégica

Anticorpo Antinuclear (ANA)
Anti-cadeia-dupla DNA
Anti-Sm

Anticorpo Anti-fosfolipideo
Baixo Complemento

Teste de Coombs Direto

Figura 1. Diferenca entre os critérios clinicos e imunolégicos proposto pelo Colégio Americano de
Reumatologia (ACR) e The Systemic Lupus International Collaborating Clinics (SLICC). Adaptado de
Fortuna & Brennan, 2013.

O sistema imunoldgico tem a fung¢do de coordenar as respostas contra
microrganismos patogénicos, a0 mesmo tempo que regula as respostas contra as proprias
células do organismo e aos microrganismos comensais (SAKAGUCHI et al., 2008).

Quando ocorrem falhas neste mecanismo de resposta imunoldgica, aumenta a propensao
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para inflamacdes crOnicas e para a resposta autoimune. A resposta autoimune ¢é
caracterizada pela disfuncdo do sistema imunoldégico adquirido (adaptativo), sendo
expressa quando o sistema imunoldgico estd hiperativo, podendo atingir diversas células,
orgios e sistemas sauddveis do organismo (RICHARD-EAGLIN e SMALLHEER,
2018).

O mecanismo patolégico do LES é complexo, estando a lesdo tecidual associada
tanto a fatores genéticos, hormonais, ambientais, assim como associada a producgdo de
células da imunidade inata (células dendriticas autorreativas), imunidade adaptativa
(células T CD4 e células B) e citocinas inflamatdrias (JOO et al., 2012; SUN et al., 2012).
Além disso, estudos também vem apontando a associacdo das adipocinas na resposta
inflamatéria da doenca (CHOUGULE et al., 2018; WANG et al., 2017).

As adipocinas sao mediadores enddcrinos secretados predominantemente pelo
tecido adiposo (LEE e SONG, 2018). Exercem fun¢do importante no metabolismo da
glicose e da gordura, na homeostase vascular, em respostas imunes € processos
inflamatérios (VLAICU et al., 2016). De acordo com a forma de acdo sobre a inflamacao,
essas adipocinas podem ser classificadas em dois tipos: as que agem principalmente como
efeitos pro-inflamatorios, como leptina e resistina; € outras que exercem
predominantemente efeitos anti-inflamatérios, como adiponectina (DIAZ-RIZO et al.,
2017; HUTCHESON et al., 2015; ZHU et al., 2017).

A leptina, apesar de ser proveniente principalmente do tecido adiposo estd
envolvida em inumeras fungdes fisioldgicas que extrapolam sua fun¢@o no metabolismo
de gordura corporal, como por exemplo, na angiogénese, fertilidade, metabolismo dsseo,
na resposta inflamatéria e imune (CHEN e YANG, 2015; LI et al., 2016). A leptina exerce
efeito pré-inflamatdrio ao aumentar a atividade de fagocitose dos macréfagos e ainda, por
estimular a producdo de vdrias citocinas pro-inflamatérias, como Interleucina-1 (IL-1),
Interleucina — 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (LI et al., 2017).

Dentre as adipocinas, a leptina tem sido relatada como fator importante para a
patogénese do LES, devido sua func¢do na perpetuagdo da cadeia inflamatdria na doenca
(DIAZ-RIZO et al.,, 2017; FUJITA et al.,, 2014). Estudos tém demonstrado uma
importante relacdo entre o nivel de leptina e o LES, tendo sido observado que os niveis
de leptina no sangue de pacientes com LES se encontram elevados quando comparado a
pacientes saudaveis (LEE e SONG, 2018; WISLOWSKA et al., 2008).

Além da alteracdo do nivel de leptina pela presenga ou auséncia do LES, quando

avaliado o nivel de leptina sérica entre os pacientes com a doenga, hd uma relagdo positiva
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entre a atividade da doenca e o nivel do marcador (WANG et al., 2017). No estudo
desenvolvido por Lourencgo et. al. (2016) foi demonstrado que ndo apenas ha uma relagcao
entre a presenca de LES e o aumento da leptina sérica, como também que o bloqueio da
leptina promove a reducdo da progressao da doenca (LOURENCO et al., 2016).

Como tratado anteriormente, o LES acomete diferentes 6rgdos e pode levar ao
comprometimento generalizado do sistema. Dentre as manifestagdes do lupus, a nefrite
lipica é uma das manifestagdes mais importantes, pois € responsavel por grande parte da
morbidade e mortalidade da doenca (ELMOUGY et al., 2015; HANLY et al., 2015). Para
avaliagdo e acompanhamento da taxa de filtracdo glomerular e dos danos renais, os
marcadores avaliados sdo a creatinina sérica e a creatinina urinaria (HUTCHESON et al.,
2015).

A leptina ndo € excretada pelo rim, mas sim ligada pela megalina nos tubulos
renais e metabolizada, desta forma muitas vezes € indetectdavel na urina de pacientes
(HUTCHESON et al., 2015). Sendo a leptina metabolizada principalmente pelas células
renais, o acometimento renal pode resultar em diminuicdo da depuracdo da leptina e
consequentemente o aumento do nivel sérico da mesma, tanto em pacientes com LES,
como em pacientes sauddveis (DIAZ-RIZO et al., 2017; HUTCHESON et al., 2015; LIM
et al., 2015).

Apesar do sangue ainda ser o método mais utilizado para avaliar biomarcadores
sistémicos, a saliva vem emergindo como um fluido de potencial diagnéstico de doengas
bucais e sistémicas (PURWAR et al., 2015a; STRECKFUS; BIGLER, 2002). A saliva é
produzida por glandulas salivares maiores e ainda por glandulas salivares menores
(MAHESWARI et al., 2018). Assim como o sangue, ela € um fluido complexo contendo
uma variedade de enzimas, proteinas, hormodnios, anticorpos e constituintes
antimicrobianos, muito destes provenientes do sangue, que entram na saliva pela
transmissao celular, refletindo, portanto, o estado sistémico do corpo (LEE ¢ WONG,
2009).

Além disso, também tem sido demonstrado relacdo da leptina circulante e a
expressao da doenca periodontal (KARTHIKEYAN; PRADEEP, 2007a;
ZIMMERMANN et al., 2013), tendo sido observado um aumento do nivel de leptina
sérica em pacientes com doenga periodontal (DP) (ZHU et al., 2017). A DP € uma doenca
comum a cavidade bucal, caracterizada pela interag@o entre bactérias e o sistema imune
do hospedeiro, resultando em um processo inflamatdrio, que por sua vez pode levar a

lesdes irreversiveis no tecido de suporte periodontal e posterior perda dentiria (AL-
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MUTAIRI et al., 2015; CORREA et al., 2017). Além disso, a DP tem sido associada a
doencas sist€émicas como diabetes, doenca renal, artrite reumatoide e até mesmo com o
LES (CORREA et al., 2017; FABBRI et al., 2014; FANG et al., 2015; SAITO et al.,
2017).

A saliva quando comparada ao sangue, pode ser coletada de maneira fécil e nao
invasiva, com ou sem estimulacdo, e coletada em tubo de ensaio, com facilidade de
armazenamento e manipulacdo. Além disso, possui como vantagem o baixo custo e ainda
a protecdo do clinico por apresentar risco significativamente menor de contrair doengas
(GOHEL, JONES e WEHLER, 2018).

Anteriormente, a validade da andlise de biomarcadores na saliva era questionada
por se apresentarem em menor concentragdo quando comparada ao sangue, contudo as
novas técnicas e tecnologias desenvolvidas tem permitido maior sensibilidade dos testes,
nao sendo a baixa concentracdo de marcadores um fator de limitacdo do uso de saliva
(LEE e WONG, 2009). Estudos tem demonstrado que a saliva é eficaz para o diagndstico
de doencas nao sé da cavidade bucal como também de doencas sist€micas, incluindo
doengas autoimunes, enddcrinas, cancer, doenca renal, doenca cardiovascular e
psiquidtrica (CHATZOPOULOS et al., 2018; DOGAN et al., 2016; MAHESWARI et al.,
2018; STANESCU et al, 2018; STRECKFUS e BIGLER, 2002; VON
BULTZINGSLOWEN et al., 2007).

Compreendendo-se o papel da leptina em doencas inflamatdrias e sua importancia
na patogénese do Lupus Eritematoso Sist€mico e alteragdes sistemicamente associadas,
assim como com a doenca periodontal, no capitulo I serd apresentado um estudo
transversal, cujo objetivo foi testar a hipotese de que o nivel de leptina salivar esta
alterado em pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico, independente da presenca de
doenca periodontal, buscando, através do uso da saliva, facilitar o diagndstico e
acompanhamento da doenca.

Além de avaliar o nivel de leptina salivar em pacientes com Lipus Eritematoso
Sistémico foi ainda objetivo do estudo correlacionar o nivel da leptina salivar a
parametros séricos: colesterol, triglicérides, glicemia, creatinina, clearance de creatinina,
uréia, transaminase glutdmico oxalacética (TGO), transaminase glutamico
pirdvica (TGP), leucécito, hemoglobina e plaquetas dos pacientes; e periodontais:
profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo e indice de sangramento gengival

dos pacientes com a doenga autoimune.
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2. CAPITULO1I

Avaliacao da concentracao de leptina salivar e sua correlacio com parametros
séricos e periodontais em pacientes com Liipus Eritematoso Sistémico
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A short running head: Leptin in patients with SLE

RESUMO

O objetivo do estudo foi investigar os niveis salivares de leptina e correlaciona-
los com os parametros séricos de pacientes com Lipus Eritematoso Sist€émico (LES).
Realizou-se um estudo transversal com uma amostra de 38 pacientes com LES e 29 sem
LES. Os dados referentes aos parametros séricos, como hemograma e lipidograma, foram
coletados dos exames laboratoriais do paciente anexados na ficha médica do paciente com
LES. Os parametros periodontais avaliados foram: profundidade de sondagem, nivel de
insercdo clinica e indices de sangramento gengival. A saliva foi coletada pelo método de
saliva total estimulada e a andlise da concentragcdo da leptina salivar foi feita através do

Luminex MAGPIX®. O teste T de Student foi utilizado na andlise comparativa da
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concentracdo de leptina salivar entre os grupos com LES e sem LES. O coeficiente de
Spearman (Rs) foi calculado para estimar a correlagdo entre a leptina salivar e os
parametros séricos e periodontais. No modelo tedrico proposto para estudo da alteracdo
do nivel de leptina salivar em decorréncia do LES, a doenca periodontal foi testada como
varidvel mediadora. O modelo foi testado por meio da Modelagem de Equacdes
Estruturais. O nivel de significancia adotado foi de 5%. Observou-se que o grupo com
LES apresentou nivel de leptina salivar mais baixo que o grupo controle e que o LES
apresentou efeito inverso e independente na leptina salivar (Estimativa = -0,289; P =
0,023). Os dados mostraram que a concentragdo salivar de leptina apresentou correlagao
negativa com o triglicérides, creatinina, clearance de creatinina, leucécito e positiva com
o colesterol e, ndo apresentou correlacdo com os parametros periodontais. Os achados
sugerem que a presenca de LES pode alterar o nivel salivar de leptina, apontando-se a
leptina como um promissor marcador salivar, de baixo custo e facilidade de obtencdo em

pacientes com LES.
Palavras-chave: Lupus Eritematoso Sistémico, Leptina, Saliva, Doencas Periodontais

INTRODUCAO

O Lipus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga cronica autoimune
caracterizada pela disfun¢@o do sistema de defesa do organismo, no qual os anticorpos
sdo produzidos de forma desequilibrada agindo contra os proprios 6rgios do individuo
(1). Embora as causas da doenca ainda ndo sejam claras, ha consenso de que a doenga é
decorrente tanto de fatores genéticos, quanto ambientais, juntamente com a atividade de
alguns hormonios que podem desempenhar papel fundamental para a expressdo da
doenca (2,3).

Ja a Doenca Periodontal (DP) € uma doenca relacionada a interagdo entre as
bactérias e as respostas imunes do hospedeiro. Resultando em um processo inflamatério,
que por sua vez pode levar a lesdes irreversiveis no tecido de suporte periodontal e
posterior perda dentaria (4,5).

As manifestacOes clinicas do LES sdo variadas, podendo envolver qualquer 6rgao,
de forma isolada ou simultaneamente, em qualquer periodo da doenca (3). Por ser uma
doenca multissistémica e com apresentacdo clinica varidvel, o diagnéstico de LES pode
ser complexo, principalmente na avaliacdo inicial, devido a dificuldade de avaliar de

forma rapida e precisa a inflamagdo associada ao LES (6,7).
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A leptina € uma adipocitocina, secretada em maior quantidade pelo tecido adiposo
e em menor quantidade pela placenta (8), células T (9), osteoblastos (10) e epitélio
gastrico (11). E considerada como uma citocina pré-inflamatéria, pois desempenha um
papel fundamental na modulagdo das respostas imunes € no desenvolvimento e
manutenc¢do da inflamacdo (12,13). Além disso, possui estrutura homologa a cadeia longa
de citocinas, como Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) ¢ Interleucina 6 (IL-6) (14).

H4 evidéncias do aumento significativo do nivel sérico de leptina em pacientes
com LES quando comparados a pacientes sem LES (1,2,15) e ainda, que o bloqueio da
leptina promove a redugdo da progressdo da doenca (2). Assim como também tem sido
demonstrado o aumento da leptina circulante em pacientes com DP, estando a leptina estd
associada com o aumento do TNF-a induzido pelo lipopolissacarideo de Prevotella
intermedia (12,16).

A leptina desempenha um papel importante na regulacdo das respostas
neuroenddcrinas e imunes dos pacientes com LES, pois afeta tanto a imunidade inata
como a imunidade adaptativa (15,17,18) e ainda estd relacionada a outras complicacdes
associadas a expressao da doenca, como comprometimento renal e cardiaco (19-21).

Tendo em vista que a saliva € um fluido bioldgico facilmente acessivel e contém
uma série de biomoléculas, a saliva emergiu como um fluido potencial para o diagndstico
e avaliacdo tanto de doencas bucais, como doenca periodontal e tumores de glandulas
salivares (14,22); quanto sistémicas, como obesidade, sindrome metabdlica, doenga renal,
e até mesmo com o LES (23-26). Contudo, mesmo diante da evidéncia da importancia
da leptina para a doencga autoimune, ainda nao ha estudos que avaliem sua concentragao
na saliva de pacientes com o LES.

Diante do exposto, este estudo se justifica pela necessidade da identificagcdo de
parametros do nivel de leptina salivar em pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico,
com o objetivo de facilitar o diagndstico e a avaliagdo da atividade inflamatéria da
doenca. Desta forma, este estudo se propde a avaliar o nivel de leptina salivar em
pacientes com lipus eritematoso sist€émico, e correlaciond-lo com parametros séricos e

periodontais de pacientes com a doenga autoimune.
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MATERIAIS E METODOS
Desenho do estudo e selecao da amostra

Trata-se de um estudo transversal, aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade federal do Maranhdo, sob o parecer 460.888, no qual foram selecionados
67 participantes sendo destes, 38 individuos com LES e 29 sem LES.

Todos os pacientes foram selecionados em Sao Luis do Maranhdo, cidade do
Nordeste do Brasil, no Hospital Universitario Presidente Dutra, referéncia no tratamento
de pacientes com LES. Os pacientes selecionados apresentavam idades entre 18 e 60 anos.
Foram excluidos da amostra individuos fumantes ou ex-fumantes em um periodo inferior
a 10 anos, usudrios de aparelho ortodontico, participantes que realizaram tratamento
periodontal nos 6 meses anteriores a pesquisa, aqueles que tinham doencas infecciosas
clinicamente evidentes, presenca de nddulos e/ou edema na regido de glandulas salivares
(avaliado através do exame visual e palpacdo digital), gestantes, lactantes e participantes
que tenham feito uso de antibidticos nos 6 meses anteriores a pesquisa. Entre os pacientes
sem LES foram excluidos pacientes com doencgas sistémicas cronicas como diabetes,
hipertensio e até mesmo pacientes com grau I ou mais de obesidade, Indice de Massa

Corpérea (IMC) > 25, de acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS)(27).

Avaliacao clinica e parametros séricos

A avaliagdo e o registro da histéria médica, assim como a relacdo dos
medicamentos utilizados pelos pacientes foram realizados através de questiondrio
individual e também através da coleta de dados presentes no prontudrio de cada paciente.
Os valores dos marcadores séricos foram extraidos do exame laboratorial do paciente
anexado a ficha médica, tais como: triglicérides (TG), colesterol, glicemia, creatinina,
clearance creatinina, uréia, transaminase glutamico oxalacética (TGO), transaminase

glutamico piravica (TGP), leucdcito, hemoglobina e plaquetas.

Avaliac¢iao periodontal

O exame periodontal foi realizado por examinadores, previamente treinados, sob
luz artificial, utilizando espelho clinico e uma sonda milimetrada Williams (Trinity, Sao
Paulo, Brasil) para afericdo das medidas de profundidade de sondagem (PD), Nivel de
Insercdo Clinica (CAL), Indice de Sangramento Gengival (BOP) e Indice de Placa Visivel
(VPI). A concordancia intra-examinador e interexaminador foi aferida pelo Kappa, no

qual obteve-se, Kappa=0,84, para PD e Kappa=0,81, para CAL. O exame periodontal foi
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realizado em todos os dentes presentes, através da afericao em 06 sitios (disto-vestibular,
centro-vestibular, mésio-vestibular, disto-lingual, centro-lingual e mésio-lingual) (28).
Foram registrados os seguintes parametros: PD, distancia (éem mm) da margem gengival
ao ponto mais apical do fundo do sulco ou da bolsa; CAL, distdncia (em mm) da jungdo
cemento-esmalte até o fundo do sulco gengival ou da bolsa; VPI registrado para cada
individuo como o percentual de superficies dentdrias com biofilme visivel; e BOP. O
BOP e VPI, avaliaram a presenca ou auséncia de inflamacao ou placa em padrao binomial
(dicotdmico), da seguinte forma: sangramento de margem gengival e placa visivel —
escore 1 e auséncia de sangramento e sem placa visivel - escore O (29). Foram
considerados para diagndstico de periodontite crOnica os pacientes que apresentarem

CAL > 6 mm em 2 dentes ¢ 1 ou mais sitios com PD > 5mm.(30).

Coleta de saliva e analise da leptina salivar

As amostras de saliva foram obtidas através do método de coleta de saliva
estimulada pela mastigacdo de um pedaco de latex de 2cm, amarrado a um pedaco de
25cm de fio dental para evitar degluticao acidental (31). Foi realizada a adi¢cdo de coquetel
inibidor de protease (SIGMA-ALDRICH, EUA) as salivas coletadas, sendo em seguida
armazenadas a temperatura de -80°C até o momento da analise. A concentracao de leptina
na saliva foi mensurada através do analisador automatico MAGPIX® System (Merck
Millipore, EUA), utilizando o kit HBNMAG-51K, Milliplex MAP (Millipore,
Massachusetts, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante e com avaliacdo em duplicata

das amostras.

Modelo Teorico

Um modelo tedrico foi construido para explorar o potencial efeito da presenga ou
auséncia do LES, assim como o efeito da doenca periodontal sobre as alteracOes na
concentracdo de leptina salivar, assim como tém sido relatado no sangue (12,32).

No modelo tedrico, a varidvel resposta foi o nivel de leptina salivar (LEPTIN), e
as variaveis explicativas foram idade (AGE), lupus eritematoso sist€émico (LES) e a
variavel latente condicdo periodontal (PERIO), formada pelas varidveis: média da
profundidade de sondagem (pd), média do nivel de insercao clinica (cal) e indice de
sangramento gengival (bop) (Figura 1).

Varidveis latentes sdo varidveis ndo observaveis, construidas a partir de

indicadores que devem medir o mesmo constructo, reduzindo assim, o erro de medi¢do
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de varidveis que sdo dificeis de definir ou diagnosticar (33). Como a doenga periodontal
¢ uma doenca bucal de diagndstico complexo por levar em consideragdo a associa¢do de
diferentes parametros para o diagndstico da doenca, como profundidade de profundidade
de sondagem, nivel de insercdo clinico e indice de sangramento gengival (34,35), neste
estudo foi construido a varidvel latente PERIO a partir da média dos parametros

avaliados, sendo consideradas como variaveis continuas.

Analise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa estatistico SPSS versdo 18.0 (IBM,
Chicago, IL, USA). Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva utilizando medidas
de frequéncia, tendéncia central e dispersao. O teste de Lilliefors foi utilizado para aferir
a normalidade da distribuicao das varidveis numéricas. O teste T de Student foi utilizado
na andalise comparativa da concentracio de leptina salivar entre os grupos com LES e sem
LES. O teste Mann-Whitney foi utilizando para comparar a média de leptina salivar entre
os grupos de medicamentos. Além disso, o coeficiente de Spearman foi calculado para
estimar a correlacdo entre a leptina salivar e os parametros séricos e periodontais.

Para o ajuste do modelo, foi empregada modelagem de equagdes estruturais que
investigou a associacdo entre LES, doenca periodontal e leptina. A modelagem de
equagdes estruturais € um método estatistico que estima simultaneamente uma série de
equacgoes de regressao multipla, avaliando efeitos diretos, indiretos e totais de varidveis
sobre um desfecho com a inclusdo de varidveis latentes nao diretamente observadas (33).

Na andlise da estimativa padronizada para constru¢do da varidvel latente,
considerou-se carga fatorial superior a 0.30 com p < 0.05 como indicativa de alta
correlacdo entre a varidvel indicadora e o construto (33).

Os recursos do software Mplus versao 7.0 (Muthén & Muthén, Los Angeles, CA,
EUA) foram utilizados para a anélise da equacdo estrutural. Os valores das estimativas
padronizadas foram mensurados de forma ajustada para determinar os efeitos no modelo.
Para determinar bom ajuste do modelo, os seguintes indices foram considerados: um p-
valor maior que 0.05 para o teste qui-quadrado (¥2); TLI (Tucker Lewis Index) e CFI
(Comparative Fit Index) maior que 0.95, o RMSEA (Root Mean Square Error of
Approximation) menor que 0.05, e SRMR (Standardized Root Mean Square Residual)

menor que 0.05. O nivel de significancia adotado para todos os testes foi de 5%.
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RESULTADOS

Um total de 38 pacientes com LES do sexo feminino (Grupo LES), com média de
1dade de 39,6 +10,5 anos, € 29 sem LES, 20 mulheres € 9 homens, com média de idade
de 46,3 £11,8 anos foram incluidos neste estudo. O IMC dos pacientes do grupo de
pacientes com LES foi 63,2% menor que 25, e 36,8% maior ou igual a 25, ndo sendo,
contudo, correlacionado ao nivel de leptina salivar (P =0.385).

Na Figura 2 € possivel observar que os pacientes com LES apresentaram nivel de
leptina salivar mais baixo que pacientes sem LES (P < 0.05). Foi realizada também a
andlise de correlagdo entre os niveis salivares de leptina com a concentracdo dos
marcadores séricos coletados a partir do hemograma dos pacientes com LES e também
com os parametros periodontais avaliados (Tabela 1). Os dados mostraram que a
concentracdo salivar de Leptina apresentou correlacdo inversamente proporcional com o
triglicérides (Rs -0.534; P=0.003), creatinina (Rs -0.331; P=0.048), clearance de
creatinina (Rs -0.445; P=0.025) e leucdcito (Rs -0.331; P=0.041), além de uma correlacao
positiva com o colesterol (Rs 0.434; P=0.016). As varidveis periodontais nao
apresentaram correlacdo significante com o nivel de leptina salivar (P>0.05).

A Tabela 2 apresenta as médias de nivel de leptina entre os grupos de pacientes
com LES por tipo de medicamento utilizado. Observou-se que ndo houve diferencas no
nivel de leptina entre os pacientes que utilizavam ou ndo os medicamentos analisados
neste estudo.

A Figura 3 e Tabela 3 apresentaram os resultados da analise de equagao estrutural.
Notou-se que cada indicador da varidvel latente doenga periodontal apresentou carga
fatorial superior a 0.3 e P<0.001. Observou-que a varidvel idade apresentou efeito inverso
no LES e direto na condicao periodontal. O LES apresentou efeito inverso na condi¢ao
periodontal. Sobre efeitos diretos na leptina salivar, principal objetivo desta anélise,
observou-se que apenas o LES apresentou efeito inverso e independente na leptina salivar
(Estimativa = -0.289; P = 0.023).

O modelo apresentou indices de ajuste satisfatérios exemplificados RMSEA de
0.004 (< 0.05 indica um bom ajuste); CFI de 0.938 (> 0.90 indica um bom ajuste), SRMR
de 0.036 (< 0.05 indica um bom ajuste) e apenas o TLI de 0.84, ligeiramente fora do

padrao recomendado (> 0.90 indica um bom ajuste) (Tabela 4).
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DISCUSSAO

A leptina tem sido relatada como importante biomarcador relacionado ao aumento
do efeito autoimune do LES (2). Nossos resultados mostraram uma diminui¢do
significativa no nivel de leptina salivar em individuos com LES em comparacdo a
individuos sem LES e ainda que o LES foi capaz de reduzir o nivel de leptina salivar
independente da presenca de fatores locais, como a doenga periodontal (DP).

A leptina é uma adipocitocina, secretada em maior quantidade pelo tecido
adiposo. Sendo assim, hd uma relacdo direta entre a gordura corporal e o nivel de leptina
circulante independente da presenca de outras doengas inflamatodrias (36,37). Apesar da
importancia do tecido adiposo na expressao de leptina circulante, no nosso estudo, o IMC
ndo teve correlacdo com o nivel de leptina salivar nos pacientes com LES, o que corrobora
com estudos que identficaram a alteracao da leptina em pacientes com LES, independente
de outros fatores como idade, sexo e IMC (1,21,38).

Recentemente, a leptina foi classificada como uma citocina por apresentar
semelhangas estruturais com a cadeia longa da familia de citocinas helicoidais, que inclui
IL-6, IL-11 e TNF-a (39,40). As interagdes entre leptina e citocinas sdo bidirecionais e
ambas se estimulam. A leptina estimula o sistema imunoldgico, aumentando a produgdo
de citocinas pré-inflamatorias e a fagocitose por macrofagos. Enquanto que as citocinas
pré-inflamatdrias aumentam a sintese e a liberacao de leptina, o que, por sua vez, ajuda a
perpetuar a alca da inflamacao cronica (40,41).

Sabe-se da ampla escala de medicamentos utilizados pelos pacientes com LES, e
uso excessivo de glicocorticoides para acdo anti-inflamatéria e imunossupressora em
pacientes com LES tem diversos efeitos colaterais, incluindo o aumento de peso, retencao
de liquido e ainda a¢do direta sobre a leptina circulante (17,37). Contudo, no nosso estudo
ndo foi observado a correlacdo dos medicamentos avaliados com o nivel da leptina
salivar.

O LES ¢é uma doencga cronica autoimune, de etiopatogenia ainda desconhecida
(42), enquanto que a DP é uma doenga multifatorial comum a cavidade bucal, relacionada
a interacdo entre as bactérias e as respostas imunes do hospedeiro (4,5). Apesar de
apresentarem etiologias diferentes, as duas doencas estdo intimamente correlacionadas
com a resposta imunoldgica e inflamatéria do hospedeiro, apresentando niveis alterados

de citocinas, o que pode justificar o carater destrutivo das duas doengas (43—45).
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Estudos tém demostrado aumento significativo do nivel de leptina no sangue de
pacientes com LES em relacdo a pacientes sem LES, principalmente naqueles com
moderada a alta atividade da doencga (1,2,15). Assim como em pacientes com LES, a
literatura mostra um aumento significativo da leptina sérica em pacientes com DP (12,14).
Tem sido demonstrado que o controle do nivel de leptina € capaz de controlar o carater
destrutivo das duas doencgas (2,12,41).

No nosso estudo, observou-se que o nivel de leptina salivar se encontrou reduzida
nos pacientes lipicos quando comparado aos pacientes com sadde sistémica, e ainda uma
relacdo negativa, estatisticamente significante, entre a doenga autoimune e o nivel de
leptina salivar, apresentado no Modelo de Equagdes Estruturais (MEE). Na andlise de
correlacdo, os parametros periodontias ndo foram correlacionados com a leptina salivar,
assim como no MEE a doenca periodontal ndo foi relacionada ao marcador salivar
avaliado. Tais resultados indicam que o LES € capaz de alterar o nivel de leptina salivar,
se sobrepondo a fatores locais que possam contribuir para a alteracdo da leptina em nivel
salivar.

Nosso estudo se contrapde a literatura ao mostrar que nao ha uma diferenca
estatisticamente significava entre o nivel de leptina salivar em individuos com ou sem
doenca periodontal. Na revisdo sistemética e meta-andlise desenvolvida por Zhu et. al.
(2017), foi demonstrado o aumento significativo da leptina sérica em pacientes com
doenca periodontal, contudo apds terapia periodontal, ndo foi observada a redugdo da
leptina no sangue (12), o que pode sugerir que podem haver fatores sistemicos capazes
de alterar o nivel de leptina que se sobrepdem a doenca bucal.

O motivo para a redu¢@o do nivel de leptina salivar neste grupo autoimune, quando
se observa o aumento na leptina sérica, ainda nao foi elucidado. No estudo desenvolvido
por Johnson RB (2001) foi especulado que, durante a inflamagdo, a concentracdo de
leptina salivar € diminuida como resultado da expansdo da rede vascular causada pelo
fator de crescimento endotelial vascular, podendo aumentar a taxa liquida de remogao de
leptina dos tecidos gengivais e elevando os niveis de leptina sérica(46).

Outra justificativa pode ser baseada no fato da leptina se apresentar de forma
diferente em diferentes partes do corpo, como demonstrado por Schapher et. al. (2009),
que indicou que a leptina é secretada nas glandulas salivares como oligdmeros (unidades
finitas de mondmeros unidas em cadeias), ndo sendo observado a quebra destas ligacoes

em diferentes condi¢Oes de desnaturagdo (22), enquanto que secretada como dimero no
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trato gastrointestinal (47), apresentando portanto maior nimero de moléculas no resto do
corpo quando comparado a boca.

Apesar do resultado significativo e demonstrado em duas formas diferentes de
andlise estatistica, nosso estudo vai de encontro ao estudo de Stanescu et. al. (2018), que
tinha por objetivo avaliar o potencial de marcadores salivares com relevancia para a
inflamacdo associada ao LES, incluindo a leptina, e que ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre a leptina salivar dos pacientes do grupo caso e controle,
ainda que o nivel de leptina salivar tenha sido menor nos pacientes com LES (6). A
diferencga entre os resultados pode ser justificada pela amostra da populagdo, ja que o
estudo referenciado avaliou 24 pacientes com LES e apenas 5 participantes do grupo
controle, enquanto que nosso estudo comparou 38 participantes com LES e 29 sem LES
e ainda o MEE nos permitiu avaliar os efeitos diretos e indiretos das varidveis sobre o
desfecho.

Além da reducdo do nivel de leptina em pacientes com LES, os dados do nosso
estudo mostraram que a concentracdo salivar de leptina apresentou correlagdo negativa
com creatinina, clearance de creatinina e leucocito. A creatinina e a clearance creatinina
sdo taxas que se encontram frequentemente alteradas em pacientes com LES (19,48) e
sdo utilizados para avaliar o dano renal, no qual o comprometimento do 6rgdo é
responsavel pelo aumento de morbidade e mortalidade da doencga (37,21).

Assim como doenga renal, os pacientes com LES também tem maior
suscetibilidade de desenvolver doengas cardiacas. O colesterol € um importante indicador
de risco para a aterosclerose e, pacientes com LES tem a doenca acelerada (21). A leptina
tem sido associada com o aumento tanto do risco de desenvolvimento da aterosclerose,
como com o aumento do colesterol (21,38,50), o que esta de acordo com nosso estudo,
em que foi observado uma correlagdo positiva significativa entre o colesterol e a leptina.

Ja em relacdo ao nivel de triglicérides, nosso estudo demonstrou uma correlacao
negativa entre a leptina salivar e o marcador sérico, o que vai de encontro a estudos que
avaliam a correlacdo da leptina sérica e o TG na doenga cardiaca (21,51). Contudo, outros
estudos mostram que o aumento de leptina € capaz de reduzir a formacdo de TG em
tecidos especificos como no pancreas, figado e musculo esquelético (52,53).

Por se tratar de um estudo transversal, nosso estudo teve a limita¢do dos dados
terem sido coletados em um mesmo momento ndo podendo ser avaliado o grau de
atividade do LES e ainda, por terem sido excluidos do grupo de pacientes sem LES todos

os individuos que possuiam qualquer alteracdo sist€émica que pudesse comprometer a
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comparagao entre 0s grupos, o que colaborou para uma reduc¢do da amostra no grupo de
pacientes com saude sistémica.

Como pontos fortes deste estudo, destaca-se a selecdo aleatorizada da amostra que
proveio do hospital de referéncia no tratamento de pessoas com LES do estado do
Maranhao, eliminando possivel viés na selecdo dos participantes. Além disso, a utiliza¢do
da MEE nos possibilitou em uma tnica anélise, avaliar diferentes caminhos explicativos
para a associacdo entre o LES e o nivel da leptina salivar.

Assim, conclui-se que o LES € capaz de reduzir o nivel de leptina salivar
independente da expressao da doenga periodontal. Além disso, nosso estudo contribui
para o conhecimento ao mostrar que a leptina se apresenta como um promissor marcador

da doenga autoimune e de alteragcdes séricas associadas ao LES.

CONCLUSAO

O nivel de leptina salivar estd reduzido em pacientes com Lipus Eritematoso
Sistémico em relacdo a pacientes sistemicamente sauddveis, e esta redu¢do ndo esta
associada a presenca de doenca periodontal. Além disso, com base nos resultados
apresentados, aponta-se a leptina como um promissor marcador salivar, de baixo custo e
facilidade de obtengdo em pacientes com LES, além da possibilidade de correlagdo de

seus niveis com importantes parametros séricos de pacientes com a doencga.

Agradecimento: A Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo bolsa fornecida durante o desenvolvimento (nimero do processo:
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TABELAS E FIGURAS

S

Figura 1. Modelo teérico do estudo (desfecho: alteragdo da LEPTIN). LEPTIN, leptina salivar; AGE,
Idade; LES, Lipus Eritematoso Sistémico. PERIO, doenca periodontal (varidvel latente); pd (média da
profundidade de sondagem), cal (média de nivel de inserg¢@o clinica) e bop (indice de sangramento
gengival).
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Figura 2. Anélise comparativa do nivel salivar de leptina entre pacientes com Lupus Eritematoso

Sistémico (LES) e sem LES.
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Tabela 1. Correlagdo entre os niveis salivares de leptina com a concentragdo dos pardmetros séricos e

periodontais em pacientes com LES.

Leptina
Variaveis
Rs p-value
Parametros séricos
Colesterol Total 0,434 0,016*
Triglicérides -0,534 0,003*
Glicemia -0,298 0,122
Creatinina -0,331 0,048*
Clearance de creatinina -0,445 0,025%
Ureia -0,324 0,065
TGO 0,167 0,322
TGP 0,002 0,989
Leucocito -0,331 0,041*
Hemoglobina -0,047 0,789
Plaqueta -0,223 0,176
Pariametros periodontais
BOP 0,121 0,465
PD 0,069 0,680
CAL 0,009 0,950

Rs, coeficiente de correlacdo de Spearman; TGO, transaminase glutamico
oxalacética; TGP, transaminase glutdmico pirdvica; BOP, indice de
sangramento gengival; PD, profundidade de sondagem; CAL, nivel de
insercdo clinica.

* Correlagdo estatisticamente significante.
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Tabela 2. Andlise comparativa dos niveis de leptina salivar e uso de firmacos em pacientes com LES.

coo . Leptina
Varidveis n (%) Média + dp p-valor
Acido Félico
Nio 32 (84,2) 87,3+24.8 0,078
Sim 6 (15,8) 70,7£17,8
Azatioprina
Nio 21 (55,3) 90,5+24.9 0,101
Sim 17 (44,7) 77,5223
Pulsoterapia
Nio 33 (86,8) 86,4+23,9 0,377
Sim 5(13,2) 73,5273
Prednisolona
Nio 8 (21,1) 95,4+17,4 0,098
Sim 30 (78,9) 81,8+25.4
Reuquinol
Nio 19 (50,0) 85,2+26,5 0,897
Sim 19 (50,0) 84,2422 6
Hidroclotiazida
Nio 33 (86,8) 86,5+25,6 0,261
Sim 5(13,2) 72,9477
Losartana
Nio 28 (73,7) 87,1£22,7 0,384
Sim 10 (26,3) 78,1287
Omeprazol
Nio 31 (81,6) 81,7234 0,165
Sim 7 (18,4) 97,9+26,1
Hidroxicloroquina
Nio 29 (76,3) 85,8227 0,675
Sim 9 (23,7) 81,1+30,3

n — frequéncia absoluta; (%) frequéncia relativa; dp — desvio padréo
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Figura 3. Modelo tedrico do estudo testado por meio da Modelagem de Equacdes Estruturais (desfecho:
alteracdo da LEPTIN). LEPTIN, leptina salivar; AGE, Idade; LES, Lipus Eritematoso Sistémico. PERIO,
doenca periodontal (varidvel latente); pd (média da profundidade de sondagem), cal (média do nivel de
insercdo clinica) e bop (indice de sangramento gengival).



Tabela 3. Carga fatorial das relagcdes no modelo tedrico proposto.
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Estimativa
padronizada Erro padrao P valor

Latente condig@o periodontal (perio)

Profundidade de sondagem (pd) 0,966 0,018 <0,001*

Nivel de inser¢do clinico (cal) 0,926 0,024 <0,001*

Indice de sangramento gengival (bop) 0,881 0,031 <0,001*
Efeito sobre LES (les)

Idade (age) -0,288 0,112 0,010*
Efeito sobre condi¢do periodontal (perio)

Idade (age) 0,403 0,098 <0,001*

LES (les) -0,404 0,096 <0,001*
Efeito sobre leptina salivar (leptin)

Condig¢ao periodontal (perio) 0,262 0,148 0,077

Idade (age) -0,222 0,129 0,085

LES (les) -0,289 0,127 0,023*

*Efeito estatisticamente significante (P valor < 0,05). Medidas de ajuste do modelo



Tabela 4. Indices de ajuste do modelo utilizado no estudo.

indices Modelo

x2 21,882

Grau de liberdade 6

Valor de p 0,001
RMSE

I1C90% 0.114- 0.291

Valor de p 0,004
CFI 0,938
TLI 0,846
WRMR 0,036

CFI: indice de ajustamento comparativo; IC90%: intervalo de 90% de confianga;
RMSE: raiz do erro quadratico médio de aproximagao; TLI: indice Tucker-Lewis;
SRMR: raiz do residuo quadratico médio ponderado.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O ldpus eritematoso sist€émico ¢ uma doenga cronica autoimune que apesar de
rara, vem sendo observado um aumento na prevaléncia de casos. Tal aumento pode ser
justificado pela maior sensibilidade de testes e melhoramento dos critérios de diagndstico
da doenca, em que se deve levar em consideracdo critérios clinicos e imunolégicos.

Sendo o LES uma doenca caracterizada pela desregulacdo do sistema de defesa
do organismo, é de suma importancia a avaliacdo dos marcadores inflamatérios e
imunoldgicos presentes na doenga. Diante disso, a leptina se apresenta como uma citocina
pro-inflamatoria importante para a perpetuacao da doenca, sendo seu alto nivel no sangue
correlacionado com o aumento do papel destrutivo da doenca e maior atividade da
mesma.

Tendo a saliva emergido como um potencial fluido de diagndstico, com vantagens
que vao além do baixo custo e facilidade de coleta, no capitulo I analisou-se os niveis
salivares de leptina em pacientes com LES e correlacionou-se sua concentracdo com o0s
parametros séricos dos pacientes com a doenca e ainda com parametros da doenca
periodontal. Os resultados do nosso estudo mostraram uma redu¢do da concentragdo de
leptina salivar em pacientes com LES independente da presenca de doenca periodontal e
ainda foi demostrado uma correlacdo positiva significativa com o nivel de colesterol e
negativa com triglicérides, creatinina, clearance creatinina e leucdcitos.

Estes achados demonstram a capacidade de alteracdo do nivel de leptina salivar
pela presenca do LES e ainda sua importancia na avaliacdo de pardmetros séricos comuns
a doenca autoimune. Sendo indicado, inclusive, correlagdo com importantes marcadores
da fun¢do renal, doenca comum aos pacientes com LES, responsavel pela elevacdao do
indice de morbidade e mortalidade da doenca e ainda marcadores de risco de doenca

cardiaca.
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APENDICE 1- Termo de Compromisso Livre e Esclarecido

Voceé estd sendo convidado(a) a participar, como voluntario(a) da pesquisa sobre:

“EXPRESSAO DE TOLL LIKE 2 E 4 EM PACIWNTES COM LUPUS
ERITEMATOSO SISTEMICO E DOENCA PERIODONTAL”

Caso voce concorde em participar, favor assinar ao final do documento. Sua participacao
ndo é obrigatdria, e, a qualquer momento, vocé poderd desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador(a) ou penalizac@o e sem prejuizo ao seu cuidado.

Voceé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e endereco do pesquisador(a)
principal, podendo tirar dividas do projeto e de sua participagdo antes e durante a
pesquisa.

Justificativa da pesquisa: Devido a grande prevaléncia (ocorréncia) de doenca periodontal
(inflamacdo da gengiva) em pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico (LES), pode
haver associacdo entre a condi¢do da gengiva e o agravamento do LES. Portanto o
conhecimento e controle das doencas bucais nessa populacdo podem auxiliar durante o
tratamento da doenga LES.

Objetivo da pesquisa: Avaliar se hé relacio entre a presencga dos receptores imunolégicos
Toll Like 2 e 4 e o grau da inflamacdo na gengiva e o agravamento do LES.

Procedimentos: O Sr. (Sra.) responderd a um questiondrio, serd examinado por um
cirurgido-dentista para verificar as condi¢des de sua gengiva e serd coletada amostra de
sua saliva.

Selecao da amostra: Para a realizacdo desse trabalho serdo sorteados 60 pacientes que
estdo sob tratamento do LES no setor de Reumatologia do Hospital Presidente Dutra
(HUUFMA) e 60 pacientes atendidos nas Clinicas do Curso de Odontologia da
Universidade Federal do Maranhdo.

Desconfortos, riscos possiveis: Os riscos, no que diz respeito ao exame clinico serdao
inerentes ao manuseio incorreto do instrumental que pode levar a traumas teciduais
indevidos (iatrogenia), para minimizar estes riscos serd utilizado profissional habilitado
para realizacdo do exame periodontal e utilizacdo de equipamentos de protecao (6culos
de protecdo) para o paciente e luva, gorro, 6culos e jaleco para o profissional. Caso ocorra
qualquer dano em decorréncia do manuseio incorreto do instrumental, o paciente serd
imediatamente atendido por profissional capacitado para reparacdo, onde serdo tomadas
as medidas imediatas e mediatas que se fizerem necessarias, com tratamento completo da
lesdo causada e oferta dos medicamentos necessdrios para o tratamento. Em relacdo a
coleta de saliva para realizacdo do teste Elisa, ndo se observa riscos inerentes ao
procedimento. Informamos, portanto que assumiremos de forma integral a
responsabilidade de dar assisténcia integral as complicagdes e danos decorrentes dos
riScos previstos.

Beneficios: Todos os pacientes com doenca periodontal serdo tratados através de
procedimentos de raspagem corono-radicular supragengival e subgengival. A doenca
periodontal embora tenha tratamento, ainda ndo pode ser curada em definitivo, dessa
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forma apds o tratamento, retornos periddicos ao longo da vida, ainda precisam ser feitos,
com visitas ao dentista pelo menos de 6 em 6 meses. O tratamento da fase atual da doenca
serd realizado, mas ndo nos responsabilizamos pelo tratamento de novos surtos, dessa
forma serd realizada a orientacdo em higiene bucal para minimizar a ocorréncia de novos
episddios da doenca, sobre os quais ndo teremos responsabilidade de tratamento. Espera-
se que os resultados da pesquisa possam contribuir para um maior conhecimento sobre os
mecanismos imunes relacionados as duas doencas, desencadeados pelos TLRs, dessa
forma, permitird o desenvolvimento do tratamento de ambas as doencas, com medidas
curativas e preventivas baseadas na resposta autoimune.

Plano de divulgacdo dos resultados e garantia do sigilo: Conhecendo as normas que
regulamentam os aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos (Resolugdo
196/96-CNS) e em respeito aos voluntarios desta pesquisa, todo e qualquer resultado,
favoravel ou ndo, s6 serd tornado publico apds a aceitacio do voluntério. Caso isto ocorra,
os resultados serdo utilizados na elaboracdo de trabalhos cientificos, jornadas e
congressos e publicacdes em revistas e periddicos odontolégicos, sendo garantido o sigilo
que assegura a privacidade do paciente, quanto aos dados confidenciais envolvidos na
pesquisa.

Sao Luis, de 2014

Ciente e de acordo:

Consuelo Penha Castro Marques Bruno Braga Benatti

Doutoranda em Odontologia -PPGO-UFMA Prof. Dr. - PPGO-UFMA (orientador)

Pesquisador responsével: Prof. Dr. Bruno Braga Benatti Endereco: Departamento de
Odontologia II — Campus do Bacanga - Sao Luis -MA Telefone: (98) 2109-8575

Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Universitario UFMA (HUUFMA) Prof. Jodo
In4cio Lima de Souza — Coordenador Rua Bardo de Itapary, 227 — Centro Telefone:
21091250



APENDICE 2- Ficha de Coleta de Dados

Nome:
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Grupo: Numero:

Endereco:

Telefone:

Data de Nascimento: / /

Estado civil: Escolaridade:

Etilismo: ( )sim ( )ndo ( )ex-fumante anos
Fumante: ( )sim ( )ndo ( )exfumante anos

Renda: SM

TEMPO de diagnostico da DP/ ultimo

TEMPO de diagnostico do LES/ ultimo

Outros casos na familia de doenca periodontal:

tratamento:

tratamento:

Outros casos na familia de

Co-morbidades:

Medicamentos em uso:

LES:

Limitagdes

Peso: Kg Altura:
Doencga Renal anterior: () sim ( )ndo
Diabetes: ( )sim ( )nao Tipo:
Transplante renal: ( )sim ( )ndo Tempo: _ anos __ meses
Hipertensdo: ( )sim ( )nao

Cardiopatia: ( ) sim ( ) ndo

Glomerulonefrites: () sim ( )ndo

Lipus ( )sim ( )nao Tipo:

Tempo em que realiza o tratamento:

funcionais:
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Dados Laboratoriais:

Pulsoterapia: ( )sim( )ndo Dose:

Data: / /

Higiene oral: Escovagdo () aodia Apdsrefeicdes: ( )sim ( )ndo  Fiodental () ao

dia  Apos refeigdes: ( )sim ( )ndo
)sim ( )ndo

Antisséptico oral ( )ao dia Apds refeigdes: (
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ANEXO 1 — Parecer do Comité Etico em Pesquisa

ot Ma HOSPITAL UNIVERSITARIO DA

ﬁ A UNWERSIDAQEFEDERALDDW
Nl MARANHAQ/HU/UFMA

= et £ T

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS DO PROJETO DE PESGQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAO DE TOLL LIKE 2 E 4 EM PACIENTES COM LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO E DOENGA PERICDONTAL.

Pesquisador: Bruno Braga Benatti

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 22437713.6.0000.5083

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario da Universidade Faderal do MaranhaaHUMUFRMA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADCS DO PARECER

Numero do Parecer: 450,382
Data da Relatoria: 28/11/2013

Apresentagao do Projeto:

& doenga periodontal & uma deengs infecciosa. que desencadeia processos de desequilibrio
imunolégico,com liberapdo de medisgdores inflamatdrios. O Lipus Eritematoso Sistémico (LES). por sua vez,
& uma doenga rara inflamatonia cronica, auto- imune de eticlogia desconhecida.gue afeta diversos drgdos e
sistemes do corpo, carscterizada por uma hiperatividade imunclégica. Assim como as doengas
pericdontais,o LES aprasenta uma resposta inflamatone exacerbada, gue pode estar ligada as alteragdes
teciduais que se observam em ambas as doengas. Compreende-se que os componentes do sistema imune
s&c importantes para o desenvolviments de respostas efetivas frente a antigenos bacteriancs, e denfre eles
os receptores Toll Like parecem ter importante papel no reconhecimeants de antigencs em ambas as
doangas, principalments os Toll Like 2 & 4. cuja sgéo pode ser responsavel por ests associagdo. Assim, o
presente estudo tem como cbjetivo Avaliar 8 express8o dos receptores Toll Like 2 e 4 na saliva de pacientes
com Ldpus Eritematoso Sistémico (LES) e doenge periodontal. E um estudo analitico observacional
quantitativa, tipo caso-contrele. Serd utilizada infra-estrutura ja disponivel para atendimento edontolégico de
pacientes, do Programa de Pos Greduscdo em Odontologia da UFMA, para os pacientes sem LES; e para
os pacientes com Lupus Ertematoso Sistémico, sera utilizada 8 infra-estrutura dos consultérios, clinicas e
hespitais que atendem os pacientes com LES, da rede plblica & privada de salde, em S&o
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Coriinuaglo do Farecar. £50.888

Luis do Maranh&o. A amostra seré pareada com varidveis independentes. Serdo incluidos no estudo
pacientes com Lipus Eritematoso Sistémico stendidos e pacientas sem Lipus Ertematosc sistémico. Serso
incluidos pacientes gque tenham no minimo 13 ancs de idade; de ambos os sexos & que tenham pelo menos
18 dentes. Serfio excuidos da amastra, pacientes menores de 18 anos; fumantes; gque estejam parficipando
de slgumsa outra pesquisa experimental qua envolva medicamentos: que tenham malignidade; doencas
infecciosas clinicamente evidentes; hospitalizago ou cirurgia ha pelo menos 3meses: que tfenham menes de
19 dantes; gestantes; lactantes ou gue estejam em uso de antibicticos nos Wtimes 8 meses A coleta de
dados sera composta das seguintes efapas: entrevista e colets de dados meédicos. coleta de zaliva;
sveliagdo da condigio periodontal @ analise |aborstorial da ssliva através de ensaio imunoenzimatico
{ELISA). Os dados ser8o submetidos as analises estatisticas, quando cbservada normalidade, ufilizaremaos
Anglise de Varidncia (ANOVA) seguids pelo teste de Tukey, em de anormalidade da amosira sers
utilizado o Teste de Kruskall-Wallis, seguido do Teste Dunn. Serdo consideradas diferencas estatistcaments
significafivas para p-valor 0,05 Financiamento propria.

DObjetivo da Pesquisa:

Objetivo Primdaric:

Avaliar a axpressdo dos receptores Toll Like 2 e 4 na saliva de pacientes com Lipus Eritematoso
Sistémice(LES) e doenga periodontal.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O pesguisador informa os seguintes ricas-Os riscos para 0s grupos, no gue diz respeito a0 exame dinico
serao inerentes ao manuseic incorreto do instrumental que pode levar a traumas teciduais indevidos
(iafrogenia). Em relacdo & colets de sslive para realizagSo do teste Elisa, ndo se observa riscos inerentes a0
procediments. Quanto acs beneficios, o pesguisador informa gue os resultados da pesquisa iré contribuir
para um maior conhecimento sobre 05 mecanismos imunes relacionados 8s duas doencas, desencadesdos
pelos TLRs, dessa forma, permitird o desenvolimento do tratamento de ambas as doencas, com medisdas
curafivas & preventivas baseadss na resposta autoimune, inclusive podera fundamentar 8 pesguiza de
vacinas para a doenga pericdontal.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesguisa:

O pesquisa apresenta uma grande relevancia pois o crescimento do numero de doentes autoimunes no pais
e embora muitas pesguisas relstem associscdo entre doenca pericdontal & sumento dos niveis dos
receptores Toll Like 2 e 4, bem como aumento destes receptores também no LES, nenhum estudo foi

reglizado para analizar & expressgo destes receptores imunolagicos em
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Canlinuagsa do Parecer: 460 S84

pacientes com LES e DP. Dessa forma avaliar a associacdo entre a expressdo dos TRLS 2 e 4 em
pacientes com LES e DP, na cidade de Sao Luis/Ma, ira contribuir para se identificar marcadores biologicos
para acompanhamento destas doencas.

Consideragtes sobre oz Termos de apresentagio obrigatdria:

0 protocolo cumpre com as exigéneias da Resolucdo CMS/MS n® 466/12 em relacdo aos "Termos de
apresentacio obrigatona™ folha de rosto projeto de pesquisa, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), orcamento e curriculo do pesquisador responsavel e demais pesquisadores.

Recomendagbes:

Mao ha.

Conclugbes ou Pendéncias e Lista de Inadequages:

0 pesquisador atendeu a todas as pendéncias apresentadas no PARECER M® 446 957 de 011172013,

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

0 PROJETO atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo CNSMS n® 466/12 e suas complementares,
sendo considerado APROVADO.

Eventuais modificactes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatorios parcial e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente no final da coleta de dados e ao
términe do estudo,

SAO LUIS, 19 de Novembro de 2013

Agsinador por:
Dorlene Maria Cardogo de Agquino
(Coordenador)
Enderego: Rua Bardo de Itapary n® 227
Bairro: CENTRO CEP: &5.020-070

UF: MA Municipio: SAQ LUIS
Telefone: [98)2109-1250 Fax: (98)2109-1223 E-mail: cep@huufma.br
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ANEXO 2 - Normas do Periédico The Journal of Rheumatology
THE JOURNAL OF RHEUMATOLOGY

The Journal of Rheumatology is a monthly, peer review serial founded in 1974 and edited by Earl
D. Silverman. The Journal publishes original clinical research articles, metaanalyses, systematic
reviews, editorials, historical vignettes, case reports, medical educational papers, and letters.
Topics include rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, psoriatic arthritis, osteoarthritis, and
other rheumatic and musculoskeletal diseases. The Journal of Rheumatology is owned by the
Canadian Rheumatology Association, a non-profit organization and the national professional
association for Canadian rheumatologists.

ONLINE MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscripts and all other editorial communications addressed to the Editor of The Journal of
Rheumatology should be submitted through our online submission system, available at the
ScholarOne  Manuscripts website. To submit a new manuscript, log in to
mc.manuscriptcentral.com/jrheum with an existing account. If you are submitting for the first
time, create a new account. Follow all online instructions. At the end of a successful submission,
a confirmation screen with the manuscript number will appear and you will receive an e-mail
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Line art (charts, diagrams, etc.). Avoid the use of solid and shaded backgrounds, and fill effects.
To aid in clear interpretation of figures, ensure that patterns are clearly distinguished from each
other. Our preferred file format for line art is TIFF at 1200 pixels/inch at 42 picas/7 in/17 cm. If
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Data Supplements. Original and substantial research material exceeding one printed page that
would otherwise be presented in an appendix may be included in the submission as a data
supplement. Intended for onlineonly publication, data supplements contain supplementary
information not essential to the understanding of the conclusions of the paper, such as more
detailed methods, extended datasets/analysis, or additional figures. Supplementary tables and
figures should be noted in the manuscript in numerical order. A flat fee of $150 to process online-
only data supplements will apply.
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