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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES), doenga crénica do tecido conjuntivo que pode
apresentar manifestagdes bucais, possui em sua etiopatogenia fatores ambientais,
genéticos, hormonais e infecciosos. O LES é caracterizado pelo descontrole da
imunorregulacao e consequente lesdo de 6rgaos-alvo. A periodontite cronica (PC) é
uma infecgdo bacteriana cronica dos tecidos de sustentacdo dos dentes que
desencadeia, em pacientes suscetiveis, uma seérie de processos imuno-inflamatérios
dependentes da interagdo hospedeiro-agente infeccioso. Esses processos culminam
na destruicdo dos tecidos afetados e na perda da insercdo dentaria e do osso
alveolar. O sistema imunologico tem importante participacdo no desenvolvimento da
PC e do LES. Ambas as doencas s&o caracterizadas por niveis alterados de
citocinas que favorecem a destruicdo dos tecidos periodontais na PC, assim como a
deposicdo de macrocomplexos e destruigdo dos tecidos conjuntivos no LES. O
presente estudo, de desenho transversal, teve como objetivo analisar a producéo de
citocinas salivares nos pacientes com LES e sua relagcdo com a presenca de PC.
Parametros clinicos e salivares de inflamacédo e dano periodontal foram associados
aos indices de atividade (Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index
2000, SLEDAI-2K) e dano (Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index, SDI) do LES e a outros
indicadores como niveis de proteina C reativa e dose acumulada de corticoide. A
amostra foi composta por 70 pacientes com LES, em tratamento no Ambulatério de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, e
70 individuos sem LES (controles). Os dois grupos foram emparelhados por idade,
género, cor, nivel de instru¢cdo e renda mensal. Todos os individuos foram
classificados quanto a presenga ou auséncia de PC. As concentracdes salivares de
interleucina-33 (IL-33), metaloproteinase de matriz 2/inibidor tecidual de
metaloproteinase 2 (MMP2/TIMP2), receptor ativador do fator nuclear kappa B
(RANK) e osteoprotegerina (OPG) foram medidas por Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), enquanto as concentragdes de interleucina-2 (IL-2),
interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-4 (IL-4),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10) e interleucina-17A (IL-17A) foram
determinadas por Cytometric Bead Array (CBA). Os niveis salivares de IL-6 e IL-17A
foram mais elevados nos pacientes com LES e PC em relacdo aos individuos
controles com PC. Os niveis de IL-6, IL-17A e IL-33 estavam aumentados nos
individuos com LES e PC quando comparados com os pacientes com LES sem PC.
Na analise bivariada, o tempo de duragdo do LES se correlacionou com
profundidade de sondagem (PS), nivel ou perda de insercdo (CAL), sitios
concomitantes (SC) e dentes perdidos. A dose acumulada de corticoides
correlacionou-se com PS e SC, enquanto o dano provocado pelo LES correlacionou-
se com a CAL e dentes perdidos. O modelo multivariado indicou associagao entre
dose acumulada de corticoide e dano periodontal e entre concentragao salivar de IL-
33 e atividade do LES. Os resultados sugerem que tratamentos de longo prazo com
corticoides podem contribuir para a destruicido periodontal em pacientes com LES.
Além disso, niveis salivares aumentados de IL-6, IL-17A e IL-33 em pacientes com
LES e PC indicam uma possivel amplificacdo das vias pro-inflamatérias nesse grupo
de pacientes.

Palavras-chave: Lupus eritematoso sistémico. Periodontite crénica. Citocinas.
Saliva.



ABSTRACT

Analysis of cytokines in the saliva of individuals with systemic lupus
erythematosus and chronic periodontitis

Systemic lupus erythematosus (SLE), a chronic connective tissue disease that may
present with oral manifestations, has environmental, genetic, hormonal and infectious
factors in its etiopathogesis. It is characterized by the lack of control of
immunoregulation and consequently target organ damage. Chronic periodontitis (CP)
is a chronic bacterial infection of the tooth-supporting tissues that triggers, in
susceptible patients, a series of immunological processes dependent on the host-
infectious agent interaction. These processes culminate in the destruction of affected
tissues, clinical attachment loss and alveolar bone. The immune system has an
important role in the development of CP and SLE. Altered cytokines levels
characterize both diseases and contributes to periodontal tissue damage in CP and
to macrocomplexes deposition with connective tissue destruction in SLE. The aim of
this cross-sectional study was to analyze the production of salivary cytokines in SLE
patients and its relationship with CP. Clinical and salivary parameters of inflammation
and periodontal damage were associated with activity (Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2000, SLEDAI-2K) and damage (Systemic
Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology
Damage Index, SDI) indexes and to other indicators such as levels of C-reactive
protein and cumulative dose of corticoids. The sample comprised of 70 SLE patients
under in treatment at the Rheumatology Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas
of the Federal University of Minas Gerais, and 70 individuals without SLE (controls).
The two groups were paired by age, gender, color, educational level and monthly
income. All subjects were classified as without CP and with CP. Salivary
concentrations of interleukin 33 (IL-33), matrix metalloproteinase-2/tissue inhibitor of
metalloproteinase-2 (MMP2/TIMP2), receptor activator of nuclear factor kappa B
(RANK) and osteoprotegerin (OPG) were measured by Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA), while interleukin 2 (IL-2), Interferon gamma (IFN-y),
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin 4 (IL-4), interleukin 6 (IL-6),
interleukin 10 (IL-10) and interleukin 17A (IL-17A) concentrations were determined by
Cytometric Bead Array (CBA). IL-6 and IL-17A salivary levels were higher in SLE
patients with CP than controls with CP. IL-6, IL-17A and IL-33 were increased in SLE
individuals with CP when compared to SLE patients without CP. Bivariate analysis
revealed that SLE duration correlated with probing depth (PD), clinical attachment
loss (CAL), concomitant sites (CS) and missing teeth. Cumulative dose of corticoids
correlated with PD and CS, while SLE damage correlated with CAL and missing
teeth. The multivariate model indicated an association between cumulative dose of
corticoid and periodontal damage and between salivary concentration of IL-33 and
SLE activity. Our results suggest that the corticoids long-term therapy may contribute
to periodontal destruction in SLE. Moreover, the increased levels of IL-6, IL-17A and
IL-33 in saliva of SLE/CP subjects suggest possible pro-inflammatory pathways
amplification in this group of patients.

Keywords: Systemic lupus erythematosus. Chronic periodontitis. Cytokine. Saliva.
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1 INTRODUGAO

A periodontite engloba um grupo de alteragbes periodontais caracterizadas
pela inflamagéo gengival seguida por migragao apical do epitélio juncional, perda de
tecido conjuntivo e reabsorgado do osso alveolar. Sua etiologia inclui a participagéo
de bactérias periodontopatogénicas. A periodontite pode ser classificada em sete
grandes categorias: |) periodontite crénica, 1) periodontite agressiva, Ill) periodontite
como manifestacdo de doencgas sistémicas, IV) doengas periodontais necrozantes,
V) abcesso periodontal, VI) periodontite associada a lesbes endodédnticas e VII)
deformidades e condigdes desenvolvidas ou adquiridas (ARMITAGE, 1999).

A periodontite crénica (PC) € uma doencga inflamatoria de progressao lenta
causada pela infecgao bacteriana dos tecidos de suporte do dente com consequente
perda do tecido conjuntivo e reabsor¢do do osso alveolar (EKE et al., 2012). As
bactérias periodontopatogénicas, no entanto, ndo sao suficientes para determinar
seu inicio ou progressdo da PC. Os fatores bacterianos estimulam uma reagao
inflamatdria no periodonto e consequente ativacdo do sistema imune inato por meio
do reconhecimento dos componentes microbianos pelas células do hospedeiro
através dos receptores Toll-Like (TLR). A ativacdo dessas células provoca a
liberacdo de citocinas proé-inflamatérias e recrutamento de fagécitos e linfécitos. A
ativacdo dos linfécitos T e B desencadeia a resposta imune adquirida com as
respostas Th1, Th2, Th17 e Treg, além da producdo de anticorpos, respectivamente.
O desequilibrio entre as citocinas envolvidas na manutengao e reabsorcéo do tecido
0sseo tem grande relevancia na patogénese da periodontite, visto que a destruicao
dos tecidos periodontais € considerada uma consequéncia da resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro frente ao desafio bacteriano (DI BENEDETTO et
al., 2013).

O lupus eritematoso sistémico (LES) € uma doenga crbnica do tecido
conjuntivo caracterizada pela produgdo de autoanticorpos, ativagdo do sistema
complemento, deposi¢gdo de imunocomplexos, envolvimento multissistémico e ampla
variedade de manifestagdes clinicas e laboratoriais que culminam na destruicdo de
tecidos e dano orgénico (ZHANG, M et al.,, 2014). A presenga de ulceras bucais
constitui um dos critérios para diagnéstico do LES definidos pelo American College
of Rheumatology (ACR) e validados pela Systemic Lupus International Collaborating
Clinics (SLICC) (PETRI et al., 2012).
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Apesar da etiologia do LES ndo ser bem compreendida, admite-se que
varios fatores podem contribuir para o seu desencadeamento, dentre eles destacam-
se os fatores genéticos, ambientais e hormonais (D’CRUZ; KHAMASHTA; HUGHES,
2007). Anormalidades na fungao ou liberagao de varias citocinas podem provocar o
desequilibrio entre diferentes subconjuntos de células imunitarias (Th1, Th2, Th17 e
Treg) interferindo fortemente na patogénese do LES. Essas citocinas podem exercer
efeitos  pro-inflamatoérios, anti-inflamatérios ou ambos, dependendo das
caracteristicas dos microambientes a que s&o expostas. Tais moléculas também
promovem a conexao entre os sistemas imune inato e adaptativo, estando
envolvidas em uma rede de resposta imune complexa (SU et al., 2012).

A PC e o LES possuem similaridades em sua patogénese uma vez que, em
ambas as doengas, mecanismos imunoinflamatérios similares s&o ativados e
provocam dano a prépria estrutura do hospedeiro, caracterizando uma resposta
autoimune. As citocinas desempenham importante papel na resposta imunoldgica e
estdo envolvidas no disturbio entre os processos de protecao e autodestruicido do
organismo presente nessas duas doengcas (DEMA; CHARLES, 2014; DI
BENEDETTO et al., 2013; KINANE; PRESHAW; LOOS, 2011; SU et al., 2012). E
altamente provavel que as citocinas passem a ser alvos na terapia imunoldgica de
transtornos autoimunes (AVRAMESCU et al., 2010), o que justifica a realizagéo de
pesquisas cientificas que objetivam conhecer o perfil destas moléculas nas diversas
enfermidades.

Partindo-se do conhecimento de que doengas sao reflexo do desequilibrio
fisiologico, sistémico, psicolégico e/ou social e que o organismo humano € composto
por 6rgaos e sistemas interligados, acredita-se que alteragbes sistémicas proprias
do LES possam impactar na gravidade e evolugdo da PC. Em contra partida, o
raciocinio inverso sugere que alteragbes locais do periodonto interfiram
sistemicamente na patogénese do LES, aumentando sua atividade e,
consequentemente, os danos associados a ele.

O tratamento do LES envolve a utilizagdo de medicamentos com acao anti-
inflamatdria e imunossupressora os quais diminuem a resposta imunoinflamataria,
evitando que o proprio organismo se auto destrua. Esses medicamentos podem, no
entanto, comprometer a vigilancia imunolégica do individuo, contribuindo para
disbiose da microbiota subgengival e consequente alteragcdo do padrdo de
destruigdo periodontal (CORREA et al., 2017; TAYLOR; PRESHAW, 2016).
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A saliva, assim como o soro e outros fluidos biolégicos, contém proteinas,
metabdlitos e produtos da microbiota que podem fornecer informagdes sobre
condigbes bucais e sistémicas (ZHANG, YONG et al., 2016). O seu processo de
coleta é simples, de baixo custo, ndo invasivo e ndo causa desconforto ao paciente.
Desta forma, a saliva configura-se como importante fonte de informagbes que
podem ser clinicamente relevantes para o entendimento de alteragdes periodontais,
sistémicas e da inter-relagao entre elas (PATIL, PRITIBASGAUDA,; PATIL, 2011).

O presente trabalho visa, portanto, aprofundar o estudo da relagao entre PC
e LES, mediante a avaliagdo da concentragao de citocinas na saliva deste grupo de

pacientes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Lapus Eritematoso Sistémico

O LES é uma doenca crénica do tecido conjuntivo de etiologia multifatorial. E
considerado um protétipo das doencas inflamatérias autoimunes e apresenta
envolvimento multissistémico, com ampla gama de manifestagcdes clinicas e
laboratoriais (ZHANG, M et al., 2014).

No Brasil, ainda ndo foram conduzidos estudos de prevaléncia do LES. No
entanto, dois estudos mediram sua incidéncia, sendo um na regido Nordeste
(VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003) e outro na regidao Sul (NAKASHIMA et al.,
2011). As incidéncias encontradas foram 8,7 e 4,8 casos/100.000 habitantes/ano,
respectivamente (NAKASHIMA et al., 2011; VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003). O
LES pode se manifestar em qualquer faixa etaria e acometer tanto homens quanto
mulheres, entretanto sua maior incidéncia esta entre individuos jovens do sexo
feminino. Em estudos brasileiros, a frequéncia do LES variou de 9,3-14 mulheres
para cada homem e a faixa etaria oscilou de 31,8-41,5 anos na data de seu
diagnoéstico (NAKASHIMA et al., 2011; VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003; ZHANG,
M et al., 2014).

A etiologia do LES n&o é bem conhecida, mas fatores de origem genética,
ambiental e hormonal podem contribuir para seu desencadeamento com
consequente perda do controle imunorregulatério e da tolerancia imunolégica do
individuo. Esta doenga € caracterizada pelo desenvolvimento de autoanticorpos e
complexos autoimunes; ativagdo do sistema do complemento e irregularidades do
sistema imunoldgico que permitem a persisténcia de linfocitos B e T patogénicos;
processamento de antigenos proprios pelas células apresentadoras de antigenos;
hiperativagédo de células B e T, além da faléncia das vias regulatérias, que deveriam
interromper todo o processo (TSOKOS, 2011).

O LES é uma doencga de natureza dindmica que pode acometer diversos
orgéos e sistemas de forma isolada ou simultédnea, o que dificulta o seu diagnostico.
No ano de 1971, foram desenvolvidos critérios de classificagdo para o LES, que
foram, posteriormente, revisados em 1982, 1997 e 2012. A presenga de no minimo
quatro critérios, dentre os critérios existentes, que incluam ao menos um clinico e

um imunoldégico, permite a classificagdo do paciente como portador do LES (Quadro
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1). A constatagdo de nefrite lupica, comprovada por biopsia com anticorpos
antinucleares ou anticorpos anti-dsDNA positivos também ¢é suficiente para definicdo
do diagnostico de LES (PETRI et al., 2012).

Quadro 1. Critérios para classificacdo do Lupus Eritematoso Sistémico, validados
pela SLICC.

CRITERIOS CLINICOS

1. Lupus cutaneo agudo: eritema malar, lupus bolhoso, variante necrolise
epidérmica toxica, eritema maculopapular, eritema fotossensivel na
auséncia de dermatomiosite ou lupus cutaneo subagudo.

2. Lupus cutaneo crénico: eritema discéide classico, lupus hipertréfico,
paniculite lupica, lupus de mucosa, lupus eritematoso tumidus, chillblains
lupus, sobreposicao lupus discoide e liquen plano.

3. Ulceras orais ou nasais.

4. Alopecia n&o cicatricial (rarefacdo difusa ou fragilidade capilar com
cabelos quebradicos).

5. Sinovite envolvendo 2 ou mais articulagdes, caracterizada por edema ou
dor articular em 2 ou mais articulagdes e rigidez matinal de pelo menos 30
minutos.

6. Serosite: pleurisia tipica por mais de 1 dia ou derrame pleural ou atrito
pleural; dor pericardica tipica por mais de 1 dia ou derrame pericardico ou
atrito pericardico ou pericardite pelo ECG.

7. Renal: razdo proteina/creatinina urinaria em amostra isolada ou proteinuria
de 24 horas, representando 0,5g/24h ou cilindros hematicos.

8. Neurologico: convulsdo, psicose, mononeurite multiplex, mielite,
neuropatia craniana ou periférica, estado confusional agudo.

9. Anemia hemolitica.

10. Leucopenia (<4000/mm3) ou linfopenia (<1000/mm3).

11. Trombocitopenia (<100000/mm3).

CRITERIOS IMUNOLOGICOS

Anticorpo antinucleo.

Anti-dsDNA.

Anti-Sm.

BN =

Anticorpo antifosfolipide positivo: anticoagulante lupico, resultado falso
positivo para reagina plasmatica rapida, anticardiolipina em niveis médios
ou altos (IgA, IgM ou IgG), teste positivo para anti2glicoproteina | (IgA,
IgM ou 1gG).

5. Complemento baixo: C3, C4 ou CH50.

6. Teste de Coombs direto positivo (na auséncia de anemia hemolitica)

Fonte: adaptado de PETRI et al., 2012.

Os pacientes com LES podem apresentar uma série de alteragcdes orofaciais
como ardéncia bucal, xerostomia, doengas das glandulas salivares, disturbios nas
articulagdes temporomandibulares, comprometimento periodontal, digeusia e lesbes
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de mucosa bucal (KHATIBI et al., 2012). A prevaléncia de lesbes de mucosa bucal
nesses pacientes varia entre 6,5% e 21% e os locais mais acometidos séo lingua,
mucosa jugal, labios e palato (UMBELINO JUNIOR et al., 2010), entretanto esse
dado é muito variavel na literatura (KHATIBI et al., 2012). Alteragbes bucais como
gengivite marginal e lesbes erosivas de mucosa foram identificadas em até 40% dos
individuos com LES, sendo que pacientes em estagio avangado da doenga podem
apresentar caracteristicas da sindrome de Sjogren (SSo) como boca, olhos e pele
secos (ALBILIA et al., 2007). A presenca de ulceras orais compdem a listagem de
critérios para o diagnostico do LES (Quadro 1). As ulceras, frequentemente
identificadas no palato duro durante a fase ativa da doenca, s&o assintomaticas e
regridem com a remissao do LES (CHIEWCHENGCHOL et al., 2015).

De acordo com um estudo de meta-analise, a prevaléncia de SSo em
pacientes com LES é de aproximadamente 17,8% e pode ser diagnosticada em um
periodo que varia de 0,33 a 10,8 anos apos o diagnostico de LES. Os pacientes com
LES-SSo parecem ter menor envolvimento de érgéos internos e progndstico clinico
mais favoravel. Em metade dos estudos considerados nessa revisao, a porcentagem
de pacientes com envolvimento oral, especialmente Ulceras orais, foi maior nos
pacientes com LES-SSo do que entre os pacientes com LES somente (YAO;
ALTMAN; WANG, 2012). Em casos de suspeita de envolvimento oral associado ao
LES, é preciso fazer o diagndstico diferencial com outras patologias como o liquen
plano oral e lesbes liquendides, eritema multiforme, pénfigo vulgar, penfigoide
mucoso, herpes simples, infec¢des fungicas e sifilis (FORTUNA; BRENNAN, 2013).

As caracteristicas microscopicas das lesbes de mucosa associadas ao LES
sdo muito semelhantes as do liquen plano. Um aspecto microscépico comum entre
essas lesdes € a inflamacao subepitelial em banda. No entanto, em pacientes com
LES, o infiltrado inflamatorio se aprofunda no tecido conjuntivo subjacente e mostra
um padrao perivascular. A zona da membrana basal das lesbes lupicas é,
frequentemente, PAS positiva. A imunofluorescéncia direta mostra deposicédo de
imunoglobulina e complemento ao longo da zona de membrana basal em um padrao
granular caracteristico das rea¢des de hipersensibilidade do tipo Il (ALBILIA et al.,
2007).

Os medicamentos de escolha para tratamento dos pacientes com LES sao
os corticoides, os antimalaricos, os imunossupressores e, mais recentemente, os

imunobiolégicos. Todas essas drogas estdo, frequentemente, relacionadas com
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efeitos colaterais potencialmente graves. Os corticoides associam-se a hipertensao
arterial sistémica, ao diabetes mellitus (DM), osteoporose e graves infecgbes
causadas por germes comuns ou atipicos, dentre outros comprometimentos. Os
imunossupressores e imunobioldgicos relacionam-se com maior frequéncia de
infeccdes e neoplasias. Os antimalaricos podem desencadear problemas de retina e
campo visual. Assim, o diagndstico preciso e precoce do LES é de fundamental
importancia para a correta abordagem terapéutica do paciente, visando redugao das
taxas de mortalidade e morbidade associadas a essa doenga, ao mesmo tempo em
que evita o tratamento desnecessario de lesdes ja estabelecidas e minimiza os
efeitos colaterais das medicagdes (TSOKOS, 2011).

A infeccdo por fungos é uma das muitas infecgbes oportunistas que
acometem pacientes com LES, sendo a candidiase a infecgdo fungica mais
frequente. Dentre os individuos com LES, aqueles com LES ativo, proteinuria,
contagem elevada de glébulos brancos, uso de prednisona, imunossupressores ou
antibidticos devem ter sua cavidade bucal monitorada com maior assiduidade, visto
que podem apresentar risco aumentado para candidiase oral (FANGTHAM,;
MAGDER; PETRI, 2014).

A avaliagéo de atividade do LES inclui a impresséao clinica do médico sobre
0 paciente associada ao uso de provas sorolégicas. Sdo empregados marcadores
inflamatorios inespecificos como a velocidade de hemossedimentagéo (VHS), a
proteina C reativa (PCR) e marcadores de atividade mais especificos para o LES,
que incluem anticorpos anti-dsDNA e a dosagem dos niveis séricos de
complemento. Pode-se ainda avaliar a atividade do LES através da dosagem de
algumas citocinas inflamatodrias, especialmente as interleucinas (IL): IL-6, IL-10 e IL-
16 (disponivel apenas em pesquisa) (LISNEVSKAIA; MURPHY; ISENBERG, 2014).

Com o objetivo de padronizar, em estudos cientificos, o processo que
determina o estagio de atividade do LES, foram criados indices que visam
quantificar a atividade do LES. No entanto, esses indices também tém sido,
frequentemente, utilizados na pratica clinica. Os indices mais empregados sdo o
British Isles Lupus Assessment Group (BILAG) index (ISENBERG et al., 2005;
SYMMONS et al., 1988), o European Consensus Lupus Activity Measurement
(ECLAM) (VITALI et al., 1992), o Systemic Lupus Activity Measure (SLAM) (BAE et
al., 2001; GRIFFITHS; MOSCA; GORDON, 2005; PETRI; HELLMANN;
HOCHBERG, 1992), o Lupus Activity Index (LAl) (GRIFFITHS; MOSCA; GORDON,
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2005; LIANG et al., 1989; PETRI; HELLMANN; HOCHBERG, 1992), o Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI) e algumas de suas variantes
como MEX-SLEDAI, SLEDAI-2K e SLEDAI-2K modificado (BOMBARDIER et al.,
1992; GLADMAN; IBANEZ; UROWITZ, 2002; URIBE et al., 2004).

O SLEDAI-2K (GLADMAN; IBANEZ; UROWITZ, 2002) é uma adaptacéo da
versdo original do SLEDAI (BOMBARDIER et al, 1992) que registra as
manifestagcbes do LES ocorridas nos dez dias anteriores a avaliagéo clinica. Ele
inclui 24 manifestacbes com pesos que variam de 1 a 8, totalizando um escore
maximo de 105 (ANEXO C). O SLEDAI-2K = 6 sugere alta atividade do LES (FURIE
et al., 2011). O SLEDAI-2K modificado é calculado omitindo-se as variaveis
imunolégicas do SLEDAI-2K (URIBE et al., 2004). Todos estes indices foram
validados e apresentam boa confiabilidade, validade, reprodutibilidade e
sensibilidade a mudangas (GRIFFITHS; MOSCA; GORDON, 2005; PETRI,
HELLMANN; HOCHBERG, 1992; URIBE et al., 2004).

O progndstico dos pacientes com LES melhorou em virtude dos avangos no
tratamento e identificagdo das formas mais leves da doenga. Verificou-se uma
diminuigdo da mortalidade precoce relacionada com a atividade da doenga ou com
seu tratamento, mas como consequéncia, houve a necessidade do desenvolvimento
de medidas de controle da morbidade gerada pelo LES, cuja redugdo tornou-se um
dos principais objetivos de seu tratamento (BARR et al., 1999).

A necessidade de também quantificar o dano permanente ocorrido nos
diversos orgaos e sistemas, em decorréncia da atividade do LES, do seu tratamento
ou da presenca de doencas concomitantes, levou o ACR e a SLICC a,
conjuntamente, elaborarem o Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index for Systemic Lupus
Erythematosus (SDI) (ANEXO C). Considera-se que houve dano associado ao LES
ou ao seu tratamento quando o agravo avaliado em cada item do SDI esta presente
por no minimo seis meses e causou injuria tecidual com prejuizo organico
permanente (GLADMAN et al., 1996; GRIFFITHS; MOSCA; GORDON, 2005) .



22

2.2 Periodontite Cronica

A PC é uma doenca inflamatoria de progressao lenta causada pela infec¢ao
bacteriana dos tecidos de suporte dos dentes. As bactérias gram-negativas
anaerdbicas estdo frequentemente envolvidas no inicio do processo quando,
juntamente com outras espécies, presentes no biofilme subgengival, estimulam uma
reacdao imunoinflamatéria que provoca a formagdo de bolsas periodontais com
destruigdo do ligamento periodontal e do osso alveolar (PAGE; EKE, 2007).

Na presenga de saude periodontal, ha um equilibrio dinamico entre
microrganismos comensais e bactérias patogénicas presentes na placa bacteriana,
protegendo-os contra uma eventual resposta de defesa do hospedeiro
(SOCRANSKY; SMITH; HAFFAJEE, 2002). Acredita-se que a placa bacteriana
supragengival funciona como um reservatorio de bactérias gram-negativas
periodontopatogénicas que, quando as defesas do hospedeiro sao transpostas,
migram para a regido subgengival e agridem as estruturas periodontais. A complexa
interacdo entre a microbiota bucal e o hospedeiro, portanto, exerce influéncia no
desenvolvimento de doengas periodontais e varios sdo os fatores que podem
interferir e modular a relacéo entre o desafio microbiano e a resposta do hospedeiro.
Classicamente, o diabetes, o fumo, a imunossupressao, alteragdes hormonais, o
stress, 0 uso de medicagoes, o alcoolismo e, mais recentemente, a predisposicao
genética sao reconhecidos como fatores que podem alterar a patogénese, a
expressdo e 0 manejo clinico das doengas periodontais, onde se incluem as
gengivites e periodontites (ALBANDAR; RAMS, 2002; BORRELL; PAPAPANOU,
2005). A atividade da PC e a velocidade da destruigdo tecidual sdo moduladas
através da producdo de citocinas e outros mediadores inflamatérios, incluindo
interleucinas, prostaglandinas e metaloproteinases (MMPs) (BERGLUNDH;
DONATI, 2005; BUDUNELI; KINANE, 2011).

Um estudo multicéntrico desenvolvido no Brasil indicou prevaléncia de 46%
para sangramento gengival e de 35% para presenga de bolsas periodontais rasa e
profunda entre os adultos de 35-44 anos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
Em outro estudo desenvolvido na regido sul do Brasil, a prevaléncia de PC variou de
18% a 72% entre adolescentes e adultos jovens (SUSIN et al., 2011).

O diagnostico clinico da PC utiliza como parametros a profundidade de

sondagem (PS), o nivel ou perda de insergdo clinica (CAL), a presenca de



23

sangramento a sondagem (SS), a ocorréncia de sitios concomitantes (SC), que
apresentam PS = 4 mm concomitantemente a ocorréncia de SS, além do padrédo e
extensdo da perda Ossea alveolar, visualizados radiograficamente (PAGE; EKE,
2007). A presengca de SS é avaliada durante 30 segundos apds a introdugao
cuidadosa da sonda periodontal milimetrada no sulco gengival até o limite de sua
base. A PS corresponde a distancia da margem gengival ao fundo do sulco gengival
ou bolsa periodontal. O CAL ¢ a distancia entre o limite amelo-cementario e o fundo
do sulco gengival ou bolsa periodontal (PAGE; EKE, 2007).

Os critérios usados para a definicdo da PC e a avaliagdo de sua gravidade
variam nos diferentes estudos. Eke e colaboradores (2012) propuseram uma
atualizagdo dos critérios de diagndstico para PC e dos parametros de classificagao
de sua gravidade que devem ser adotados em estudos populacionais. Esses
critérios foram chancelados pelo Centro de Controle de Doencas dos Estados
Unidos da América e pela Academia Americana de Periodontia (Tabela 1) (EKE et
al., 2012). Devido a grande variabilidade de critérios de diagndstico para PC, alguns
estudos tém utilizado como parédmetros de gravidade a média das medidas de PS e
CAL, o percentual de sitios com PS ou CAL <4 mm, entre 4 e 6 mme >6 mm, e o
percentual de sitios com SS e SC (ANDRUKHOV et al., 2011; CORREA et al., 2012,
2017; JEONG et al., 2012; MICELI et al., 2006).
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Tabela 1: Critérios de diagndstico propostos para a vigilancia populacional da

periodontite.

Diagnéstico Critérios™

Auséncia de periodontite Auséncia dos critérios usados para o
diagndstico de  periodontite  leve,
moderada ou grave

Periodontite leve = 2 sitios interproximais com CAL = 3
mm E = 2 sitios interproximais com PS 2
4 mm (ndo no mesmo dente) OU = 1
sitiocom PS 25 mm

Periodontite moderada = 2 sitios interproximais com CAL = 4
mm (em dentes diferentes), OU 2
sitios interproximais com PS = 5 mm
(em dentes diferentes)

Periodontite avangada = 2 sitios interproximais em dentes

diferentes com CAL = 6 mm E = 1 sitio

interproximal com PS = 5mm

A periodontite total € definida como a soma da doenca leve, moderada e grave.

* Terceiros molares excluidos. Fonte: adaptado de EKE et al., 2012.

2.3 Participacao das citocinas na fisiopatogenia do LES

As citocinas sao um grupo heterogéneo de moléculas proteicas, produzidas
por varios tipos de células como os linfécitos T e B, os macréfagos e as células
endoteliais. Seus efeitos podem ser pré-inflamatérios, hematopoiéticos,
imunomodulatérios ou quimioatrativos. Possuem importante fungdo nas reagdes de
crescimento e diferenciacdo celular, reparo e remodelamento tecidual e nos
processos inflamatérios e imunoldgicos. Essas moléculas podem iniciar, amplificar
ou bloquear a resposta imune e, por isso, estdo muito envolvidas na fisiopatogenia
das doencas autoimunes (AVRAMESCU et al., 2010).
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O LES é uma doenga em que anormalidades imunoregulatorias secundarias a
perda da autotolerancia desencadeiam uma resposta imune direcionada a
autoantigenos.

Existem inumeros defeitos imunoldgicos no LES, contudo, a etiologia destas
anormalidades e quais alteragdes seriam primarias e secundarias ainda
permanecem desconhecidas (DEMA; CHARLES, 2014). A sequéncia de eventos
deflagrados pelas alteragbes imunoldgicas se inicia com a disfungdo na apoptose
(morte celular geneticamente programada), associada ao clareamento reduzido de
células apoptdticas que permite o processamento de autoantigenos pelas células
apresentadoras de antigenos (APC), tais como os macrofagos, os linfécitos B e as
células dendriticas, que culmina na produ¢ao de autoanticorpos. Outra possibilidade
de evento deflagrador do LES é o processamento de microrganismos pelas APCs, o
qual pode gerar peptideos que mimetizam autoantigenos e desencadear a
autoimunidade (MUNOZ et al., 2009).

Em qualquer circunstancia, o complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) induz a ativacao e a expanséo clonal de células T CD4+ autorreativas. Estas
células, através da liberagdo de citocinas (ex. IL-4, IL-6, IL-10) ativam células B
autorreativas, que proliferam e se diferenciam em células produtoras de
autoanticorpos que produzem anticorpos contra varios antigenos nucleares (ex. anti-
DNA, Sm, RNP, Ro, La, nucleossomos e outros). Ao mesmo tempo, ocorre ativagao
do sistema imune inato, que libera IL-1, fator de necrose tumoral a (TNF-a),
interferon (IFN) do tipo 1, fator ativador de células B/estimulador de linfocitos B
(BAFF/BLyS) e APRIL (ligante indutor de proliferacéo), que promovem a inflamagé&o
e aumentam a sobrevivéncia de células B autorreativas (DEMA; CHARLES, 2014,
MUNOZ et al., 2009). Desta maneira, o LES também é caracterizado por um
desequilibrio na complexa inter-relacdo entre as diversas citocinas, as quais
interferem na atividade e producdo dos linfécitos B que, por sua vez, sao
responsaveis pela produgdo excessiva de autoanticorpos (AVRAMESCU et al.,
2010).

Em sintese, a predisposi¢cado genética, associada aos estimulos ambientais e
hormonais, favorece a produgao de autoantigenos que sao processados por APCs e
células B. Os antigenos processados ativam células T e se ligam a receptores de
células B, estimulando a produgédo de anticorpos patogénicos. Esses, por sua vez,

se ligam aos antigenos para formar imunocomplexos que se depositam em 6rgaos-
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alvo provocando lesdo tecidual. As células-alvo lesadas liberam mais antigenos, que
perpetuam o processo inflamatorio. Além disto, as vias regulatorias, que deveriam
interromper o processo, ndo funcionam adequadamente (DEMA; CHARLES, 2014;
FORTUNA; BRENNAN, 2013).

Em estudo que incluiu 35 pacientes com LES, observou-se reducado da
concentragédo de IL-2 (imunomodulatéria), aumento dos niveis de IL-6, IL-8, TNF-a
(pro-inflamatorias) e IL-10 (anti-inflamatdria). Existem evidéncias na literatura de que
as citocinas IL-1, IL-3 IL-4, IL-16 e IFN, entre outas, estdo envolvidos na
fisiopatologia do LES (AVRAMESCU et al., 2010).

O tratamento do LES é bastante complexo e envolve a utilizacdo de
medicamentos como corticoides, imunossupressores e antimalaricos e, mais
recentemente, o uso de imunobiolégicos, os quais influenciam a produgédo de
citocinas ou bloqueiam especificamente sua fungdo. Estudos clinicos e laboratoriais
identificaram a presenca de alteragdes na fungdo ou liberacdo anormal de algumas
citocinas envolvidas na patogénese do LES. Tais moléculas podem exercer agao
inflamatdria, anti-inflamatéria ou mesmo as duas agdes, dependendo das condi¢cdes
especificas do microambiente em que estdo. Além disso, as citocinas também
podem atuar como mediadores na inter-relacdo entre o sistema imune inato e
adaptativo, estruturando uma rede de resposta bastante complexa. A atividade
anormal de diversas citocinas pode refletir no desequilibrio entre diferentes
subconjuntos de Th como Th1/Th2 e Th17/Treg, contribuindo fortemente para o
avango do LES (SU et al., 2012).

As células Th sao caracterizadas de acordo com os varios tipos de citocinas
que produzem. As células Th1 produzem IL-2, IFN-a e TNF. As citocinas IL-4, IL-5 e
IL-13 estdo relacionadas com o perfil Th2. O perfil Th17 €& caracterizado
principalmente pela produc¢do das citocinas IL-17A e IL-6, enquanto que as células
Treg produzem as citocinas anti-inflamatérias, IL-10 e fator de transformagéao de
crescimento 3 (TGF-3). Estudos cientificos tém mostrado diversos perfis de citocinas
para as células Th1, Th2, Th17 e Treg em pacientes adultos com LES quando
comparados com controles saudaveis, bem como diferengas no fenétipo e atividade
da doenca (CAVALCANTI et al., 2017).

A IL-2 é uma citocina crucial na prevengao da autoimunidade. Ela atua na
manutengdo da fungdo e homeostase das células T reguladoras, assim como na
inibicdo da producao de IL-17 (OHL; TENBROCK, 2011). Niveis reduzidos de IL-2
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corroboraram para diminuicdo da atividade de células T citotoxicas e aumento do
risco de infecgdes em pacientes com LES, tais infecgbes podem ser responsaveis
pelo aumento da morbidade ou mesmo da mortalidade desses pacientes. A
diminuigdo dos niveis de IL-2 também provoca supressao da morte celular induzida
por ativacao e, portanto, aumento da longevidade das células T autorreativas
(TSOKOS, 2011).

Na familia dos interferon (IFN) do tipo I, os subtipos IFN-a tém grande
destaque na patogénese do LES. O aumento da concentragdo de IFN-a tem sido
associado a alta atividade da doenca, indicando que niveis séricos de quimiocinas
reguladas pelos IFN do tipo | podem ser utilizados como biomarcadores de atividade
e dano do LES. Adicionalmente, a assinatura génica do IFN-a foi detectada em
tecido glomerular e sinovial, sugerindo que esta citocina tenha participagdo no dano
local de érgéos alvo do LES (JACOB; STOHL, 2011).

O interferon do tipo Il (IFN-y) também tem expressao aumentada no soro de
pacientes com LES. Ele, juntamente com outros fatores soluveis e moléculas de
superficie, induzem as APCs a produzirem fatores estimuladores de linfécitos B
(BLyS) que promovem ativagdo e maturacédo das células B (HARIGAI et al., 2008).
Recentemente, um estudo experimental em camundongos com LES evidenciou que
o IFN-y de sinalizagdo tem importante papel na produgédo de grupos de linfécitos B
auto-reativos e na autoimunidade. Camundongos com LES, cujos receptores para o
IFN-y foram removidos de suas células B, tiveram menos dano tecidual em
decorréncia da resposta auto imune, niveis mais baixos de auto anticorpos e menos
sintomas relacionados ao LES do que camundongos que tiveram seus receptores
preservados (DOMEIER et al., 2016).

O TNF-a € uma citocina de acéo ainda controversa dentro da literatura que
abrange a patogénese do LES, devido as evidéncias conflitantes sobre sua acgao.
Elevadas concentracbes séricas de TNF-a relacionaram-se com presenca e/ou
aumento da atividade do LES, sugerindo que ele tenha atividade inflamatoria. No
entanto, altas concentracbes séricas de TNF-a também foram detectadas em
pacientes com LES inativo, indicando uma acéo anti- inflamatoria (SU et al., 2012).
Além disso, também foi detectado que a concentragdo de TNF-a encontra-se
aumentada localmente em 6rgéos alvo do LES, como nos rins (SU et al., 2012). A
divergéncia entre esses achados cientificos sugere que o TNF-a possa ter agbes
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diferenciadas em nivel sistémico e local, o que pode ser influenciado pelas
caracteristicas genéticas do paciente (SU et al., 2012).

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatoéria produzida pelas células CD4+ Th2,
basdfilos e mastdcitos envolvidos na regulagdo da resposta imune humoral. A IL-4
tem efeito citotdxico, inibe a sintese de Oxido nitrico e a liberagdo de anion
superoxido pelos macréfagos, induz a diferenciagéo e a ativagao das células B e o
desenvolvimento das células T (MOHAMMADOO-KHORASANI et al., 2016).
Estudos cientificos identificaram niveis de IL-4 similares ou aumentados no plasma
de pacientes com LES quando comparados com individuos saudaveis
(CAVALCANTI et al., 2017; WONG et al., 2000).

A IL-33 € uma citocina pertencente a familia da IL-1 e tem sido reconhecida
por desempenhar tanto fungdes pré quanto anti-inflamatérias. Ela pode estimular
células Th1 e Th2 a produzirem citocinas, como IL-4, IL-5, IL-13 IL-12 e IFN-y,
envolvidas nos processos de ativagédo ou inibicdo do LES (YANG et al., 2011). No
entanto, a funcdo exata da IL-33 na patogénese do LES ainda nado esta clara
(WANG, SONG et al., 2012) e resultados de estudos clinicos que visam analisar os
niveis séricos de IL-33 em pacientes com LES s&o controversos (GUO et al., 2016).

Concentragdes séricas muito baixas de IL-33 foram identificadas tanto em
grupos de pacientes com LES, quanto em individuos saudaveis e n&o foi encontrada
diferencga estatisticamente significante quando os grupos foram comparados entre si
(MOK; WU; et al., 2010). Contraditoriamente, outro ensaio clinico constatou niveis
séricos de IL-33 significantemente mais altos em pacientes com LES do que em
pacientes saudaveis, apesar da concentragcdo de IL-33 nao ter se correlacionado
com a maior parte dos achados clinicos e laboratoriais dos pacientes Iupicos, exceto
pela presenca de trombocitopenia, eritrocitopenia, anticorpo anti-SSB, VHS, PCR e
IgA. Nesse mesmo estudo, os niveis séricos de IL-33 n&o se correlacionaram com o
SLEDAI, sugerindo que IL-33 participa da fase aguda do LES, mas ndo tem
associagdo com seu curso total (YANG et al., 2011). Recentemente, outro estudo
demonstrou que o polimorfismo rs1891385A/C da IL-33 estava significativamente
associado a sua expressao anormal no soro de pacientes chineses com LES e que o
nivel elevado desta citocina estava relacionado com o risco aumentado de LES
(GUO et al., 2016).

As células Th-17 exercem funcdo central na patogénese das doengas

autoimunes entre as quais o LES se inclui. A IL-17 € uma citocina pro-inflamatoéria
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que promove a amplificagdo das células T e estimula as células epiteliais, endoteliais
e fibroblastos a produzirem varios mediadores inflamatérios, incluindo IL-1, IL-6,
TNFa e quimiocinas (ABDEL GALIL; EZZELDIN; EL-BOSHY, 2015). Esta citocina
amplifica a resposta imune através de varias mecanismos: estimulando a produgao
local de quimiocinas e citocinas, recrutando neutréfilos e mondcitos, aumentando a
produgcdo de auto anticorpos pelas células B e ampliando o processo
angiogénese/inflamacéo, o que contribui para lesdo de 6rgédos alvo, como 0s rins no
caso do LES (LI et al., 2015).

Concentragdes elevadas de IL-17A foram encontradas no soro de pacientes
com LES e correlacionaram-se positivamente com o SLEDAI (ABOU GHANIMA et
al., 2012; TANASESCU et al., 2010; YU et al., 2011), apesar de outros estudos nao
terem encontrado essa correlagdo (MOK; HUANG; et al., 2010; VINCENT et al.,
2013). A alta atividade de IL-17A esta relacionada com a ocorréncia de nefrite lupica,
um preditor confiavel para determinagdo de progndstico desfavoravel do LES. Além
do nivel de IL-17A encontrar-se elevado sistemicamente, altas concentragdes desta
citocina também foram detectadas localmente em o6rgdos alvo do LES, incluindo
lesbes do sistema nervoso central, pele e rins (LU ef al., 2010; TANASESCU et al.,
2010; WANG et al., 2010).

A IL-6, por sua vez, é uma citocina que participa do processo de
diferenciagdo das células T naive em células Th-17, com importante fungcdo na
patogénese do LES (JACOB; STOHL, 2011; LI et al., 2015). Ela promove a ativagéo
e diferenciagao de células como macréfagos, neutrofilos, células T e B envolvidas no
desenvolvimento da auto imunidade sistémica e respostas inflamatérias patolégicas
(JACOB; STOHL, 2011). Altos niveis de IL-6 foram identificados no soro de
pacientes com LES e se correlacionaram com piores indicadores de atividade, dano
e resposta ao tratamento do LES (CHUN et al., 2007; JACOB; STOHL, 2011,
UMARE et al, 2016). Nesses pacientes, as células B expressaram
espontaneamente o IL-6R e produziram, consequentemente, grandes quantidades
de IL-6. Além disso, os clones auto-reativos de células T dos pacientes com LES
também produziram grandes quantidades de IL-6 que ativaram as células B que, por
sua vez, produziram mais anticorpos. Assim acredita-se que, no LES, a producéao
excessiva e espontanea de imunoglobulinas pelas células B possa ser estimulada
pela utilizacdo de IL-6 exdgena e inibida através da neutralizagdo dos anticorpos de
IL-6 (JACOB; STOHL, 2011).
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A IL-6 também mediou o processo inflamatério local que ocorre em
complicagbes cardiopulmonares, nefrite, alteracbes neuropsiquiatricos e lesdes
articulares associados ao LES (BALL et al., 2014; ESPOSITO et al., 2009;
FRAGOSO-LOYO et al., 2013). Concentracdes elevadas de IL-6 foram detectadas
no liquido cefalorraquidiano, em tecido renal e na urina de individuos com LES,
estando intensamente associadas com manifestagdes clinicas préprias dessa
doenga, como psicoses e nefrite lupicas (SU et al., 2012).

Em pacientes com LES, uma forte correlagao foi detectada entre os niveis
séricos de IL-17A e IL-6, sugerindo que a IL-17 possa ser responsavel pela ativagao
de diversos mecanismos imunologicos (VINCENT et al., 2013). Especificamente no
caso de pacientes com nefrite lupica, a IL-17 estimulou a produgdo de grande
quantidade de auto anticorpos por meio da expressao aumentada de IL-6 (DONG et
al., 2003). Pacientes com LES apresentaram aumento significativo dos niveis séricos
de IL-17 e IL-6 quando comparados com individuos saudaveis. A concentragao de
ambas as citocinas também estavam aumentadas em pacientes com LES ativo
quando comparados aos pacientes com LES inativo. O aumento simultaneo dos
niveis séricos das duas citocinas associou-se com nefrite IUpica em atividade,
anemia e maiores scores do SLEDAI-2K. Além disso, os niveis séricos de IL-17 A e
IL-6 exibiram uma correlacdo positiva entre eles, tanto durante o periodo de
atividade quanto durante o periodo de remissdo do LES (ABDEL GALIL; EZZELDIN;
EL-BOSHY, 2015).

A IL-10 € um importante mediador endogeno de acdo anti-inflamatodria
reconhecida. Atua inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6,
TNF-a, IL-8), através de sua agdo sobre mondcitos/macrofagos. No entanto, apesar
de suas fungdes inibitorias e anti-inflamatorias, essa citocina também pode ter
efeitos imunoestimulantes sobre algumas células (AVRAMESCU et al., 2010).
Existem evidéncias cientificas fortes de que a superproducado de IL-10 exerce um
papel crucial no desequilibrio imunoinflamatério presente no LES (AVRAMESCU et
al., 2010) e que a hiperatividade de linfécitos B pode ser causada pelos seus efeitos
autocrinos e paracrinos desencadeados pela sinalizagdo de IL-10 (TALAAT et al.,
2015). Assim, a IL-10 atua regulando o crescimento e diferenciacédo da células B e a
produgcdo de auto anticorpos. Ela também pode contribuir para ocorréncia de
anormalidades precoces nas células B periféricas, incluindo a expansao das células

plasmaticas (OKAMOTO et al., 2011). Foi sugerido, recentemente, que a IL-10
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possa ser um biomarcador para o LES e que ela, juntamente com a IL-6 poderiam
ser sinalizadores da atividade dos linfocitos B na producdo de auto anticorpos
(AVRAMESCU et al., 2010; OKAMOTO et al., 2011).

Os niveis séricos de IL-10 mostraram-se mais elevados em pacientes com
LES quando comparados com os controles. Esse aumento ocorreu principalmente
devido ao aumento da producéo de IL-10 por mondcitos, um subconjunto de células
B, e possivelmente por células T de memdria CD4+CD45 RO+. Concentragdes
séricas de IL-10 correlacionaram-se positivamente com as concentracbes de
anticorpos de anti-dsDNA e com o escore do SLEDAI e inversamente com os niveis
de C3 do complemento. Em pacientes com LES, a IL10 aumentou a producéo de
IgG por células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e o tratamento de
pacientes portadores de LES com anticorpo neutralizante anti-IL10 reduziu a taxa de
apoptose em 50% (DEAN et al., 2000).

Sabe-se que o processo de remodelacdo 6ssea tem como base o sistema
Receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK)/Ligante do receptor ativador do
fator nuclear kappa B (RANKL)/Osteoprotegerina (OPG), também conhecido como
RANK/RANKL/OPG. O RANKL se liga a seu receptor RANK e essa unidao promove a
ativacao dos osteoclastos e consequente reabsor¢céo 6ssea. Dentro desse contexto,
a OPG atua como um inibidor do processo, na medida em que também se liga ao
RANK. Em condigdes fisiologicas normais, ha um equilibrio entre os processos e
reabsorcdo e neoformacido oOsseas. A inflamacdo exacerbada presente no LES,
assim com o tratamento com corticoides, interferem no equilibrio desse sistema. Ha
uma reducao da diferenciagcdo dos osteoblastos e um aumento da maturacdo dos
osteoclastos, o0 que predispbe o0 paciente com LES a sérios danos
musculoesqueléticos (BONFA et al., 2015).

As metaloproteinases (MMPs), uma grande familia de enzimas proteoliticas
dependentes de zinco e produzidas em decorréncia da sensibilizagado dos receptores
Toll, desempenham funcdo central na remodelagcdo dos tecidos conjuntivos e
degradagdo da matriz extracelular tanto em processos fisiologicos quando em
situagdes patologicas (ZHANG, QIAN et al., 2014). A MMP-2 e a MMP-9, também
chamadas de gelatinases, degradam o colageno tipo IV presente na membrana
basal, fato particularmente relevante nas doenga renais como a glomerulonefrite
associada ao LES (PHILLIPS et al., 2017).
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Adicionalmente, as MMPs regulam ativagao das células CD4 e CD8, assim
como a migragao das células CD8+T e esse pode ser o mecanismo através do qual
essas enzimas contribuem para o fendétipo do LES (PHILLIPS et al., 2017). Acredita-
se que as MMPs participam da degradagdo dos tecidos 6sseo e cartilaginoso na
artrite reumatoide (AR), bem como na neuropatia periférica que acomete os
pacientes com LES. Tanto a concentracdo quando a atividade das
metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) estavam significativamente aumentadas no
soro de pacientes com LES e artrite reumatoide quando comparadas com controles
saudaveis, reforgado o possivel envolvimento dessas proteinas na patogénese da
AR e do LES (CHANG et al., 2008).

Atividade das gelatinases € regulada por inibidores teciduais especificos de
MMPs (TIMP). Os TIMPs agem localmente inibindo a agdo das MMPs e prevenindo
a destruicdo da matriz extracelular. A MMP-2 ¢ inibida essencialmente pelo TIMP-2
e a MMP-9 pelo TIMP-1. O equilibrio entre os niveis de MMP e TIMP determina a
homeostase do tecido conjuntivo (ZHANG, QIAN et al., 2014).

Varias outras citocinas tém participagao na patogénese do LES (DEAN et
al., 2000; JACOB; STOHL, 2011; LU et al., 2010; MOK; WU; et al., 2010; OHL;
TENBROCK, 2011). E importante, no entanto, reforcar que essas moléculas sdo
capazes de literalmente “orquestrar’ as interagdes celulares durante a resposta
imune, influenciando o sistema humoral e participando tanto no desequilibrio

imunologico sistémico quanto no processo inflamatério local presente no LES.

2.4 Participacao das citocinas na fisiopatogenia da PC

Apesar de ser amplamente aceito que as bactérias periodontopatogénicas
sdo responsaveis pelo desencadeamento da PC, sabe-se que o processo de
destruicdo periodontal se mantém, principalmente, devido a resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro (JAEDICKE; PRESHAW; TAYLOR, 2016). De fato,
os fatores bacterianos sdo os responsaveis por iniciar a resposta inflamatoria local,
ativando o sistema imune inato via reconhecimento dos componentes microbianos
por TLR presentes em células residentes e leucdcitos. No entanto, a ativacao
dessas células mantém o processo induzindo a liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias e recrutamento de fagdcitos e linfocitos. Por consequéncia, a ativagao

das células T e B, as respostas Th1, Th2, Th17 e Treg e a produ¢édo de anticorpos,
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demarca o inicio da resposta imune adaptativa. A liberagao continua e excessiva de
diversas citocinas nos tecidos periodontais € essencial para a manutencdo do
processo inflamatorio local que resulta na destruicdo dos tecidos de suporte dentario
(DI BENEDETTO et al., 2013).

A IL-1B foi a primeira citocina dosada no tecido gengival de pacientes com
PC e, desde entédo, varias outras citocinas foram identificadas no tecido periodontal,
fluido crevicular gengival (CGF) e, mais recentemente, na saliva (JAEDICKE;
PRESHAW; TAYLOR, 2016). Esta associada ao recrutamento de neutréfilos e a
ativacdo de osteoclastos por meio de sua capacidade de induzir a producido de
quimiocinas e ativar os osteoclastos. A IL-1B €, portanto, a citocina mais estudada
em pesquisas que envolvem analise de biomarcadores salivares na PC (PRESHAW,
TAYLOR, 2011).

A IL-17 tem grande importancia na patogénese da PC, pois é responsavel
pelo recrutamento, ativagdo e migragédo de células inflamatérias como os neutrofilos
(ESKAN et al., 2012), além de induzir o processo osteoclastogénico em desordens
inflamatorias que envolvam reabsorcdo Ossea (SHAHRARA et al., 2008). A
diferenciagdo de células precursoras de osteoclastos (OCPs) em osteoclastos
maduros pode ser influenciada pela IL-17. Na presengca de patdgenos
periodontopatogénicos, as células mononucleares do sangue secretam IL-17 que
acelera o processo de diferenciacdo dos osteoclastos, aumentando os niveis de
RANKL e diminuindo a expressao de OPG pelas células osteoblasticas (KOTAKE et
al., 1999; LIN et al., 2014; ODA; YOSHIE; YAMAZAKI, 2003).

Foi demonstrado que a IL-17 é capaz de estimular os neutrofilos a liberar
enzimas (colagenases e elastases) e espécies que reagem com 0 oxigénio para o
microambiente extracelular, contribuindo para a eliminacdo dos patogenos
periodontais. Apesar do propdsito inicial ser o exterminio dos microrganismos, esse
processo também contribui para o dano aos tecidos periodontais e manutengao da
atividade inflamatéria local (KANTARCI; OYAIZU; DYKE, 2003). A IL-17 também
estimula células epiteliais, endoteliais e fibroblasticas a produzirem outros
mediadores inflamatorios como IL-1[3, IL-6, IL-8, TNF-a, MMPs e prostaglandina E>
(PGE2) que interferem no equilibrio entre RANKL E OPG e causam destruigao
tecidual e perda 6ssea (BEKLEN et al., 2007; FOSSIEZ, 1996; MAHANONDA et al.,
2008; RACZ et al., 2014). Esta citocina pode ainda estar envolvida na regulacao da
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resposta imune inata em células epiteliais gengivais através da indugédo da produgao
de IL-8 (TAKAHASHI, NAOKI et al., 2011).

Em doencas inflamatdrias crénicas, a IL-6 pode ter acdo anti-inflamatéria,
inibindo o recrutamento de neutrofilos e a expressido de citocinas pré-inflamatérias
ou ter agdo inflamatdria; induzindo a atividade das proteinas de fase aguda. Sugere-
se ainda que a IL-6 tenha propriedades de fator de crescimento, relacionadas ao
aparecimento e progressao de varios tipos de cancer. Portanto, acredita-se que a
capacidade particular de cada individuo em produzir e liberar IL-6 possa regular a
predisposi¢cdo, o desenvolvimento e a progressdo de varias doengas autoimunes,
inflamatorias e neoplasicas (NIBALI et al., 2012). A produgao excessiva de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a e |IL-6 associa-se com a destruicao de tecidos moles e
duros, tanto na AR quanto na PC (KOBAYASHI; YOSHIE, 2015).

A producao local de IL-6 também foi descrita e alguns estudos revelaram
sua presenga em células endoteliais, fibroblastos e macrofagos de individuos com
PC (TAKAHASHI, KEISO et al., 1994), além de alta expressao de proteina e mRNA
de IL-6 em células mononucleares gengivais (FUJIHASHI et al., 1993). A IL-6
também foi identificada em fibroblastos de ligamento periodontal humano, apds a
contaminagdo por bactérias periodontopatogénicas (BELIBASAKIS et al., 2005;
PATIL, C.; ROSSA; KIRKWOOD, 2006; ROGERS et al., 2007; YAMAJI et al., 1995).
Individuos com PC apresentaram niveis aumentados de IL-6 sistemicamente, no
soro, e localmente, na saliva e GCF, quando comparados com controles saudaveis
(COSTA et al., 2010; GEIVELIS et al., 1993; SHIMADA et al., 2010).

A IL-6 é produzida por muitas células durante o processo de destruicdo
periodontal e, juntamente com a IL-1 e o TNF-a, desencadeia reabsorgdo éssea,
através da produgédo de proteinas de fase aguda da inflamacé&o. No tecido conjuntivo
e Osseo, os efeitos da degradagado tecidual da IL-6 sdo mediados por MMPs,
osteoclastos, ativagcdo de células T e amplificacdo da cascata inflamatoria.
Consequentemente, essa citocina € um potente estimulador da diferenciacdo de
osteoclastos e reabsorgédo 6ssea (ERDEMIR; DURAN; HALILOGLU, 2004; NIBALI et
al., 2012) e foi considerada um biomarcador salivar de precisao aceitavel para o
diagnostico de PC (DE LIMA et al., 2016). No entanto, um estudo cientifico ndo
encontrou diferengas significantes nos niveis salivares de IL-6 entre grupos de
individuos com e sem PC (TELES et al., 2009).
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A expressao aumentada de IL-6 em PBMC foi relacionada com a gravidade
da PC em individuos brasileiros (MOREIRA et al., 2007), enquanto que o tratamento
periodontal parece interferir na concentragcdo sistémica de IL-6. No periodo
imediatamente pos tratamento periodontal, observou-se aumento dos niveis desta
citocina (D’AIUTO et al., 2005; TONETTI et al., 2007), enquanto que a longo prazo,
com a melhora dos parametros clinicos periodontais, houve um declinio (D’AIUTO et
al., 2004; MARCACCINI et al., 2010; SHIMADA et al., 2010). O equilibrio entre o
papel defensivo e danoso da IL-6 na PC ainda nao esta suficientemente definido e
merece ser esclarecido (IRWIN; MYRILLAS, 1998).

A IL-18 é secretada por células mieloides, queratinocitos e células epiteliais
e desempenha importante papel na inflamagao periodontal através da ativagdo dos
neutrofilos e células Th1 (BARKSBY et al., 2007). Em contrapartida, a IL-33
direciona a produgdo de citocinas pelas células Th2 (BUDUNELI; OZCAKA;
NALBANTSQY, 2012) e é responsavel por ativar outros tipos de células como
basofilos, mastocitos e células linfoides inatas (DA LUZ et al., 2014). As células Th2
e os mastécitos, em particular, tém papel importante na patogénese da PC
(BUDUNELI; OZCAKA; NALBANTSOY, 2012).

A IL-33 induz as células Th2 a produzirem outras citocinas como IL-4, IL-5 e
IL-13, como também induz a liberacdo de mediadores inflamatorios como TNFa, IL-6
e IL-1B. Foi proposto que a IL-33 pode atuar de trés formas durante o
desenvolvimento da PC: como alarminas, quimioatratores ou como citocinas de agao
sistémica. A IL-33 opera como alarmina quando € liberada por células periodontais
necrosadas. Ela também estimula a degranulagdo dos mastécitos e aumenta o
numero de células pro-inflamatorias como macrofagos, eosindfilos e basofilos.
Quando a IL-33 ¢ identificada pelos mastdcitos, ela os induz a liberarem histaminas,
leucotriendos, prostanoides, proteases, citoquinas e quimiocinas que, por sua vez,
atraem neutrdfilos para o local da infecdo. A liberagdo de mediadores inflamatorios e
de IL-33 aumenta a produgao de RANKL e reduz a de OPG determinando a ativagao
dos osteoclastos e consequente reabsorgdo 6ssea (DA LUZ et al., 2014).

Um estudo experimental demonstrou que os niveis de expressdo de IL-33
estavam mais altos no grupo com PC em relagdo ao grupo de controles saudaveis,
sugerindo uma correlagdo positiva entre a expressdo de IL-33 e de RANKL
(KOSEOGLU et al., 2015). Outro estudo concluiu que a IL-33 contribuiu para a
reabsorgdo Ossea periodontal através do aumento da produgdo de RANKL pelos



36

linfocitos T e B ativados por Porphyromonas gingivalis e sugeriu que o conjunto IL-
33/ST2 poderia ser um alvo terapéutico promissor no tratamento da PC (MALCOLM
et al., 2015). Embora estudos in vitro tenham indicado que a IL-33 possui um papel
importante na PC, estudos in vivo ndo confirmaram aumento da concentragao de IL-
33 no GCF, saliva ou soro de pacientes com PC em comparagao com individuos
saudaveis (BUDUNELI; OZCAKA; NALBANTSOQY, 2012; SAGLAM et al., 2016).

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria que exerce fungdo central na
imunidade antimicrobiana, o que sugere que ela também atue na PC. Esta citocina
possui inumeras fungdes necessarias para a manutencdo da homeostase, atuando
inclusive na regulacdo neurologica (SEDGER; MCDERMOTT, 2014). O TNF-a é
produzido principalmente por macrofagos, como resposta primaria a sinalizagao
enviada pelos receptores TLR, por células T ativadas, células natural killer (NK) e
também por células endoteliais e fibroblastos (SEDGER; MCDERMOTT, 2014).
Sabe-se ainda que o TNF-a aumenta a destruicdo éssea, visto que € um potente
ativador de osteoclastos (GUERRINI; TAKAYANAGI, 2014). O sucesso da terapia
anti TNF-a no tratamento da artrite reumatoide aumentou o interesse por esta
importante citocina na patogenia de doencgas inflamatérias crénicas, como a
periodontite (JAEDICKE; PRESHAW; TAYLOR, 2016).

A IL-4 é produzida por células Th-2 tem importante fungdo na regulagao da
proliferacdo celular e apoptose de numerosos tipos celulares, incluindo linfécitos,
células mieloides, fibroblastos e células epiteliais (LUZINA et al., 2012). A IL-4 € um
mediador determinante na regulagdo do desenvolvimento e plasticidade das células
T na PC (FORD; GAMONAL; SEYMOUR, 2010). A IL-10, por sua vez, &€ uma
citocina anti-inflamatdria potente capaz de contribuir para manutengdo da massa
Ossea através da inibigdo da reabsor¢cdo éssea osteoclastica e regulacdo da
formacédo Ossea osteoblastica. Esta, portanto, fortemente envolvida na PC e tem
potencial para ser utilizada no tratamento de doencas que envolvem reabsorcao
ossea, como a PC (ZHANG, QIAN et al., 2014). Um estudo in vitro sugeriu que a
Treponema denticola pode aumentar a ativagdo da MMP-2 nas células do ligamento
periodontal, contribuindo para a degradacdo da matriz extracelular e reabsorgao
ossea (MIAO et al., 2014).

Desta forma, percebe-se que a PC deriva de uma interacio entre a resposta
imunolodgica inata e adaptativa frente ao desafio estabelecido por uma comunidade
bacteriana sinérgica e disbiotica que se instala no tecido periodontal. Dentro desse
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contexto, as citocinas, com sua rede complexa de ag¢des, atuam orquestrando os
processos imunoldgicos e inflamatorios.

Apesar do conhecimento de que as citocinas exercem importante papel na
patogénese das doencas inflamatorias, um numero ainda restrito de citocinas tem
sido descrito como biomarcadores precisos na identificacdo e monitoramento da
periodontite. Ha necessidade, portanto, de desenvolvimento de outros estudos que
envolvam analise sistémica das respostas imunoldgicas do hospedeiro, assim como
realizacdo de estudos clinicos, a fim de identificar novos marcadores (TAYLOR,;
PRESHAW, 2016).

2.5 Saliva como meio de diagnodstico

A deteccdo precoce das doengas € de fundamental importancia para o bom
prognostico de seu tratamento, no entanto, na maioria das vezes, o diagndstico é
feito somente apds o aparecimento de seus sinais e sintomas, quando as
enfermidades ja estdo em estagios mais avangados. Desta forma, profissionais da
saude e pesquisadores tém se empenhado na busca por biomarcadores
moleculares capazes de identificar doengas antes que elas provoquem danos
irreversiveis (LEE; WONG, 2009).

A saliva € um fluido biolégico composto por secre¢cdes das glandulas
salivares (parotida, submandibulares, sublinguais e outras), células da mucosa oral,
sangue e CGF. Assim como outros fluidos biologicos, ela contém moléculas,
proteinas, metabdlitos e microbiota que podem ser analisados e fornecer valiosas
informagdes sobre mecanismos fisioldgicos ou patolégicos (ZHANG, YONG et al.,
2016). Ao contrario de outros fluidos corporais, a utilizagdo da saliva como meio de
diagnéstico, oferece vantagens, visto que sua coleta é simples, segura, ndo invasiva
e indolor. Assim, possui grande potencial para revolucionar a proxima geragcédo de
meétodos de diagndstico (LEE; WONG, 2009).

Ha uma grande expectativa em torno da aplicagdo da saliva para diagnéstico
de doencgas bucais e identificacdo de biomarcadores que possam ser uteis para o
entendimento de outras enfermidades sistémicas, visto que ela contém moléculas
que sao filtradas, processadas e “secretadas” pelos vasos sanguineos que nutrem
as glandulas salivares (LEE; WONG, 2009). Desta forma, € desejavel que a saliva

possibilite o entrelagcamento entre as pesquisas em saude bucal e sistémica,
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reforgando o conceito de que a boca € parte integrante do organismo e que doencgas
bucais podem refletir condi¢cbes sistémicas, assim como contribuir para seu
agravamento.

Nas ultimas décadas, técnicas de diagnostico salivar foram desenvolvidas
com o objetivo de monitorar doengas bucais como periodontite e carie (GAO et al.,
2016; TAYLOR, 2014). Recentemente, aplicacdo de biotecnologias modernas no
diagnodstico salivar permitiu identificagdo biomarcadores salivares para diversas
doencas como cancer, doencas auto imunes, doengas virais, doencas bacterianas,
doencas cardiovasculares, HIV entre outras. Esse avanco tecnoldgico permitiu que
diagnodsticos feitos através de anadlises salivares extrapolassem os limites da
cavidade bucal, abrangendo todo o sistema fisiolégico. Desta forma, o diagndstico
embasado em exames salivares esta na vanguarda das tecnologias de diagndstico e
pode ser uma alternativa promissora para os profissionais da saude, auxiliando-os
em suas decisdes clinicas e previsao de resultados pos-tratamento (LEE; WONG,
20009).

Apesar dos varios avangos na compreensao da patogénese das doengas
inflamatadrias crénicas, o diagndstico da periodontite ainda é feito apds a constatagao
clinica da destruicdo do tecidos conjuntivo e Osseo. Esse processo requer o
envolvimento de profissionais tecnicamente qualificados para realizar o exame
periodontal, o qual compreende avaliagado de sitios com sangramento a sondagem,
medidas de profundidade de sondagem e perda de insergédo, além da avaliagao
radiografica e observagbes clinicas subjetivas. As mesmas dificuldades s&o
enfrentadas durante monitoramento da saude periodontal (PIHLSTROM,;
MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005). E altamente desejavel a identificacdo de
biomarcadores capazes de detectar precocemente as periodontites, além de
monitorar sua evolugéo, visto que as abordagens diagndsticas atuais avaliam, com
maior énfase, os efeitos cumulativos da destruicdo periodontal e sao limitadas em
mensurar a atividade atual da doenca (JAEDICKE; PRESHAW; TAYLOR, 2016).

Os primeiros estudos que objetivaram investigar o envolvimento das
citocinas na patogénese da periodontite utilizaram amostras de soro e CGF
(BUDUNELI; KINANE, 2011), no entanto, atualmente, a saliva vem se tornando uma
fonte promissora de biomarcadores (TAYLOR, 2014).

A analise da saliva, de forma semelhante ao CGF, proporciona uma melhor
representacéo das alteragdes patologicas locais da boca do que a analise do soro.
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No entanto, a saliva tem varias vantagens sobre o CGF: é mais facilmente acessivel;
pode ser amostrada em um volume muito maior sem a necessidade de instalacbes
clinicas e ndo é necessaria nenhuma habilidade complexa para a sua amostragem.
Além disso, enquanto o teor do CGF reflete processos inflamatérios em sitios
especificos de doenga, € razoavel sugerir que o conteudo de saliva reflete um
estado inflamatério consensual de "boca inteira", que provavelmente sera muito mais
relevante do ponto de vista clinico (JAEDICKE; PRESHAW; TAYLOR, 2016).

Assim, a saliva € um fluido que reune caracteristicas que a permitem ser
utilizada como fonte de biomarcadores uteis para diagndstico e monitoramento das
doengas periodontais, visto que contém uma grande quantidade de CGF total,
provindo de bolsas periodontais presentes em toda a boca. Além disso, € Obvio
pensar que a analise isolada de fatores envolvidos na patogénese de doencgas
complexas como a PC, ndo é tdo util (ou tdo desejavel) quanto a investigacdo de
multiplos fatores que se sobrepdem, mas que sao capazes de identificar as
associagoes entre doengas (KORTE; KINNEY, 2016).

Entretanto, ainda n&o esta claro como fatores de confusdo como o
tabagismo e doengas sistémicas, influenciam os componentes bioquimicos e
celulares dos fluidos bucais, o que pode limitar, num primeiro momento, a utilidade
diagnostica da saliva na identificacdo e monitoramento das enfermidades
periodontais. Apos esclarecimento desses questionamentos e melhora das técnicas
de analise laboratoriais, a avaliacdo salivar podera contribuir, de forma ainda mais
significativa, para o manejo das doencas orais (TAYLOR; PRESHAW, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

[1Avaliar a producdo de citocinas salivares em pacientes com lupus

eritematoso sistémico e sua associagao com a periodontite crénica

3.2 Objetivos especificos

1 Avaliar a concentracao das citocinas IL-2, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-33, IL-17A, RANK, OPG e MMP2/TIMP2 na saliva de individuos
com lupus eritematoso sistémico e verificar sua associagdo com a

presenca e auséncia de periodontite crdonica.

1 Correlacionar a condicdo periodontal dos individuos com LES com
indicadores de atividade, dano e tratamento do Iupus eritematoso

sistémico.

1 Correlacionar a concentracdo salivar das citocinas avaliadas com
condigdo periodontal, indicadores de atividade, dano e de tratamento do
LES dos individuos com Iupus eritematoso sistémico.
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4 MATERIAL E METODOS E RESULTADOS

Os itens Material e Métodos e Resultados serdo apresentados na forma do
artigo cientifico intitulado “Immunological signatures in saliva of Systemic Lupus
Erythematosus patients: influence of periodontal condition”. O artigo foi

submetido para o periddico Clinical and Experimental Rheumatology.
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IMMUNOLOGICAL SIGNATURES IN SALIVA OF SYSTEMIC LUPUS
ERYTHEMATOSUS PATIENTS: INFLUENCE OF PERIODONTAL CONDITION

ABSTRACT

Objective: The immune system has an important role in the development of systemic lupus
erythematosus (SLE) and chronic periodontitis (CP). Altered cytokines levels characterize
both diseases and contributes to periodontal tissue damage in CP and to macrocomplexes
deposition with connective tissue destruction in SLE. This study aimed to evaluate the
production of salivary cytokines in patients with SLE and its association with periodontal
status. Methods: The sample comprised 70 SLE patients and 70 paired controls. SLE activity
and damage were scored using Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000
and Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology
Damage Index. Subjects were classified as without or with CP. Salivary concentrations of IL-
33, MMP2/TIMP2, RANK and OPG were measured by ELISA, while IL-2, IFNy, TNFa, IL-
4, IL-6, IL-10 and IL-17A were determined by Cytometric Bead Array. Linear regression
models analyzed association among SLE, CP and salivary cytokines. Results: IL-6 and IL-
17A concentrations were significantly higher in SLE/CP patients than controls/CP.
Concentrations of IL-6, IL-17A and IL-33 were increased in SLE/CP individuals when
compared to SLE without CP. Multivariate model revealed association of cumulative dose of
corticoids with periodontal damage and of IL-33 salivary concentration with SLE activity.
Conclusion: Our results suggest that the corticoids long-term therapy contributes with
periodontal destruction in SLE. Moreover, the increased levels of IL-6, IL-17A and IL-33 in
saliva of SLE/CP subjects suggest possible pro-inflammatory pathways amplification in this
group of patients, in particular for IL-33 that was correlated with SLE activity in multivariate
model.

KEY WORD

Systemic lupus  erythematosus; Chronic  periodontitis; Cytokine; Saliva.
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INTRODUCTION

Chronic periodontitis (CP) is an inflammatory disease triggered by oral
microorganisms of the dental biofilm that results in damage of supporting connective tissue
and alveolar bone loss (1). The severity of periodontal inflammation varies among
individuals, irrespective of the bacterial load indicating that the deregulation of the host
inflammatory response might aggravate the periodontal destruction (2).

In this setting, chronic conditions marked by systemic inflammation such as diabetes
(3), obesity, chronic kidney disease and rheumatoid arthritis (4) are associated with an
increased risk of CP. Additionally, some studies indicated that CP amplifies systemic
inflammation potentially affecting the development of atherosclerotic cardiovascular disease
(5), adverse pregnancy outcomes (6), pneumonia, theumatoid arthritis (4) and Systemic Lupus
Erythematosus (SLE) activity (7).

SLE is a multisystem connective-tissue disorder characterized by autoimmune
response to different autoantigens, and a wide range of clinical features. SLE diagnosis is
based on the Systemic Lupus International Clinics Classification (SLICC) criteria (8). There
are similarities in the pathogenesis of SLE and CP, but the nature of the association between
these two conditions remains to be elucidated. Previous studies suggested that CP frequency
in SLE individuals varies from 60 to 93.8% (9—11). Data of CP severity in SLE population are
also divergent, since SLE patients exhibited similar, less severe or more severe periodontal
parameters when compared to healthy controls or to non-SLE patients with CP (11-15).
Interestingly, it was reported that periodontal treatment improves response to conventional
therapy in SLE patients with reduction of disease activity (7).

Reports of cytokine salivary levels in periodontitis are controversial; nevertheless
recent evidence suggests that IL-1p is elevated in periodontal diseases and could discriminate
between active and inactive sites (16). IL-6 is also increased in saliva of individuals with

periodontitis and it is associated with periodontal tissue destruction. Some inflammatory
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biomarkers such as IL-17, TNFa, MMPs, RANK, RANKL, OPG have been studied and could
be correlated with the stages of periodontal disease. However, it is unlikely that one
standalone marker could be used as a diagnostic tool (16). A restrict number of studies has
investigated the influence of systemic diseases such as rheumatoid arthritis, bowel disease and
diabetes on salivary cytokines levels in presence of periodontitis and none has been designed
specifically with this objective, consequently it was not possible to precise the local or
systemic influence in salivary cytokines concentrations (16). Little information is available
concerning the cytokines profile in saliva (17) and gingival crevicular fluid (GCF) (18) of
SLE patients and its relation with periodontal status. For instance, the total amount of IL-18
and IL-18 in GCF were decreased in SLE patients when compared to controls (18) and the
levels of IL-6 and IL-1B in saliva were also lower in SLE individuals with inflamed
periodontal sites compared to healthy controls with similar periodontal condition (17).
Considering contradictory results on the complex link between of SLE and CP, the evaluation
of salivary cytokines and periodontal condition might contribute to identify markers of
periodontal destruction and to define possible correlations with SLE activity or damage.
Herein, this study evaluated the production of salivary cytokines in SLE patients and its

relationship with periodontal parameters and SLE activity and damage.

MATERIALS AND METHODS
Subjects

A total of 336 patients diagnosed with SLE and with a regular follow-up at the
Rheumatology Outpatient Clinic of the Medical School Hospital of Universidade Federal de
Minas Gerais were initially evaluated. Seventy SLE patients with at least 18 years and with at
least eight erupted teeth were included in the present study. Exclusion criteria were: other

rheumatic diseases (except from secondary Sjogren Syndrome), CP treatment in the former 6
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months, presence of orthodontic appliances, use of antibiotics in the last 3 months, chronic
kidney disease requiring dialysis or after kidney transplantation, pregnancy, lactation and
neoplasia diagnosis in the last 5 years. Medical records of SLE patients were reviewed in
order to collect information about the disease and medication. The SLE activity and damage
were evaluated through Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2000
(SLEDAI-2K) (19) and Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American
College of Rheumatology Damage Index (SDI) (20), respectively. The cumulative dose of
corticoids (mg/prednisone) was calculated and current use of corticoids, antimalarials and
immunosuppressants were determined.

Seventy individuals, with no clinical evidence of rheumatic diseases, matched for
age, gender, self-referred color, educational level and monthly income with SLE patients,
comprised the control group. They were randomly selected from a population with
socioeconomic and educational backgrounds similar to SLE patients, recruited among staff
and escorts of patients from Faculty of Dentistry and Clinics Hospital and with no dental
complaints. All participants signed a written informed consent. This study was approved by
Institutional Ethics Committee for Human Studies (CAAE: 03128012.0.0000.5149/2012).
Assessment of periodontal parameters

Both groups were submitted to periodontal examination of full mouth using a
periodontal probe (Hu-Friedy, PCP 15, North Carolina University, Chicago, Illinois, USA).
Probing depth (PD), clinical attachment loss (CAL) and bleeding on probing (BP) were
determined. Four measures were noted for each tooth (mesial, distal, lingual and buccal) (1).
A site was considered a concomitant site (CS) when exhibited bleeding upon probing and PD
> 4mm. Plaque index (PI) (21) was also assessed to verify oral hygiene. Two trained and
calibrated examiners (JDC and SMSM) performed the periodontal examination. CP was

defined as > 2 interproximal sites with CAL > 3 mm, and > 2 interproximal sites with PD > 4
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mm (not on same tooth) or one site with PD > 5 mm (1).
Saliva collection and processing

Saliva samples were obtained under stimulated conditions before the periodontal
examination as described elsewhere (22). The patients were instructed to wash their mouth
with filtered water before collection. During 5 minutes, they were asked to chew a
hyperboloid, spitting the whole produced saliva into a 50 mL sterile falcon tube. The salivary
flow was determined dividing the total volume of saliva collected by five (mL/min). The
samples were centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes and 4°C. The supernatants were
collected and diluted (1:1) in a phosphate-buffered saline solution (0.4 mM NaCl and 10 mM
NaPO4, pH7.4), containing protease inhibitors (0.1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 0.1
mM benzethonium chloride, 10 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.01 mg/ml aprotinin A
and 0.05% Tween-20) and frozen at -80°C until analysis.
Cytokines analysis

The concentrations of the cytokines IL-33, RANK, OPG and MMP2/TIMP2 were
measured in stimulated saliva by sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
using commercially available kits (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). The assay was
performed according to the manufacturer’s instructions. The concentrations of the cytokines
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFNy and TNFa were also measured in stimulated saliva by
Cytometric Bead Array (CBA) employing a BD™ CBA Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit
(Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences, San Diego, Calif.) and were analyzed on
a BD FACSCalibur flow cytometer (Becton, Dickinson and Company). The concentrations of
cytokines were measured using a standard curve according to the manufacturer's guidelines.
The results were expressed as picogram of cytokine per mL of saliva and adjusted by

stimulated salivary flux (picogram per mL™" of saliva).
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Statistical analysis

Normal distribution of the variables was tested using Kolmogorov-Smirnov test. Chi-
square test and Mann-Whitney’s test were used to verify if SLE and control groups were
correctly matched. Kruskal-Wallis test was applied to analyze the differences in cytokines
concentrations and clinical data between SLE and control groups, subdivided according the
presence (CP) or absence (non-CP) of CP. Mann Whitney test with Bonferroni correction was
used to verify where was the difference when the groups were compared two by two. Mann
Whitney’s test was applied to compare the distribution of cytokines levels between SLE
patients that currently used and did not use corticoids, antimalarial or immunosuppressant
medication. Spearman’s correlation analysis was used to investigate a potential correlation
among variables. Posteriorly, linear regression models were designed to determine the most
significant associations among SLE variables (CPR, C3, C4, ESR, cumulative dose of
corticoids, SLEDAI-2K, SDI and age) and parameters of periodontal destruction (PD, CAL,
BP, CS and missing teeth). Linear regression models were also constructed to evaluate the
interference of periodontitis and SLE chronicity and activity parameters in the levels of IL-6,
IL-17A and IL-33 cytokines in saliva of SLE patients. The criterion adopted to include the
variables in each model was p<0.2. Significance level was determined as p<0.05. All
statistical evaluations were performed with SPSS software (version 20.0 for Macintosh; IBM,

Armonk, NY, USA).

RESULTS

The demographic, laboratorial, clinical and periodontal characteristics of the studied
population are presented in Table 1. Among SLE patients, few subjects presented SLE
activity: SLEDAI-2K > 10 (n=11, 15.7%); serositis (n=3, 4%); skin (n=15, 21%); nephritis

(n=11, 15.7%), CNS (n=1, 1.4%), arthritis (n=5, 7%). CP frequency and periodontal
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parameters were similar when comparing SLE and controls. The plaque index was
significantly higher among SLE individuals (p=0.030). SLE and control groups were
subdivided, according to the presence or absence of CP into: control/CP, control/non-CP,
SLE/CP and SLE/non-CP groups. With regard to age, SLE/CP subjects were younger than
control/CP individuals (40.09+10.09 vs. 46.67+12.36 years, p=0.009), but they were older
than SLE/non-CP patients (40.09+10.09 vs. 32.29+6.98 years, p=0.002). Control/CP subjects
were also older than control/non-CP individuals (46.67£12.36 vs. 33.65+12.82 years,
p<0.0005) (Table 1).

Salivary levels of IL-6 and IL-17 were significantly higher in SLE/CP group
compared to control/CP group (Figure 1E and H). Otherwise, we observed significantly lower
salivary levels of IL-33 in SLE/non-CP compared to controls/non-CP (Figure 1G). The
presence of periodontal inflammation significantly increased the levels of IL-6, IL-17A and
IL-33 in saliva of SLE patients compared to SLE/non-CP (Figure 1E, G and H). No
significantly differences were seen comparing the concentrations of IL-2, INFy, TNFa, IL-4,
IL-10, MMP2/TIMP2, RANK and OPG between the groups (Figure 1).

Table 2 shows the correlations between SLE variables and periodontal parameters.
Positive correlations were observed between periodontal destruction (PD, CAL, CS and
missing teeth) and SLE duration (p=0.016, p=0.003, p=0.024 and p=0.006 respectively).
Cumulative dose of corticoids correlated with PD (p=0.021) and CS (p=0.011). The SLE
index of damage (SDI) was positively correlated with two measures of periodontal damage
(CAL and missing teeth, p<0.05). Additionally, missing teeth positively correlated with PD
(rho=0.359, p=0.002), CAL (rho=0.555, p<0.0005), BP (rho=0.0307, p=0.010) and CS
(rho=0.429, p<0.0005).

Table 3 presents the correlation between salivary cytokines, periodontal condition

and SLE parameters of activity and damage. Salivary cytokine levels showed no correlation
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with periodontal parameters, SLEDAI-2K, the different subsets of SLE activity, SDI and
cumulative dose of corticoids. There was no difference in salivary concentrations of all dosed
cytokines between SLE patients that were or not under corticoids, antimalarial or
immunosuppressive therapy at the moment of data collection (p>0.05).

After multivariate analysis, the cumulative dose of corticoids was the SLE variable
that remained associated with the highest number of periodontal destruction parameters such
as PD (p=0.001), CAL (p=0.021) and CS (p=0.005) Regarding cytokines, salivary
concentration of IL-33 was positively associated with SLEDAI-2K (p=0.009). IL-6 and IL-

17A presented no correlation with periodontitis and SLE parameters.

DISCUSSION

The main findings of this study are summarized as follows: 1) SLE patients with
chronic periodontitis presented increased salivary concentration of IL-6 and IL-17A than
respective controls; 2) positive correlations were seen between SLE parameters (SLE
duration, cumulative dose of corticoids and SDI) and periodontal parameters (PD, CAL, CS
and missing teeth); 3) the cumulative dose of corticosteroids correlated with periodontal
damage and increased salivary levels of IL-33 were associated with high SLE activity in
linear regression models 4) frequency and severity of CP were similar in SLE and control
groups, but periodontitis seemed to affect SLE individuals earlier.

SLE is an autoimmune disease in which cytokines play a significant role priming the
immune system (23). This mechanism might contribute for exacerbated periodontal
inflammation triggering earlier periodontitis observed in SLE individuals. Moreover, chronic
periodontal inflammation might induce systemic effects (4—7) that in turn can perpetuate

inflammatory response increasing SLE damage.
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Increased salivary levels of IL-17A were observed in SLE patients with periodontitis.
TH17-cells play a central role in the pathogenesis of autoimmune diseases and IL-17,
specifically, amplifies the immune response in SLE by increasing the production of
autoantibodies by B cells contributing to injury of target organs (24). Consistently, plasma
levels of IL-17A were positively correlated with SLEDAI and poor prognosis in SLE
nephritis (23). Therefore, this cytokine is emerging as potential therapeutic target for SLE
treatment (24). The elevated concentration of IL-17A in saliva of SLE patients with
periodontitis might suggest periodontium as SLE target structure. In line with these results,
IL-17A has been detected at SLE target organs including central nervous system, skin and
kidney (25,26) IL-17A also plays an important role in the pathogenesis of periodontitis,
mainly affecting osteoclastogenesis and neutrophil recruitment to periodontal sites (27).

We also observed an increase of IL-6 in saliva of SLE patients with periodontitis. IL-
6 participates in the differentiation process of naive T cells into TH-17 cells and promotes
activation and/or differentiation of macrophages, neutrophils, T cells and B cells that are
involved in SLE systemic auto-immunity (28). High levels of IL-6 were identified in serum of
SLE patients and correlated with SLEDAI (29). Besides its systemic effects, IL-6 also
mediates local inflammation in lupus nephritis, cardiopulmonary complications,
neuropsychiatric problems and joint damage (30,31). Accordingly, IL-6 might be a link
between systemic disease and local inflammation and a potential marker of periodontitis
activity. Indeed, IL-6 is a key molecule for alveolar bone resorption and connective tissue
destruction (32) and subjects with periodontitis present higher levels of IL-6 in serum, saliva
and GCF than healthy controls (33).

In our study, periodontitis increased the salivary concentration of IL-33 in SLE
patients. Although experimental studies indicated that IL-33 plays a role in periodontal

disease (34,35), clinical studies failed to prove that IL-33 concentration was increased in
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GCF, saliva and serum of patients with periodontitis (36,37). Furthermore, the precise
function of IL-33 in SLE pathogenesis remains unclear (38). A study reported that SLE
patients and healthy volunteers showed similar concentration of IL-33 in serum (39). On the
other hand, another study found that IL-33 serum concentration was significantly increased in
SLE patients compared to healthy controls (40). Additionally, the serum levels of IL-33
correlated with inflammatory markers (ESR and CRP) in SLE patients, but no association of
serum levels of IL-33 and SLEDAI was found, suggesting that IL-33 may have a role in acute
phase of SLE, but could not reflect the entire progression of this disease expressed through
SLEDALI (40). In the present study, all SLE patients were under treatment for approximately
11.29 (£7.55) years and most of them did not present high SLE activity what could explain
reduced levels of IL-33 in saliva of SLE/non-CP patients and no difference between SLE/CP
and control/CP group. However, after multivariate analysis, salivary IL-33 levels correlated
exclusively with SLEDAI-2K suggesting that lupus activity interfered with IL-33
concentration in oral cavity and that IL-33 might be a link between two diseases.

The other cytokines analyzed (IL-2, INF-y, TNF-o, IL-4, IL-10, MMP2/TIMP2,
RANK and OPG) did not differ between SLE and controls. Contradictory results were
reported when levels of IFN-y, IL-10, IL-17, IL-1p and IL-4 were measured in saliva of SLE
patients with and without CP. This study failed to identify a significant difference in IL-17
salivary concentrations, but it also found no differences in salivary concentrations of IL-4, IL-
10 and IFN-y between these groups (17).

In the present study, the frequency and severity of CP were similar in SLE and
control groups. Similar to our finding several studies found no difference in some periodontal
parameters of CP severity between SLE and control groups (12,13,15,18,41). However, others
studies showed that some periodontal parameters were less severe (12,13,17,18) or more

severe (12,13,42,43) in SLE group. The truly CP frequency in SLE is debatable in the



53

literature with a wide range of variability, probability due to methodological issues, such as
application of different criteria for CP diagnosis and sample recruitment (1,11). We verified
that CP occurred earlier in SLE patients in accordance with previous results (15). SLE
patients have high risk to infections due to frequent use of immunosuppressive medications
and reduced host resistance (44). It is possible that the long-term therapy with corticoids has
contributed to anticipate the onset of CP and increase of periodontal destruction since
corticoids reduce the immune response and consequently the control of periodontal
pathogens. Thus, increased bacterial load at periodontal sites resulted in high damage of
periodontal structures at younger ages (45). Indeed, in our study, we found that cumulated
dose of corticoids was associated with periodontal damage in a multivariate model.

Possible limitations of the present study are its transversal design and the SLE
population evaluated, with long-lasting disease, low SLEDAI-2K and frequent cumulative
damage, as evaluated by SDI score grater than 1 in half of patients. A longitudinal study in
which individuals were followed just after SLE diagnosis, for monitoring periodontal
condition and salivary cytokines would produce substantial information about disease
progression and onset biomarkers. It is particularly important considering that SLE patients
have early periodontitis compared to control subjects. Furthermore, we found that the number
of missing teeth positively correlated with worse periodontal parameters suggesting that
periodontitis might to contribute to early dental loss in SLE patients. Interestingly, CAL and
missing teeth were correlated with SLE damage indicating a progressive deteriorated
periodontal condition as SLE outcome. Therefore, SLE subjects need to be referred for
periodontal treatment just after diagnosis.

To our knowledge this is the first study that analyzed the association between salivary
cytokines, periodontal status and SLE parameters. In conclusion, despite the similar frequency

and severity of CP in SLE and control subjects, CP occurs earlier in SLE subjects. It is
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possible that the long-term therapy with corticoids have contributed with increased
periodontal destruction in SLE patients. Moreover, the increased levels of IL-6, IL-17A and
IL-33 in saliva of SLE subjects with CP suggest possible pro-inflammatory pathways
amplification in this group of patients, in particular for IL-33 that was correlated with SLE

activity in multivariate model.
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Table 1 Demographic, laboratorial, clinical and periodontal characteristics of study subjects

Control SLE
p
(n=70) (n=70)
Females 56 (80%) 63 (90%) 0.098
Age (years) mean (£SD) 40.9 (+14.07) 37.41 (£9.82) 0.200
Self-referred color
30 (43%) /40 (57%) 19 (27%) /51 (73%)  0.051
(White/No White) (%)
Educational level (years
11 (0-17.00) 11 (3.00-18.5) 0.150
of study) (min-max)
Income (minimum wage)
3.00 (1.00-11.00) 3.00 (0.30-20.00) 0.110
(min-max)
Diabetes Mellitus (%) 1 (1.4%) 4 (5.7%) 0.370
Smokers (%) 7 (10%) 7 (10%) 1.000

SLE duration (years)
Cumulative dose of
corticoid
(mg/prednisone)
Current use of corticoids
Current use of
antimalarial

Current use of
immunosuppressant
SLEDAI-2K (min-max)
SDI (min-max)

C3 (mg/dL) (£SD)

11.29 (+7.55)

37741.89

(£27054.99)

58 (82.9%)

43 (61.4%)

55 (78.6%)

4.00 (0.00-18.00)
0.00 (0.00-4.00)

96.60 (£26.93)



C4 (mg/dL) (min-max)
ESR (mm/h)(min-max)

CRP (mg/dL) (min-max)

18.85 (4.00-57.00)
22.00 (0.00-110.00)

5.80 (0.00-87.90)

Missing teeth (min-max) 2.00 (0.00-20.00) 2.50 (0.00-18.00) 0.740
Stimulated sialometry

2.00 (0.5-5.0) 1.65 (0.20-5.00) 0.110
(mL/min) (min-max)
Plaque Index (min-max) 0.58 (0-3.00) 0.75 (0.04-2.20) 20.030
Periodontitis (%) 39 (56%) 46 (66%) 0.230
PD (mm) (min-max) 1.93 (1.29-4.42) 1.89 (1.3-3.17) 0.970
CAL (mm) (min-max) 2.01 (1.32-5.44) 2.09 (1.42-4.18) 0.610
BP (% sites) (min-max) 8.65 (0.00-38.00) 8.33 (0.00-47.00) 0.790
CS % sites (min-max) 0.00 (00.00-38.00) 0.00 (0.00-15.00) 0.740

* Values are expressed as mean (£SD) for normal variables and median (min-max) for non-
normal variables. Control: subjects without systemic lupus erytematosus or other rheumatic
diseases SLE: systemic lupus erytematosus subjects, SLEDAI-2K: Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index 2K, SDI: Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/American College of Rheumatology Damage Index for Systemic Lupus
Erythematosus, PD: probing depth, CAL: clinical attachment loss, BP: sites with bleeding
upon probing, CS: concomitant sites (with bleeding upon probing and PD > 4mm). Chi-
square test and Mann Whitney test were used to analyze the statistical differences between the

groups (p<0,05).

aStatistical significance difference when compared controls with SLE patients



Table 2 Correlation between SLE variables and periodontal parameters (rho values)

PD CAL Missing
BP CS
mean mean teeth
(% sites) (% sites)

(mm) (mm) (number)
Age (years) mean (£SD) 0.194 40.475 0.076 40.277 20.621
SLE duration (years) 40.288 40.350 0.076 40.269 20.326
Cumulative dose of
corticoids 40.276 0.220 0.172 40.301 0.121
(mg/prednisone)
SLEDAI-2K 0.136 0.168 -0.079 -0.008 -0.039
SDI 0.186 40.257 0.073 0.115 20.371
C3 (mg/dL) (£SD) -0.054 -0.073 0.091 -0.003 0.011
C4 (mg/dL) (min-max) 0.037 0.018 0.031 0.053 0.027
CRP (mg/dL) (min-max)  0.079 0.078 -0.217 -0.077 -0.015

63

§ PD: probing depth, CAL: clinical attachment loss, BP: sites with bleeding upon probing, CS:

concomitant sites (with bleeding upon probing and PD > 4mm). SLEDAI-2K: Systemic

Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2K, SDI: Systemic Lupus International

Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index for Systemic Lupus

Erythematosus. Spearman’s correlation coefficient (rho values). *Statistically significant

correlation (p<0.05).
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Table 3 Correlation between salivary cytokines levels and periodontal, laboratorial and

clinical parameters in SLE subjects (rho values)

MMP2
IL-2 IFNy TNFa 1L-4 IL-6 IL-10 IL-33 IL-17A RANK OPG
TIMP2

PD mean

0.009 -0.009 -0.010 0.058 0.209 0.037 0.166 0.055 0.038 0.130 0.028
(mm)
CAL mean

0.011 -0.015 0.053 0.054 0.195 0,033 0.171 0.107 -0.005 0.126 0.042
(mm)
BP (% sites) 0.128 0.011 0.081 0.146 0.146 0.149 -0.116 0.166 -0.047 0.185 0.073
CS (% sites) 0.041 -0.023 0.066 0.118 0.118 0.088 0.035 0.118 -0.122 0.094 0.032
C3 (mg/dL) -0.126 -0.141 -0.151 -0.092 -0.124 -0.087 -0.214 -0.106 -0.140 %.0.261 -0.052
C4 (mg/dL) -0.028 0.004 -0.008 0.004 -0.005 0.030 0.006 -0.084 -0.101 -0.107 -0.030
SLEDAI-2K 0.115 0.066 0.171 0.098 0.107 0.098 0.199 0.135 0.109 0.131 -0.022
SDI -0.014 -0.014 0.051 0.022 0.171 0.006 -0.044 -0.026 0.046 0.134 0.148
Cumulative
dose of

-0.161 -0.177 -0.064 -0.143 0.069 -0.124 -0.158 0.017 -0.182 0.118 0.018
corticoids
(mg/prednisone)

%

™ Spearman’s correlation coefficient (rho values). Statistically significant correlation

(p<0.05).
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FIGURE LEGEND

Fig 1. Concentration of IL-2 (A), INFy (B), TNFa (C), IL-4 (D), IL-6 (E), IL-10 (F), IL-33
(G), IL-17A (H), MMP2/TIMP2 (I), RANK (J) and OPG (K) in saliva of study subjects.
Control: subjects without systemic rheumatic diseases, SLE: systemic lupus erytematosus
subjects, Non-CP: subjects without chronic periodontitis (CP), CP: subjects with CP.
#statistically different compared to non-CP subjects within the same group. *Statistically
different compared to controls with the same periodontal condition. p<0.05, Kruskal- Wallis

and Mann-Whitney’s test.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, os pacientes com LES e PC apresentaram
concentragbes salivares de IL-6 e IL-17 significativamente mais altas do que as
apresentadas pelos seus respectivos controles (controle/PC e LES/sem PC).
Observou-se uma correlagao positiva entre os parametros de dano do LES (tempo
de doencga, dose acumulada de corticoides e SDI) e parametros periodontais (PS,
CAL, SC e dentes perdidos). A dose acumulada de corticoides se correlacionou
positivamente com a destruicdo dos tecidos periodontais, enquanto que o aumento
nos niveis de IL-33 na saliva associou-se com maiores niveis de atividade do LES,
apos aplicagdo de modelos multivariados de regressao linear. Nado houve diferenga
estatisticamente significante quanto a frequéncia e gravidade da PC quando os
grupos de pacientes com lupus e sem lupus foram comparados, no entanto a PC
parece acometer de maneira mais precoce os pacientes com LES.

As citocinas exercem um importante papel na patogénese do LES, pois sédo
capazes de primar o sistema imune (OHL; TENBROCK, 2011). Esse mecanismo
pode ter contribuido para exacerbar a inflamagao periodontal, fazendo com que os
individuos com LES desenvolvessem a PC em idade inferior quando comparados
aos individuos sem LES. Além disso, a inflamacdo cronica das estruturas
periodontais tem potencial para produzir efeitos sistémicos (FABBRI et al., 2014;
LINDEN; HERZBERG; WORKING GROUP 4 OF THE JOINT EFP/AAP
WORKSHOP, 2013; SANZ; KORNMAN; WORKING GROUP 3 OF JOINT EFP/AAP
WORKSHOP, 2013; TONETTI; VAN DYKE; WORKING GROUP 1 OF THE JOINT
EFP/AAP WORKSHOP, 2013) que podem, por sua vez, contribuir para a
manutengao do processo inflamatério, aumentando o dano provocado pelo LES.

Os pacientes com LES e PC apresentaram aumento dos niveis salivares de
IL-17A. As celulas Th17 exercem papel central na patogénese das doengas auto-
imunes, visto que a IL-17 amplifica a resposta imune no LES ao contribuir para o
aumento da producdo dos anticorpos pelos linfécitos B que, por sua vez apéds a
inflamacgéo sistémica, favorecem o dano de 6rgéos alvo (LI et al., 2015). Niveis
plasmaticos aumentados de IL-17A também se correlacionaram positivamente com
o SLEDAI e com um prognostico desfavoravel para nefrite lupica (OHL; TENBROCK,
2011). Desta forma, a IL-17A tem emergido como um potencial alvo terapéutico no
tratamento do LES (LI et al., 2015). A concentracao elevada de IL-17A encontrada
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na saliva dos pacientes com LES e PC sugere o periodonto como uma possivel
estrutura alvo do LES, visto que outros estudos também detectaram altas
concentragdes de IL-17A em orgaos ja considerados alvo do LES, como € o caso do
sistema nervoso central, da pele e do rim (LU et al., 2010; TANASESCU et al., 2010;
WANG et al., 2010). A IL-17A também possui importante fun¢gdo na patogénese da
PC, interferindo, principalmente, na osteoclastogénese e no recrutamento de
neutroéfilos para os sitos com inflamacgéo periodontal (ZENOBIA; HAJISHENGALLIS,
2015).

Os pacientes com LES e PC também apresentaram aumento dos niveis
salivares de IL-6. A IL-6 participa do processo de diferenciacdo das células T naive
em células Th17 e promove a ativagdo e/ou diferenciacdo de macroéfagos,
neutrofilos, células T e células B envolvidos no processo de autoimunidade sistémica
caracteristico do LES (JACOB; STOHL, 2011). Niveis elevados de IL-6 foram
identificados no soro de pacientes com LES e se correlacionam positivamente com o
SLEDAI (CHUN et al., 2007). Além de seus efeitos sistémicos, a IL-6 medeia a
inflamacgéo local que ocorre na nefrite (ESPOSITO et al., 2009), complicagdes
cardiopulmonares (FURUYA,; SATOH; KUWANA, 2010), problemas
neuropsiquiatricos (FRAGOSO-LOYO et al., 2013) e danos articulares associados
ao LES (BALL et al., 2014). Consequentemente, a IL-6 pode ser considerada um elo
entre a doencga sistémica (LES) e a inflamacéo local (PC), além de um marcador em
potencial da presenca de inflamagao periodontal no LES. De fato, a IL-6 € uma
molécula chave para a reabsorgédo dssea alveolar e destruicdo de tecido conjuntivo
(NIBALI et al., 2012), sendo que individuos com PC apresentam niveis mais
elevados de IL-6 no soro, saliva e CGF quando comparados a controles
periodontalmente saudaveis (KOBAYASHI; YOSHIE, 2015).

No presente estudo, a presencga de PC nos pacientes com LES aumentou a
concentragéo salivar de IL-33 em relagdo ao grupo de pacientes com LES/sem PC.
Embora estudos experimentais tenham apontado que a IL-33 esta envolvida na
inflamac&o periodontal (KOSEOGLU et al., 2015; MALCOLM et al., 2015), estudos
clinicos nao obtiveram éxito em comprovar que pacientes com periodontite
apresentavam concentragdes aumentadas de IL-33 no CGF, saliva ou soro
(BUDUNELI; OZCAKA; NALBANTSOY, 2012; SAGLAM et al., 2016). Além disso,
ainda nao esta claramente definido qual € o papel da IL-33 na patogénese do LES
(WANG, SONG et al.,, 2012). Um estudo concluiu que pacientes com LES e
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voluntarios saudaveis apresentaram concentragdes similares de IL-33 no soro (MOK
et al., 2010). Em contrapartida, outro estudo encontrou que a concentragéo seérica de
IL-33 estava significativamente aumentada em pacientes com LES quando
comparados a controles saudaveis (YANG et al., 2011). Além disso, apesar dos
niveis séricos de IL-33 em pacientes com LES terem se correlacionado com
marcadores inflamatérios como VHS e PCR, n&o foi encontrada associacéo entre os
niveis séricos dessa citocina e o SLEDAI desses pacientes, sugerindo que a IL-33
possa estar relacionada com a resposta inflamatéria aguda no LES, mas néao
consegue refletir a progressao completa do LES quantificada pelo SLEDAI (YANG et
al., 2011).

Neste estudo, o grupo de pacientes portadores de LES ja estava em
tratamento por um tempo médio de 11,29 (£7.55) anos, sendo que a grande maioria
deles n&do apresentava alta atividade do LES no momento da coleta dos dados da
pesquisa, SLEDAI-2K > 10 (n=11, 15,7%). Isso poderia justificar a presenga de
niveis reduzidos de IL-33 na saliva dos pacientes com LES e PC que participaram
do estudo. No entanto, apds a analise multivariada, verificou-se que os niveis
salivares de IL-33 correlacionaram-se, exclusivamente, com o SLEDAI-2K,
sugerindo que a atividade do LES possa ter interferido na concentragdo salivar de
IL-33 e que esta citocina possa ser um elo entre LES e PC. As outras variaveis que
fizeram parte do modelo da IL-33 (idade, presenga de PC, PS média, CAL médio,
meédia de dentes perdidos e dose acumulada de corticoide) apresentaram p < 0,20
na analise bivariada, mas ndo se correlacionaram com os niveis salivares de IL-33
no modelo multivariado.

Os outros modelos multivariados construidos para IL-6 (variaveis incluidas:
presenca de PC, PS média, CAL médio, média de dentes perdidos, SLICC e PCR) e
IL-17A (variaveis incluidas: presenga de PC, indice de placa, PCR e % sitios SS)
nao mostraram associagado entre a concentragdo dessas citocinas na saliva e as
variaveis dos modelos criados.

Os niveis salivares das outras citocinas analisadas (IL-2, INF-y, TNF-q, IL-4,
IL-10, MMP2/TIMP2, RANK e OPG) nao apresentaram diferenga estatisticamente
significantes entre os grupos de pacientes com LES e sem LES. Resultados
contraditorios foram encontrados quando niveis de IFN-y, IL-10, IL-17, IL-183 e IL-4
foram dosados na saliva de pacientes lupicos com e sem PC (MARQUES et al.,

2016). Esse ultimo estudo ndo sé ndo conseguiu identificar diferenga significativa
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entre as concentragdes salivares de IL-17, como também n&o encontrou diferengas
entre os niveis salivares de IL-4, IL-10 e IFN-y (MARQUES et al., 2016).

A frequéncia e gravidade da PC foram semelhantes nos grupos com LES e
controle, validando estudos que também n&o encontraram diferengas entre alguns
parametros de gravidade periodontal quando grupos de pacientes com LES foram
comparados a controles saudaveis (AL-MUTAIRI et al., 2015; CALDERARO et al.,
2017; FIGUEREDO et al., 2008; KOBAYASHI et al., 2003, 2007). No entanto, alguns
estudos identificaram paramentros periodontais menos graves (FIGUEREDO et al.,
2008; KOBAYASHI et al., 2003, 2007; MARQUES et al., 2016) ou mais graves no
grupo de pacientes com LES (FERNANDES et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2003,
2007; WANG, CHEN-YING et al., 2015). Neste trabalho, a frequéncia de PC entre os
pacientes com LES foi alta (66%), mas né&o foi significativamente maior do que a
prevaléncia de PC no grupo controle (56%). A literatura cientifica ndo € conclusiva a
respeito da prevaléncia de PC no LES, pois os trabalhos publicados possuem
prevaléncias diversas. A variabilidade na prevaléncia de PC pode ser atribuida a
problemas metodoldgicos, como a aplicagdo de diferentes critérios para o
diagnostico de PC e viés no recrutamento de amostras (CALDERARO et al., 2016;
EKE et al., 2012).

E interessante ressaltar que 90% do grupo de pacientes com LES foi
composto por mulheres, reforcando os dados da literatura que identifica que essa
doenga acomete mais individuos do género feminino (NAKASHIMA et al., 2011,
VILAR; RODRIGUES; SATO, 2003). Pudemos observar também que a média de
idade dos pacientes com PC no grupo com LES foi menor do que a encontrada no
grupo de pacientes sem LES, sugerindo que o desenvolvimento da PC possa ter
sido antecipado pela atividade do LES ou mesmo pelo efeito de seu tratamento,
conforme ja foi discutido em trabalho anterior (CALDERARO et al., 2017). Sabe-se
que os pacientes portadores de LES possuem alto risco para infec¢des, devido ao
uso frequente de medicamentos imunossupressores e menor resisténcia do
hospedeiro (YOUSSEF; NOVOSAD; WINTHROP, 2016). Portanto, acredita-se que a
terapia de longo prazo com corticoides possa ter contribuido para antecipar o
aparecimento da PC, assim como para um maior comprometimento periodontal
desses pacientes, uma vez que os corticoides reduzem a resposta imunologica
necessaria para controle dos patdgenos periodontais. Assim, o aumento da carga
bacteriana periodontopatogénica e, até mesmo, a simples disbiose da microbiota
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subgengival podem ter sido responsaveis pelo maior dano das estruturas
periodontais em idade mais precoce (CORREA et al., 2017; JENTSCH; MARZ;
KRUGER, 2013). O presente trabalho sustenta essa hipétese, visto que identificou,
através de analise multivariada, associagao entre a dose acumulada de corticoides e
o dano periodontal. Para tal foi construido um modelo multivariado para cada
parametro clinico de avaliagao periodontal utilizado na pesquisa (PS média, CAL
meédio, % sitios SS, % sitios SC) e para média de dentes perdidos. Nessa analise,
cada parametro periodontal foi incluido no modelo multivariado juntamente com as
variaveis relacionadas com o LES que apresentaram p < 0,20 na analise bivariada
(Idade, tempo de diagnéstico, SLEDAI-2K, SLICC, PCR, C3, C4, dose acumulada
de corticoide).

Esse € o primeiro estudo que analisou a associagao entre os niveis de
citocinas na saliva de pacientes com LES e sua relagdo com o status periodontal e
parametros de atividade e dano do LES. E importante considerar ainda que os
pacientes com LES manifestaram a PC em idade menor do que os individuos sem
LES e que o numero de dentes perdidos se correlacionou positivamente com a
piores parédmetros periodontais, sugerindo que a PC possa ter contribuido para
perda dental precoce dos pacientes com LES. Essa hipdtese é reforgada pelo fato
de que, dentre os pacientes excluidos do estudo, 31% deles foram excluidos por
terem menos de oito dentes em boca (CALDERARO et al., 2017; CORREA et al.,
2017). E claro que n&o se pode afirmar que a perda dentaria desta amostra esteja
relacionada, exclusivamente, com a atividade da PC, mas também nado se pode
deixar de considerar sua possivel interferéncia. Curiosamente, a perda de insergao
periodontal média e a média de dentes perdidos também se correlacionaram com o
aumento do indice de dano causado pelo LES, sugerindo que o dano periodontal
possa ser considerado uma complicagdo agravada pela presenga do LES. Desta
forma, aconselha-se que individuos diagnosticados com LES sejam encaminhados
para avaliagao e tratamento periodontais imediatamente apds o diagndstico.

Os resultados desse estudo devem ser avaliados com cautela em fungao de
suas possiveis limitagdes. Dentre elas, cabe considerar aquelas relativas ao tipo de
desenho de estudo utilizado, transversal com comparag¢ao entre dois grupos, que
ndo permite conclusdes definitivas sobre causalidade entre PC e LES. E preciso
considerar ainda que a populacgao incluida foi selecionada por conveniéncia, visto

que o calculo amostral previu uma amostra extremamente grande e que superava
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muito o numero total de pacientes atendidos no Ambulatério de Reumatologia do
HC-UFMG. Outra limitacdo do estudo abrange algumas caracteristicas da amostra
de pacientes com LES, que apresentava longo tempo de doenga, baixo SLEDAI-2K
(mediana de 4) e maior frequéncia de dano acumulado, ja que metade dos pacientes
apresentou SDI maior do que 1. Entretanto, € importante reforcar que, apesar das
limitacdes do estudo, a amostra avaliada reflete as caracteristicas de uma populagao
de pacientes com LES que recebe assisténcia em servigos universitarios
especializados em Reumatologia.

A realizagdo de estudos longitudinais, em que pacientes com diagndéstico
recente de LES sejam monitorados quanto a condigdo periodontal e niveis de
citocinas salivares podera fornecer informacdes sobre a progressdo da PC
associada ao LES e os biomarcadores envolvidos nesse processo. Para tal é preciso
estar atento as questbes éticas desse tipo de estudo, visto que, uma vez
diagnosticada, a PC deve ser tratada. Desta forma os estudos de intervencgao,
envolvendo tratamento periodontal dos pacientes com LES e PC poderia contribuir
para o melhor entendimento da interface entre essas duas doencas e seus

biomarcadores salivares.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo sugerem que na amostra avaliada:

1.

A presengca de PC associou-se com o aumento das concentragdes
salivares das citocinas IL-6, IL-17A e IL-33 nos pacientes com LES, o
que pode indicar uma amplificacdo das vias pro-inflamatérias nos

pacientes portadores das duas doencas.

As concentragbes das citocinas dosadas na saliva dos pacientes com
LES nao se correlacionaram com seus parametros de destruicdo
periodontal e nem com o dano, atividade e caracteristicas de tratamento
do LES.

O maior tempo de duracdo do LES associou-se a piores parametros de
atividade e dano da PC.

O maior dano causado pelo LES ou por seu tratamento associou-se a
piores parametros de dano periodontal.

Terapias prolongadas com corticoides contribuem para maior dano
periodontal em pacientes com LES.
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ANEXO A - Termo de consentimento livre e esclarecido

(lapus eritematoso sistémico)

Estudo: Associagbes Clinicas e Imunolégicas entre Periodontite e Lupus
Eritematoso Sistémico

Nome:

Registro: Data:

Vocé esta sendo convidado a participar desse estudo, pois apresenta um
reumatismo chamado lupus eritematoso sistémico (lupus). O seu reumatismo € uma
doenga autoimune, em que o seu sistema imunoldgico, responsavel por defendé-lo
contra substéncias ou agentes estranhos, passa a funcionar mal e a atacar as
substancias e 6rgados que pertencem a vocé. Sua doenga tem periodos em que ela
pode estar melhor (inativa), intercalados com periodos em que ela pode estar pior e
provocar maiores alteragdes em diversas partes de seu organismo (atividade). O uso
de diversos medicamentos pode ser necessario para o seu tratamento, que também
inclui realizagdo periodica de exames de sangue e urina, visitas regulares ao
reumatologista e realizagdo de exames de imagem, como radiografias, quando
indicados. A avaliagado da presenca de atividade ou lesdes crénicas (cicatrizes) de
sua doenca depende dos exames de sangue e da avaliagdo clinica do seu médico
reumatologista, mas hoje ha uma série de questionarios que permitem uma melhor
avaliacdo, tanto da atividade quanto da presenca de lesbes provocadas por seu
reumatismo. A ocorréncia de doenga periodontal, que € uma doenga da gengiva e
das estruturas que sustentam os dentes, pode ser mais frequente em pacientes com
0 seu reumatismo. Quando ela ndo é tratada rapidamente, pode levar a infecgoes na
boca e a perda de dentes. A doenca periodontal decorre de uma infeccdo da
gengiva e outras estruturas que mantém o dente em boca e também envolve a
alteragdes do sistema imunologico. Seu diagnostico depende da avaliagao feita por
um dentista com realizacdo de medidas clinicas que avaliam a localizagdo dos
dentes, a presencga de alteragdes em sua fixacado e a perda de dentes. Desejamos
estudar, nos pacientes que como vocé, apresentam lupus e fazem seu tratamento

no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, a presenga e a
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gravidade da doenga periodontal. Desejamos também avaliar se a doencga
periodontal tem algum efeito sobre o seu reumatismo.

Para realizar este estudo, vocé, em dia de consulta regular para o tratamento e
acompanhamento do seu lupus, sera convidado a participar dele. Se vocé concordar
em participar, sera realizada uma consulta usual com médico reumatologista (no
caso eu, Débora Cerqueira Calderaro, pesquisadora deste estudo), que incluira seu
exame clinico, conferéncia dos exames laboratoriais de seguimento usual, aplicagao
de questionarios para avaliacédo de atividade da doenga e encaminhamento para
uma avaliagcdo odontolégica. Durante avaliagdo odontologica, sera realizada
avaliacao bucal com objetivo de avaliar toda sua boca. Sera coletado um pouco de
sua saliva quando vocé mastigara uma borrachinha e recolhera sua saliva em um
copinho. Também passaremos em suas bochechas escovinhas com objetivo de
coletar o material que esta sobre elas. Faremos ainda exame dos dentes e das
gengivas. Finalizando, faremos a coleta de amostras de sangue. No sangue e na
saliva serdo medidas substancias que regulam o sistema de defesa do organismo e
se associam ao seu reumatismo e a doencga periodontal e serdo feitos exames para
avaliara a possivel influéncia de alteragcées genéticas sobre o seu reumatismo e/ou
doenca periodontal. Se vocé tiver a doenca periodontal, vocé sera encaminhado a
ambulatério especializado para o tratamento. O tratamento de seu reumatismo
sofrera alteracdes apenas se necessario, conforme presenca de atividade do mesmo
e julgamento clinico de seu médico.

Os resultados do estudo serdo divulgados através de apresentacdo em congressos
ou publicagdo em revistas médicas ou odontoldgicas e sua identidade ndo sera
divulgada de forma alguma.

As vantagens de participar do estudo incluem a avaliagdo odontolégica para
pesquisa da doenga periodontal, cujo tratamento vai contribuir para a melhoria da
sua saude bucal e pode ajudar no controle e na prevengdo de lesbes de seu
reumatismo. Os exames que serdo realizados podem ainda ajudar a entender
melhor o seu reumatismo e suas possiveis causas.

A principal desvantagem de participar do estudo inclui os desconfortos associados a
avaliacdo pelo dentista e a colher sangue. E importante que vocé entenda que sua
participagdo no estudo é totalmente voluntaria e, em qualquer momento, vocé pode

solicitar que seja retirado dele. Caso vocé ndo concorde em participar dessa
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pesquisa, ou quiser interrompé-la, ndo havera nenhum prejuizo ao seu tratamento e
acompanhamento, os quais continuarao a serem feitos normalmente.

Em caso de duvidas ou se perceber alguma alteragéo diferente, vocé podera fazer
contato com a Dra. Débora Cerqueira Calderaro, médica reumatologista, no telefone
9164-9191, Dra. Santuza Mendonga (telefone 84499390) ou Dra. Joice Corréa
(9206034 3), cirurgias-dentistas.

Declaro que li e entendi o estudo acima descrito e, de livre e espontanea vontade,
concordei em participar dele. Declaro ainda que todas as minhas duvidas foram

prontamente esclarecidas pelas pesquisadoras.

Belo Horizonte, de de

Paciente

Testemunha

Pesquisadoras
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido (controles)

Estudo: Associagbes Clinicas e Imunolégicas entre Periodontite e Lupus
Eritematoso Sistémico

Nome:

Registro: Data:

O lupus eritematoso sistémico é uma doencga autoimune que pode levar a uma série
de alteragées no organismo e tem tendéncia a acontecer mais frequentemente em
uma mesma familia. Ele decorre de um mal funcionamento no sistema de defesa do
organismo, que comega a atacar varias partes do corpo. A doenga periodontal &
uma infecgdo na gengiva e nos tecidos que sustentam os dente, que pode levar a
perda de dentes, mas também a alteragbes do sistema de defesa do organismo
semelhantes as que ocorrem no lupus e em outros reumatismos. Algumas
alteragdes genéticas podem associar-se tanto ao lupus quanto a doencga periodontal.
Desejamos pesquisar, em pacientes com lupus e com doenga periodontal, as
alteragdes no sistema de defesa do organismo e genéticas que podem ocorrer nas
duas doengas e a influéncia de uma doenga sobre a outra. Também desejamos
avaliar pacientes sem nenhuma das duas doengas para comparar os pacientes
doentes com pessoas saudaveis e avaliar se as alteragbes que encontraremos séo
realmente devidas as doencgas, que € o seu caso. Se vocé concordar em participar,
vocé respondera a algumas perguntas sobre o seu estado de saude, colhera uma
amostra de sangue para realizagdo de exames de inflamagdo no sangue e pesquisa
de alteragcbes genéticas, e sera avaliado por um dentista experiente, que pesquisara
a presencga de doenca periodontal. Durante avaliagdo odontoldgica, sera realizada
avaliacdo oral completa para detectar a presenca de doenca periodontal, e sera
coletada saliva, para realizagcdo de exames de inflamac&do. As vantagens de
participar do estudo incluem a pesquisa de alteracbes que podem associar-se ao
risco de desenvolvimento de lupus sistémico e o diagndstico de doencga periodontal.
No caso desses diagnosticos, vocé sera encaminhado para acompanhamento e
tratamento. A principal desvantagem de participar do estudo inclui o desconforto de
colher sangue, realizar o exame odontologico e a coleta de saliva. Os dados do
estudo serdo divulgados em congressos e revistas médicos e odontolégicos, mas
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sua identidade ndo sera revelada em hipétese alguma. E importante que vocé
entenda que sua participacdo no estudo é totalmente voluntaria e, em qualquer
momento, vocé pode solicitar que seja retirado dele. Se vocé nao concordar em
participar nessa pesquisa, ou optar em deixa-la, ndo havera nenhum prejuizo a
realizacdo de tratamento e acompanhamento que venham a ser necessarios. Em
caso de qualquer duvida ou se perceber alguma alteragdo diferente, vocé podera
fazer contato com a Dra. Débora Cerqueira Calderaro, médica reumatologista, no
telefone 9164-9191, ou com a Dra. Santuza Maria S. de Mendonga, cirurgia-dentista,
no telefone 8449-9390.

Declaro que li e entendi o estudo acima descrito e, de livre e espontanea vontade,
concordei em participar dele. Declaro ainda que todas as minhas duvidas foram
prontamente esclarecidas pelas pesquisadoras.

Belo Horizonte, de de

Paciente

Testemunha

Pesquisador
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ANEXO C - Protocolo médico de coleta de dados (ltipus eritematoso sistémico)

Nome:

Registro: Data: I/

Sexo: Data de nascimento: / / Idade:  anos
Escolaridade: anos Cor: B P N
Renda familiar média mensal: salarios — minimos

Escovagdo: _ vezes ao dia Uso de fiodental: __ vezes ao dia
Endereco:

Telefone (s): (__ )
Data do diagnéstico do LES: I
Tempo de doenca:

Critérios diagnésticos do LES
( ) Rash malar ( ) Rash discoide ( ) Fotossensibilidade ( ) Ulceras orais ( ) Artrite

) Serosite () Alteragdes renais ( ) Alteragdes neuroldgicas

(
() Alteracdes hematologicas: A Leuc. Linf. Plag.
() Alteracdes imunologicas:

_ Anti-DNA__ Anti-SM__ ACL-IgG____ ACL-IgM AL VDRL
( )ANA

Comorbidades:
DM HAS Doencga arterial coronariana Hipotireoidismo

Dislipidemia Outras:

Manifestacbes no momento do estudo:

( )Sim ( ) N&o. Lesédo cutanea ativa ( )Sim ( ) N&o. Serosite

( ) Sim ( ) N&o. Vasculite cutanea ( )Sim ( ) N&o. Miocardite
( )Sim ( ) Nao. Nefrite ( )Sim ( ) Nao. Artrite

( ) Sim () Nao. Manif. SNC ativa () Sim( ) Nao. Manif. hematoldgica
Habitos:

Tabagismo: _ Atual ___ Prévio. __ Anos-Maco. Interrupgdo: _ anos/ meses

Etilismo: Atual Prévio. Drinks/semana. Interrupgao: anos/ meses
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Sorologias prévias: Anti-Sm. Anti-DNA. Anti-Ro. Anti-La.

Anti-RNP. FR.

Medicag6es em uso atual (doses):

ACL-IgG:

AL. ANCA.

Prednisona — Antimalarico—__ —Dose: __mg
( )Sim( )N&o( )Uso prévio ( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio
Dose diaria: mg
Dose maxima:
Dose acumulada:
Ciclofosfamida Dose: mg | Ciclosporina Dose: mg
( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio ( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio
Metotrexate Dose mg | Azatioprina  Dose: mg
( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio ( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio
Carbonato de calcio + Vitamina D3 Bisfosfonatos:
Dose: Dose: mg
( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio ( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio
Mofetil Micofenolato Dose: mg
( )Sim ( )N&o ( )Uso prévio

Exames recentes — Data:

Hb: Ht: VCM: _ HCM: LG S L M

E Bast Bas6f  VHS:__ PCR: (VR: )C3: _ (VR:

) C4: (VR ) Anti-DNA quantitativo:

Ureia:  Creat: _ Glicemia:

EUR: Densidade: _ Hemoglobina: _ Proteinas: ___ Leucdcitos:

Epit:__ Pidcitos:_ .Hem:___ .Cilindros:

Proteinuria de 24 h: Clear.Creatinina: (calculado/estimado)

Peso: Kg Altura: m IMC:




SLEDAI-2K

Peso | Score | Descricéao
Convulséo
Psicose

Sindrome cerebral organica

Disturbios visuais

Alteragéo de nervos cranianos

Cefaleia lupica

Acidente cerebrovascular

Vasculite

Artrite

Miosite

Cilindros urinarios

Hematuria

Proteinuria

Pidria

Rash

Alopécia

Ulceras mucosas

Pleurisia

Pericardite

Complemento baixo

Anti-DNA elevado

Febre

Trombocitopenia

= =l =2 NN NN DNNDNN DN DSBS DA P B OO OOf Of COf OO OO OO 00

Leucopenia

Total
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SDI

O dano deve iniciar-se a partir do inicio do lupus sistémico, ser confirmado por
critérios clinicos e estar presente por pelo menos seis meses. A mesma lesdo nao
pode ser pontuada duas vezes.

1. Ocular (qualquer olho, avaliacao clinica)
Catarata 1

Alteracéo retiniana ou atrofia do nervo optico 1

2. Neuropsiquiatrico

Déficit cognitivo (ex. alteragdo de memoria, dificuldade de
calcular, concentragédo prejudicada, dificuldades de linguagem
falada ou escrita, alteragéo da performance) ou psicose maior | 1

Convulsao com terapia por seis meses 1
Acidente vascular cerebral (pontue 2 se > 1) 1 (2)
Neuropatia periférica ou craniana (excluir optica) 1
Mielite transversa 1

3. Renal

Taxa de filtragdo glomerular (estimada ou medida) < 50% 1
Proteinaria 23,5 g/ 24 h 1

ou

Doenca renal terminal (em hemodialise ou com transplante 3
renal)

4. Pulmonar

Hipertens&o pulmonar (Hiperfonese de B2 ou proeminéncia de | 1
ventriculo direito)

Fibrose pulmonar (fisica ou radiografica)

1
Pulm&o encolhido (radiografia)

1
Fibrose pleural (radiografia)

1

Infarto pulmonar (radiografia)




5. Cardiovascular

Angina ou revascularizagao coronaria

Infarto do miocardio (pontue 2 se > 1)

Cardiomiopatia (disfungao ventricular)

Doenga valvular (sopro diastolico ou sopro sistolico > 3/6)

Pericardite por 6 meses ou pericardiectomia

6. Vascular periférico
Claudicagao por 6 meses
Perda tecidual minima (polpa digital)

Perda tecidual significativa (perda de dedos ou membros).
(Pontue 2 se > 1 local)

Trombose venosa com edema, ulceragcéo ou estase

7. Gastrointestinal

Infarto ou resseccgéo intestinal abaixo do duodeno, baco, figado
ou vesicula biliar por qualquer causa (pontue 2 se > 1 local)

Insuficiéncia mesentérica
Peritonite crénica

Estreitamento ou cirurgia no trato gastrintestinal superior

(2)

8. Musculoesquelético
Atrofia ou fraqueza

Artrite erosiva ou deformante (incluir deformidades redutiveis;
excluir necrose avascular)

Osteoporose com fraturas ou colapsos vertebrais (excluir
necrose avascular)

Necrose avascular (pontue 2 se > 1 local)

Osteomielite

(2)

9. Pele

Alopécia crbnica cicatricial
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Escarificacéo (ulceragéo) extensa ou paniculite em local
diferente da polpa digital e do couro cabeludo

Ulceragao cuténea (excluir trombose) por mais de 6 meses

10. Faléncia gonadal prematura

11.Diabetes (independente do tratamento)

12.Malignidade (excluir displasia) (pontue 2 se > 1 local)

(2)
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ANEXO D - Protocolo médico de coleta de dados (controles)

Nome:

Registro: Data: / /

Sexo: Data de nascimento: [ Idade:  anos
Escolaridade: anos Cor: B P N
Renda familiar média mensal: salarios — minimos
Escovacao: vezes ao dia Uso de fio dental: vezes ao dia
Endereco:

Telefone (s): (__ )

Comorbidades:
DM HAS ____Doenca arterial coronariana ____Hipotireoidismo

____Dislipidemia Outras:

Habitos:

Tabagismo: _ Atual ___ Prévio. __ Anos-Maco. Interrupgdo: __ anos/ meses
Etilismo: Atual Prévio. _ Drinks/semana. Interrupgcdo: _ anos/ meses
Peso: Kg Altura: m IMC:

Medicagoes em uso atual (doses):
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ANEXO E - Formulario odontolégico - exame bucal

Nome: Registro:

Data: No. na pesquisa:

AVALIAGAO DA XEROSTOMIA

Dificuldade na fonacao devido boca seca? (escala 0-10)

Dificuldade de degluticao devido boca seca? (escala 0-10)

Relagdo de quantidade de saliva na boca (escala 0-10)

Relagao de secura dos labios (escala 0-10)

Relagao de segura da lingua (escala 0-10)

C )
C )
C )
Relagdo de secura na garganta (escala 0-10) ( )
C )
C )
C )

Relagao do nivel de sede (escala de 0-10)

CARACTERIZAGAO DA SALIVA

Viscosidade | ( )viscosa ( ) fluida

Coloragao ( ) presencade pigmento |( )auséncia de pigmento

Turbidez ( )turva ( ) translucida
SIALOMETRIA
Sialometria em repouso Valor: mL/minuto
Sialometria sob estimulo Valor: mL/minuto
() () () () ()
Volume | normal Hiposalivagdao | Hiposalivagdo | Hiposalivagdo | Sialorréia
leve moderada severa




AVALIAGAO PERIODONTAL

indice de placa
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DENTE | SUPERFICIE

SCORE DA
SUPERFICIE

SCORE DENTE

SCORE
PACIENTE

Vestibular

Lingual
16 g

Mesial

Distal

Vestibular

Lingual
12 g

Mesial

Distal

Vestibular

Lingual
24 g

Mesial

Distal

Vestibular

Lingual
36 g

Mesial

Distal

Vestibular

Lingual
32 g

Mesial

Distal

Vestibular

Lingual
44 g

Mesial

Distal

indice de Placa/Paciente:
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Periodontograma

Profundidade de Nivel de
Dente ) . Sangramento
o sondagem insergao
Superficie

D vV | M L D|V M L D vV | M L

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

37

36

35

34

33

32

31

41

42

43

44

45

46

47
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ANEXO F - Protocolo de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 03128012.0.0000.5149

Interessado(a): Profa. Gilda Aparecida Ferreira
Departamento de Aparelho Locomotor
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 22 de agosto de 2012, o projeto de pesquisa intitulado "Doencga
periodontal e doengas reumaticas: avaliagdo de associagoes
clinicas, imunologicas, genéticas e microbiolégicas" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apo6s o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa MW

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 ~ BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br
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ANEXO G - Fluxograma da selegdao da amostra de pacientes com LES

Pacientes com LES
avaliados Pacientes excluidos n=213 (63%)

n=336

Menos de 8 dentes n=67: (31%)

Antibiético nos ultimos 3 meses: n=43 (20%)

Auséncia de critérios para diagnéstico de LES: n=27 (13%)

Uso de aparelho ortodéntico: n=14 (7%)

Sobreposicdo do LES com outras doengas reumaticas: n=15 (7%)

Infecgbes crénicas n=13 (6%)

Gestacdo e lactagdo n=10 (5%)

Em tratamento de DP: n=9 (4%)

IRC/TX renal: n=5 (2%)

Contraindicagdo para avaliagdo odontolégica: n=4 (2%)

N3o compreenderam o estudo: n=3 (1%)

Neoplasia nos ultimos 5 anos: n=2 (1%)

Menor de 18 anos de idade: n=1 (1%)

v

Pacientes elegiveis
n=123 (37%)

® o o o o o o 0 0 0 0 o o

Nao concordaram em

participar do estudo e
n=35 (10%)

v

Pacientes incluidos
n=88 (27%)

N&o completaram o
estudo: n=13 (4%) ¢

Emparelhamento da
amostra: n=5 (2%)

v
Participaram do
estudo
n=70 (20%)

DP: doenca periodontal. IRC: insuficiéncia renal crbénica. Tx renal: transplante
renal. Critérios de classificagcdo LES (PETRI et al., 2012). Infec¢bes crénicas:
hepatites B ou C, tuberculose, rea¢des hansénicas. Contraindicagcbes a avaliagao

odontoldgica: plaquetopenia grave, valvulopatia reumatica.



107

Values are expressed as mean (+SD) for normal variables and median (min-max) for
non-normal variables. Control: subjects without systemic lupus erytematosus or other
rheumatic diseases SLE: systemic lupus erytematosus subjects, SLEDAI-2K:
Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index 2K, SDI: Systemic Lupus
International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology Damage Index
for Systemic Lupus Erythematosus, PD: probing depth, CAL: clinical attachment loss,
BP: sites with bleeding upon probing, CS: concomitant sites (with bleeding upon
probing and PD = 4mm). Chi-square test and Mann Whitney test were used to
analyze the statistical differences between the groups (p<0,05).

"Statistical significance difference when compared controls with SLE patients
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ANEXO H - Resultados complementares

Table 1 Demographic, laboratorial, clinical and periodontal characteristics of study
subjects separated by periodontal condition.

Control (n=70) SLE (n=70)

Non-PC PC Non-PC PC p

(n=31) (n=39) (n=24) (n=46)
Females 26 (83.87%) 30 (76.92%) 21 (87.5%) 42 (91.30) 0.098
Age (years) 33.65 46.67 32,29 40.09* 0.200*
mean (xSD) (£12.82) (%12.36) (£6.98) (%10.09)
Self-referred color 14 (45.16%) 16 (41.03%) 8 (33.33%) 11 (23.91%) 0.051
(White/No White) (%) 17 (54.84%) 23 (568.97%) 16 (66.67%) 35 (76.09%)
Educational level 12.00 11.00 11.00 11.00 0.150
(years of study) (min-max) (4.00-17.00) (0.00-17.00) (4.00-18.00) (3.00-18.50)
Income (minimum wage) 4.00 3.00 2,75 3,00 0,110
(min-max) (1.00-10.00) (1.00-11.00) (1.00-20.00) (3.00-15.00)
Diabetes Mellitus (%) 0 (0%) 1(1.4%) 0 (0%) 4 (5.7%) 0,370
Smokers (%) 1(3.22) 6 (15.38%) 1(4.16%) 6 (13.04%) 1,000
SLE duration (years) - - 8.59 (+5.79) 12.69 (+8.02) 0.030*
Cumulative dose of corticoid - - 30657.55 41438.08 0.114
(mg/prednisone) (+SD) (x17.737.57) (£30345.01)
Current use of corticoids (%) - - 20 (83.33%) 38 (82.61) 0.930
Current use of antimalarial (%) - - 14 (58.33%) 29 (63.04) 0.700
Current use of inmunosuppressant - - 19 (79.16%) 36 (78.26%) 0.930
(%)
SLEDAI-2K - - 2,00 4,00 0.231
(min-max) (0.00-18.00) (0,00-18,00)
SDI - - 0,00 0,5 0.313
(min-max) (0,00-4.00) (0.00-3.00)
C3 (mg/dL) - - 100.15 94.75 0.429
(+SD) (£27.60) (+26.68)
C4 (mg/dL) - - 19.50 18,00 0.975
(min-max) (4.00-44.00) (5.00-57.10)
ESR (mm/h) - - 18.00 22,00 0.284
(min-max) (1.00-70.00) (0,00-110.00)
CRP (mg/dL) - - 6.00 5,25 0.729
(min-max) (0.44-17.87) (0.00-87.90)
Missing teeth 1.00 4.00 1.00 4,00 0.740
(min-max) (0.00-7.00) (0.00-20.00) (0.00-5.00) (0.00-18.00)
Stimulated sialometry 2.00 2.00 2.00 1,50 0.110
(mL/min) (min-max) (0.80-5.00) (0.50-5.00) (1.00-4.00) (0.20-5.00)
Plaque Index 0.45* 0.80 0.62* 0.80 0.030*
(min-max) (0.00-1.06) (0.05-3.00) (0.21-1.50) (0.04-2.20)
Periodontitis (%) 31 (44.29%) 39 (65.71%) 24 (34.28%) 46 (65.71%) 0.230
PD (mm) 1.65 2.15 1.69 2,05 0.970
(min-max) (1.29-2,11) (1.45-4.42) (1.30-2.04) (1.55-3.17)
CAL (mm) 1.76 2.39 1.73 2,31 0.610
(min-max) (1.32-2.37) 1.80-5.44 (1.42-2.23) (1.61-4.18)
BP (% sites) 4.50 13.33 6.75 11,50 0.790
(min-max) (0.00-36.90) (0,00-68.00) (0.00-20.38) (0.00-47.00)
CS % sites 0.00 2.00 2.00 0.740

(min-max) (0.00-2.00) (0.00-38.00) (0.00-15.00)
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Table 2 Correlation between the activity and chronicity parameters of SLE and

CP and the salivary levels of IL-33, multiple linear regression model (R? = 0.95).

0,

Unstandardized Standardized 95.'0 o
coefficients coefficients Confidence
Model interval for B
Std. . Lower Upper
B Error Beta t Sig. Bound Bound
1(Constant) 45048 7201 2201 0301 1478 30.218
SLEDAI-2K 2.800 1.047 0.308 2.674 0.009 0.711 4.890

Equation: IL-33 = 15.848 + 2.800SLEDAI-2K.

Table 3 Correlation between periodontal parameters and variables related to SLE,

multiple linear regression model.

Cumulative dose of corticoid

Models (mg/prednisone)
(Periodontal parameters)
R? p
PD (mm) 0,248 0,001
CAL (mm) 0,289 0,021
BP (% sites) - -
CS % sites 0,108 0,005

Missing teeth
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