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RESUMO

COBRA, Millena Amoedo. Niveis de marcadores inflamatorios na saliva de adolescentes
com lUpus eritematoso sistémico juvenil. 2023. 45 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia)
— Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Objetivo: o objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de marcadores inflamatorios na
saliva de adolescentes com lUpus eritematoso sistémico juvenil (LES]j). Material e Métodos:
43 pacientes foram selecionados para participar do estudo e foram divididos em 2 grupos:
LESj (n=21) e sistemicamente saudaveis (n=22). Todos os participantes foram submetidos ao
exame periodontal padrdo-ouro e tiveram a saliva coletada. Os dados reumatoldgicos dos
pacientes com LESj também foram coletados. A anélise da IL-34 foi feita por ELISA e as
citocinas fator de necrose tumoral alpha (TNF-a), interferon gama (IFN-y), IL-23, IL-1B e IL-
6 foram analisadas por LUMINEX. Resultados: O grupo com LESj teve uma perda de
inser¢do clinica (PIC) significativamente maior (p=0.001) do que 0 grupo sistemicamente
saudavel. Ambos os grupos foram semelhantes em relacdo a profundidade de bolsa,
sangramento a sondagem e porcentagem de sitios com placa. Ndo houve diferenca estatistica
entre os grupos em relagdo as seis citocinas analisadas. No grupo com LES;j, houve correlagéo
entre IL-1p com PIC=1-2mm (p=0.042), do TNF-a com a velocidade de hemossedimentagado
(VHS) (p=0.041) e houve uma tendéncia da IL-6 com o indice de massa corporal (IMC)
(p=0.050). Ao comparar os individuos com LESj de acordo com o status de atividade da
doenca, observou-se que a IL-1 foi significativamente maior (p=0.025) nos individuos com
LESj em remissdo do que nos individuos com LESj em atividade da doenca. Concluséo:
Individuos com LESj apresentam mais perda de inser¢do do que os individuos controles. As
concentragbes das citocinas inflamatdrias na saliva dos pacientes com LESj foram
semelhantes aos controles e a inflamacdo gengival ndo influenciou a concentracdo das
citocinas inflamatorias.

Palavras-chave: LES]j. Adolescente. Citocinas. Gengivite. PIC.



ABSTRACT

COBRA, Millena Amoedo. Levels of inflammatory markers in the saliva of teenagers with
juvenile systemic lupus erythematosus. 2023. 45 f. Dissertagcdo (Mestrado em Odontologia) —
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Objective: the aim of this study was to assess the levels of inflammatory markers in
the saliva of teenagers with juvenile systemic lupus erythematosus (jSLE). Material and
methods: 43 patients were selected to participate the study and were splited in 2 groups: jSLE
(n=21) and sistemically healthy (n=22). All participants underwent to a gold standard
periodontal examination and had their saliva collected. The rheumatologic data of jSLE
patients were also collected. 1L-34 analysis was determined by ELISA and the cytokines
tumor necrosis factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), I1L-23, IL-1p e IL-6 were
analyzed by LUMINEX. Results: The JSLE group had a significantly higher clinical
attachment loss (CAL) (p=0.001) than the sistemically healthy group. Both groups were
similar regarding pocket depth, bleeding on probing and percentage of sites with plaque.
There was no statistical difference between groups regarding the six cytokines analyzed. In
the JSLE group, there was a positive correlation between IL-1p with CAL=1-2mm (p=0.042),
TNF-a. with erythrocyte sedimentation rate (ESR) (p=0.041) and there was a tendency
between IL-6 with body mass index (BMI) (p=0.050). Comparing jSLE subjects according to
disease activity status, it was observed that IL-1B was significantly higher (p=0.025) in
subjects in remission than in subjects with the disease in activity. Conclusion: Individuals
with jSLE have more attachment loss than control individuals. The concentrations of
inflammatory cytokines in saliva were similar to controls and gingival inflammation did not
influence the concentration of inflammatory cytokines.

Keywords: JSLE. Teenager. Cytokines. Gingivitis. CAL.
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INTRODUCAO

A salde periodontal é definida pela auséncia de inflamag&o clinicamente detectavel. A
salde gengival pode ser classificada como salde no periodonto integro ou salde no
periodonto reduzido (em um paciente com periodontite estdvel ou em um paciente sem
doenca periodontal prévia).! J4 as doencas gengivais sdo condicdes inflamatorias
caracterizadas por vermelhidao, edema gengival e sangramento provocado que ndo acometem
0 periodonto de sustentacdo, mas sdo um fator de risco importante e um pré-requisito
necessario para a doenca periodontal (DP), sendo a principal delas a gengivite induzida por
placa’, que é uma lesdo inflamatéria resultante das interacdes entre o biofilme da placa
dentéria e a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro, sendo reversivel apos a reducgdo dos
niveis de placa."?

O limiar de acumulo de placa necessario para induzir a inflamacdo gengival e o
impacto sobre sua taxa de progressao em sitios especificos, ou na boca toda, varia entre 0s
individuos de acordo com os fatores de risco locais (como fatores de retencdo de placa e baixo
fluxo salivar) e os fatores de risco sistémicos, que influenciam negativamente a resposta
imunoinflamatdria a uma determinada carga de biofilme da placa dentéria, resultando em
inflamacdo exagerada (como fumo, fatores metabdlicos e farmacos). A salde bucal e a saude
sistémica estdo fortemente inter-relacionadas.® Um desequilibrio entre o biofilme microbiano
e o sistema imunoldgico do hospedeiro resulta na superexpressao de uma série de mediadores
inflamatdrios, especialmente citocinas pré-inflamatdrias.®

A IL-1B é uma potente citocina pro-inflamatéria e tem uma infinidade de funcbes
imunoldgicas, além de ser crucial para as respostas de defesa do hospedeiro a infec¢Bes e
lesBes.*> O TNF-a é um componente crucial para uma resposta imune normal, no entanto, a
producdo inadequada ou excessiva pode ser prejudicial e levar a doengas. Além disso, foi
identificado como um fator significativo na patogénese de doencas autoimunes.® A 1L-23 é
secretada principalmente por macrofagos ativados e células dendriticas. A desregulacdo da
resposta inflamatéria mediada por IL-23 pode causar inflamag&o cronica e dano tecidual.” A
IL-6 é produzida em varios tipos de células, tem uma gama de atividades bioldgicas em varias
células-alvo, além de exercer efeitos sistémicos e mediar a inflamacdo local. Niveis elevados
de IL-6 foram associados a producdo de autoanticorpos.® O IFN-y pode contribuir para

doengas autoimunes induzindo a producdo de anticorpos que ativam o complemento e, além
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disso, ativando macréfagos e promovendo inflamacéo tecidual.® A 1L-34 parece desempenhar
papeis importantes tanto na saude, quanto na doenca. A superexpressao ou diminuicdo da
IL-34 pode ter um desempenho significativo na patogénese de distarbios autoimunes.® Em
doencas inflamatdrias crénicas, a IL-34 pode ajudar a atenuar a inflamagdo e promover a
resolucdo, suprimindo a producéo de citocinas inflamatérias.’°

O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca inflamatdria cronica de origem
autoimune caracterizada por uma producdo desregulada de autoanticorpos e ativacdo do
complemento, resultando em multiplos danos nos tecidos e 6rgdos.* Sua diversidade de
manifestacdes clinicas é acompanhada pela complexidade dos fatores (genéticos, hormonais e
ambientais) que a causam e pela variedade de autoanticorpos aos quais estd associada.’? A
doenca também pode possuir periodos de atividade e remissdo e € mais comum em
mulheres.®® Quando o diagnéstico ¢ realizado até os 18 anos de idade, é chamado de lGpus
eritematoso sistémico juvenil (LESj)*, que é uma forma mais rara e mais grave, com maior
atividade da doenca no inicio e ao longo do tempo e, consequentemente, apresenta uma maior
frequéncia de morbidade e taxas de sobrevivéncia menores.®

Embora as doencgas gengivais e o LES]j tenham fatores etioldgicos diferentes, essas
doencas apresentam um perfil imunolégico semelhante e niveis alterados de citocinas.'® Até o
presente momento, poucos estudos analisaram os parametros periodontais em pacientes com
LESj*" ™ e os resultados demonstram que mesmo jovens, individuos com LES] apresentam
maior perda de insercéo do que controles sistemicamente saudaveis.'® Ja foi demonstrado que
pacientes com LESj apresentaram uma maior concentracao de citocinas pro-inflamatérias no
soro®®, no plasma® e no fluido gengival'. No entanto, ndo ha ainda informacées sobre a
concentracdo salivar de citocinas inflamatdrias de pacientes com LES;.

O soro tem um papel importante na detecgéo e no monitoramento de autoanticorpos no
LES;j, entretanto, a coleta de sangue € desconfortavel. J& a coleta da saliva ndo é invasiva e 0
risco de contrair infeccdes é minimo.?? A saliva provou ser uma fonte confidvel para a
deteccdo de biomarcadores?? que podem prever o risco de desenvolvimento de doencas
sisttmicas.”® A saliva é uma combinacdo de vérias moléculas organicas e inorganicas,
derivadas de diversas glandulas salivares, células epiteliais orais e sanguineas descamadas,
fluido gengival e alguns microrganismos; podendo refletir, assim, a satide local e sistémica.?*
No entanto, é importante saber se as concentracdes de citocinas na saliva sdo influenciadas
pela condicdo periodontal.

O objetivo desse estudo foi avaliar os niveis de marcadores inflamatérios na saliva dos

pacientes com LES;.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.11L-34

As citocinas controlam as principais funcbes fisiologicas no nivel celular
(crescimento, proliferacdo e migragdo), através da sinalizacdo, via receptores especificos,
além de processos bioldgicos essenciais, como inflamagdo, imunidade e angiogénese. Elas
estdo envolvidas, também, em uma ampla variedade de condi¢bes patologicas, incluindo
inflamacéo, infeccdo, distarbios autoimunes e cancer. As citocinas sdo uma grande familia de
pequenas proteinas secretadas, incluindo quimiocinas, linfocinas, interferons, fatores de
necrose tumoral e interleucinas.”

No grupo das interleucinas, esta a interleucina-34 (IL)-34; uma citocina que foi
descoberta, em 2008, como um novo ligante para um receptor altamente seletivo e ja
conhecido: o receptor de fator estimulante de colénias 1 (CSF-1R).”® A IL-34 pertence as
citocinas hematopoiéticas helicoidais de cadeia curta, com a menor interface de dimerizacéo
entre 0s membros da familia. Ela ndo possui dominio ou motivo estrutural de consenso
aparente e ndo compartilha semelhanga de sequéncia com qualquer outro fator de
crescimento, incluindo o fator estimulante de coldnias 1 (CSF-1).% A IL-34 é uma
glicoproteina homodimérica secretada e altamente conservada entre os vertebrados e mais
conservada que o CSF-1 entre as espécies de mamiferos e aves.?’

Foi demonstrado que ha a expressdo do mRNA da IL-34 em varios tecidos, como
coragdo, cerebro, pulmao, figado, rim, baco, timo, testiculos, ovério, intestino delgado,
prostata, colon®® e, também, nos fibroblastos gengivais.®® A IL-34 é uma citocina
especializada que mostra expressdo especifica na pele (produzida por queratindcitos) e no
cérebro (produzida por neurbnios) e desempenha papéis criticos no desenvolvimento e
manutencdo das células de Langerhans e micrdglia, respectivamente.” Porém, embora os
padrdes de expressdo da IL-34 tenham sido bem identificados, os mecanismos moleculares
gue controlam essa expressdo ainda precisam ser explorados.™

A IL-34 parece desempenhar papeis importantes tanto na salde, quanto na doenca e
também foi identificada como uma citocina que aumenta seletivamente a viabilidade de
mondcitos.”® Ela é conhecida por promover proliferacdo, diferenciacéo e sobrevivéncia em

células hematopoiéticas, como macréfagos, osteoclastos e mondcitos.*® Essas células,
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juntamente com as células de Langerhans e a microglia, estdo envolvidas no
desenvolvimento, homeostase, reparo dos tecidos e servem como reguladores chave da funcéo
imune. No entanto, a desregulacdo dos macrdfagos, osteoclastos, monadcitos, células de
Langerhans e microglia contribui para uma variedade de doengas, incluindo inflamac&o,
cancer, fibrose e doencas 6sseas.®> Em condices patolégicas, a IL-34 parece ter
envolvimento em todas essas doencas e em distrbios autoimunes também.?” Além disso, a
IL-34 parece ter um papel central na reabsorgdo 6ssea causada pela inflamagéo.?

A alta expressdo de IL-34, apesar de uma expressdo quase indetectavel de seu
receptor, sugere a existéncia de outros receptores para ela. Assim, a expressdo diferencial e
maior da IL-34, em comparacdo com a expressdo de CSF-1 e CSF-1R no cérebro, sugeriu que
a IL-34 poderia sinalizar, também, através de um outro receptor. Dessa forma, por
cromatografia de afinidade por IL-34 da membrana cerebral solubilizada de camundongos,
seguida por analise espectrométrica de massa, a proteina-tirosina fosfatase do tipo receptor
(PTP-{), que é um proteoglicano de sulfato de condroitina na superficie celular, foi
descoberto como um novo receptor funcional para a IL-34. O PTP-( interage com a IL-34
através de suas cadeias de sulfato de condroitina.*® Encorajados por essa descoberta, Segaliny
et al. (2015), foram procurar uma ligagéo alternativa de 1L-34 em outros tipos de células. Em
uma serie de experiéncias, verificou-se que a IL-34 se liga com baixa afinidade a sulfatos de
condroitina em células sem o CSF-1R e o PTP-¢. Assim, foi descoberto o sindecan-1. Ele foi
capaz de modular as atividades biologicas da IL-34 atraves do CSF-1R. Nas familias
proteoglicanas, os sindecanos controlam muitas funcdes bioldgicas, como angiogénese,
biodisponibilidade de citocinas e adesdo/interacdo celular. A IL-34 induziu a migragdo de
células que expressam o sindecan-1. Foi visto também que, um nivel baixo/moderado de
sindecan-1 pode “sequestrar” a IL-34 na superficie celular através de suas cadeias de sulfato
de condroitina, limitando a interacdo entre a IL-34 e o CSF-1R. Ja a superexpressdo do
sindecan-1, induziu fosforilagéo significativa do CSF-1R, reforgada pela presenca de IL-34. O
sindecan-1 é expresso, principalmente, em células epiteliais.*®

Em cada doenca a IL-34 pode desempenhar papéis diferentes, dependendo da origem
celular, das caracteristicas moleculares, dos componentes celulares no microambiente
circundante, além da magnitude da disponibilidade e expressdo de receptores e reguladores
relacionados a ela, como CSF-1R, PTP-{ e sindecan-1."° Em condiges fisioldgicas, a

expressdo da IL-34 parece ser restrita & epiderme e ao sistema nervoso central.?®

A diminuicao
da expressdo de IL-34 afeta o status homeostatico na pele e, provavelmente, no sistema

nervoso central.®® A superexpressio ou diminui¢io da IL-34 pode ter um desempenho



14

significativo na patogénese de distrbios autoimunes.” Nas doencas inflamatérias, a 1L-34
pode ajudar a atenuar a inflamacdo e promover a resolucdo, suprimindo a producdo de
citocinas inflamatdrias.'® Deve ser considerada a possibilidade de que a IL-34 possa ser
aumentada como um mecanismo inibitorio iniciado como consequéncia de inflamacéo aguda
ou cronica e ndo como causa da doenca.* Em suma, a expressdo da IL-34 vai ser
acompanhada pela gravidade e progressao da doenca em alguns casos, mas também podera ter
efeitos benéficos em outros. Portanto, o papel da IL-34 na doenca € complexo, controverso e
altamente dependente do contexto.'%?’

Os papéis patoldgicos da IL-34 nos distdrbios autoimunes foram avaliados em varias
doengas como artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, lUpus eritematoso sistémico e
psoriase. Nessas doencas, espera-se que a neutralizacdo da IL-34 tenha mdltiplos efeitos
terapéuticos. Nas condicBes patolégicas acompanhadas de inflamagdo, como doenga
inflamatoria intestinal, doenca arterial coronariana, periodontite, obesidade, doenca hepatica
crénica (na doenca hepética gordurosa nao alcodlica), lesbes das glandulas salivares e lesdes
renais, uma expressdo aprimorada da IL-34 foi relatada. A inflamagdo &€ um processo
bioldgico vital que permite ao hospedeiro desenvolver uma resposta de protecdo. Através de
uma complexa rede de sinalizagdo, que envolve varios tipos de células e moléculas, a IL-34
desempenha papéis importantes na orquestracdo de respostas imunes inatas e adaptativas
durante a inflamacdo.”® Porém, ainda é necesséario saber se a IL-34 sustenta uma doenca
inflamatoria, possui propriedades pro-inflamatérias ou imunorregulatérias ou é simplesmente
uma marca da inflamag&o.’” Dessa forma, a IL-34 poder4 ser Gtil como um novo biomarcador
para avaliar a progressdo de iniumeras doencas, incluindo distdrbios autoimunes, doencas
inflamatrias, infeccdes e cancer.”® A elucidagdo dos efeitos benéficos e adversos da IL-34 no

microambiente inflamatdrio pode ser importante para entender e tratar doencas.®

1.2 Doenga periodontal

A periodontite € uma doenca inflamatéoria crénica multifatorial caracterizada pela
destruicdo progressiva dos tecidos de suporte do dente. A doenca periodontal comeca com a
gengivite, que é um quadro reversivel. A gengivite pode ser induzida por placa, quando for
iniciada por bactérias presentes no biofilme microbiano que se forma na superficie dos dentes

e invadem o tecido adjacente, resultando em inflamacdo ou ndo induzida por placa, quando
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geralmente ocorre como manifestagdo de condicdes sistémicas. Na gengivite, 0 0SS0 e 0
ligamento periodontal ndo sdo afetados, além disso, ela € comumente indolor, raramente leva
a sangramento espontaneo e é caracterizada por mudancas clinicas sutis. Quando néo tratada,
a gengivite pode evoluir para a periodontite, levando a destruicdo dos tecidos e, em alguns
casos, & perda dentaria.*>’

As principais caracteristicas da periodontite incluem a perda de suporte do tecido
periodontal manifestada por perda de inser¢do clinica e perda dssea alveolar avaliada
radiograficamente, presenca de bolsa periodontal e sangramento gengival. Um novo esquema
de classificacdo de periodontite foi adotado, no qual as formas da doenca anteriormente
reconhecidas como "cronica” ou "agressiva" agora sdo agrupadas em uma unica categoria
"periodontite” e sdo definidas com base em um sistema multidimensional de estadiamento e
graduacéo.®

A patogénese da periodontite ndo é totalmente elucidada, mas € sabido que as
bactérias sdo os agentes desencadeantes da doenca, poréem, também envolve fatores genéticos
e ambientais, a disbiose da microflora e a resposta imune do hospedeiro & infeccdo
patogénica. Essa resposta do hospedeiro é o que vai determinar a progressdo da doenca.*”
Um desequilibrio entre o biofilme bacteriano e o sistema imunolégico do hospedeiro resulta
na superexpressdo de uma serie de citocinas pro-inflamatdrias e propagacdo da inflamacéo
através dos tecidos gengivais, que leva a destruicdo do tecido conjuntivo e subsequente

destruicao do osso alveolar.*

1.31L-34e DP

As citocinas sdo produzidas localmente nos tecidos periodontais e podem ser
detectadas no fluido gengival. As citocinas pro-inflamatdrias encontradas no fluido gengival
ou nos tecidos adjacentes aos sitios afetados pela periodontite, tem sido sugeridas como uma
ajuda importante no monitoramento da gravidade clinica da doenca® e, dessa forma, alguns
estudos foram realizados para verificar se existe alguma relacdo entre a IL-34 e a doenca
periodontal e se essa citocina pode ser usada como um marcador da periodontite.

Atualmente existem 8 estudos que avaliam essa relacéo.**
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Quadro 1: Dados demograficos dos participantes dos estudos que analisaram a IL-34 na DP, o meio bioldgico coletado e o teste utilizado para

analise de deteccdo da IL-34

Referéncias Objetivo Amostra Grupo(s) Teste Grupo(s) Critérios de Excluséo Idade (anos) Género | Meio Teste de
Total (n = Controle Biolégico Deteccédo
pacientes) IL-34
Batra et al., Avaliar IL-34 90 PC: 30 PAg: | SP: 30 Fumantes, gravidas e/ou lactantes; doengas PC: 40.80 + 54 H FGC
2019 em saudaveis, 30 sistémicas relevantes; uso de AI/ATB nos 3 7.65
PC e PAg meses anteriores; <20 dentes e TP nos 6 meses | PAg: 30.00+ 36 M ELISA
anteriores 5.27
SP: 27.00+ 2.82
Lira-Junior et | Avaliar IL-34, 43 PI: 23 Mucosite: Fumantes; TP ou peri-implantar nos 6 meses PI: 60.8 (= 5.9) 37,2% FPI e saliva ELISA
al., 2019 CSF-1elL-1B 20 anteriores; gravidas ou lactantes; uso de ATB e H néao
em mucosite e Al nos dltimos 6 meses Mucosite: 61.5 62,8% | estimulada
PI (+10.8) M
Guruprasad Avaliar IL-34 30 PC: 15 SP: 15 Doencas sistémicas relevantes; gravidez; PC:40.8+7.2 16 H FGCe ELISA
& Pradeep, emPCeo tumores 6sseos de células gigantes; PAg, DM; SP:37.4+4.93 plasma
2018a efeito da TP Receberam TP tabagismo/alcoolismo; uso de esteréide, 14Mm
nao cirtrgica ndo cirdrgica e, anticoncepcional, Al ou ATB; e TP nos 6 meses
apos 8 semanas, anteriores
FGC/plasma
foram coletados
novamente
(grupo PTPNC)
Guruprasad Avaliar IL-34 60 PC néo SP ndo Doengas sistémicas relevantes; gravidez; PC néo NI FGCe ELISA
& Pradeep, em fumantes fumantes: 15 fumantes: tumores ésseos de células gigantes; PAg, DM; fumantes: 39.7 £ plasma
2018b saudaveis e 15 alcoolismo; uso de esteréide, anticoncepcional, Al | 7.995
com PC PC fumantes: 15 ou ATB; e TP nos 6 meses anteriores; <20 dentes | PC fumantes:
generalizada SP 39.4 + 6.468
fumantes:
15 SP néo
fumantes: 35.3 =
7.825
SP fumantes:
35.3+7.287
Guruprasad Avaliar IL-34 40 PC néo obesos: SP néo Doencas sistémicas relevantes; gravidez; PC néo obesos: 20H FGCe ELISA
& Pradeep, em obesos tumores 6sseos de células gigantes; PAg, DM; 31.80 + 4.96
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2018c com/sem DP 10 obesos: 10 tabagismo/alcoolismo; uso de esteréide, PC obesos: 20M plasma
anticoncepcional, Al ou ATB; e TP nos 6 meses 31.40+6.04
PC obesos: 10 SP obesos: anteriores; <20 dentes
10 SP né&o obesos:
33.90 £ 4.48
SP obesos:
32.00 £ 4.40
Avaliar IL-34 175 PC nao SP néo Doencas sistémicas relevantes; gravidez; PC néo 90 H FGCe
em PC diabéticos: 35 diabéticos: tumores dsseos de células gigantes; PAg, DM diabéticos: 41.5 plasma
Guruprasad | com/sem DM PC diabéticos: 35GCnao | ndo controlada; tabagismo/alcoolismo; uso de +6.56 85M ELISA
& Pradeep, tipo 2 35 diabéticos: esterodide, anticoncepcional, Al ou ATB; e TP nos | PC diabéticos:
2018d 35 6 meses anteriores 48,5+ 6.55
Gengivite SP néo
diabéticos: diabéticos: 36.0
35 +3.97
GC ndo
diabéticos: 37.2
+4.83
Gengivite
diabéticos: 38.4
+4.63
Martinez et Explorar a 48 PC: 29 GIP: 12 Doencas sistémicas, fumantes/ex-fumantes que PC: 48.9 £11.0 PC: Soro e ELISA
al., 2017 presenca de SP: 7 pararam <5 anos, uso de ATB/AIl ndo esterdides GIP: 37.3+12.2 saliva ndo
IL-34 e CSF-1 nos 6 e 3 meses anteriores, respectivamente, uso | SP: 38.3 +14.2 41%H | estimulada
em relacéo a de anticonvulsivantes/imunossupressores; TP
DP e/ou TO prévio nos ultimos 12 meses; <20 dentes 59% M
GIP:
42% H
58% M
SP:
57% H
43% M

PC — Periodontite cronica; PAg — Periodontite agressiva; SP — Salde periodontal; Al — Anti-inflamatério; ATB — Antibidtico; FGC — Fluido crevicular gengival; FPI — Fluido

Peri-implantar; DM — Diabetes mellitus; TP — Terapia periodontal; Pl — Peri-implantite; DP — Doenga periodontal; TO — Tratamento ortodéntico; PTPNC — P6s terapia

periodontal ndo cirdrgica; GC — Gengivite cronica; GIP — Gengivite induzida por placa; NI — Nao Informado; H — Homem; M — Mulher.
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Quadro 2: Parametros periodontais avaliados, as caracteristicas periodontais dos participantes e os principais resultados em relacao a I1L-34.
Referéncia | Parametros Profundidade de Nivel Clinico | Indice de indice de Fluido Gengival ou Plasma ou Soro Resultados
Avaliados Bolsa (mm) de Insercéao Placa Sangramento/ Saliva (pg/ml) (pg/ml)
(mm) ;
(%) Indice Gengival
Batra et al., PBS, PIC, PC:4,96 +1,14 PC: 4,77 = PC: IG: FGC A IL-34 foi encontrada em niveis
2019 ISS, IPV, IG | PAg: 6,76 + 0,88 1,07 1.8933 estatisticamente mais altos em
pacientes com PAg e PC do que
SP: 1,83+ 0,32 PAg 6,40 + PAg nos com SP
0,88 1.0600 PC: 1.9000 PC: 103,76 + 26,61 NA
SP: Nao SP: PAg: 1.3867 PAg: 191,71 + 49,24
houve perda 0.3600
SP: 0.3400 SP: 47,22 + 18,04
Lira-Junior PBS, PIC, Em relagéo PI: 69.0 £ | Em relacéo aos PP: IL-34 foi detectada Os niveis de IL-34 no FPI e na
etal., 2019 ISS, IPV, IG aos PP: 36.0 em 60,5% das saliva ndo mostraram diferenga
Pl:23+0.3 Pl:1.6+1.4 PI:35.0 + 20.0 amostras de FPI. significativa entre os grupos
Mucosite: 2.1 + 0.5 Mucosite: 1.5 | Mucosite:
+0.7 76.0 + Mucosite: 34.0 + 38.7 A IL-34 foi detectada
32.0 em 97,7% das
amostras de saliva NA
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Guruprasad | PBS, PIC, SP:1.67 £0.49 SP: 0 IG: FGC SP:82.71 +8.88 A concentragdo média de IL-34
& Pradeep, IG PC:6.00 +1.13 PC: 4.67 PC: 614.44 £171.83 no FGC e no plasma foi
2018a PTPNC: 3.73 +0.79 111 PTPNC: 235.65 * estatisticamente maior nos
PTPNC: 2.07 SP:0 50.87 pacientes com DP em
+0.59 PC:229+0.34 SP: 414.49 + 44.54 comparag&o com os com SP e
PTPNC: 1.29 £+ 0.25 PC: 1022.76 + diminuiu ap6s a TP néo cirtirgica
168.21 no grupo com DP
NI PTNCP: 604.17 +
105.11
Guruprasad | PBS, PIC, SP néo fumantes: PC néo IG: FGC SP néo fumantes: Concentra¢des médias da IL-34
& Pradeep, ISS, IG 2.33+0.724 fumantes: 76.79 +5.45 no FGC e no plasma foram
2018b SP fumantes: 2.33 + 453 +£0.915 SP fumantes: 120.69 | maiores nos fumantes com PC
0.724 PC néo fumantes: 2.167 +29.75
PC fumantes: NI +0.339 SP né&o fumantes: PC néo fumantes:
PC nédo fumantes: 5.13 +1.060 PC fumantes: 1.980 + 366.71 + 36.13 397.52 + 95.59
6.00 £ 1.134 0.332 SP fumantes: PC fumantes: 573.28
392.25 + 48.26 +107.57
PC fumantes: 6.20 PC nio fumantes:
1.014 710.80 + 162.08
PC fumantes:
826.44 + 161.28
Guruprasad | PBS, PIC, SP néo obesos: 1.80 PC néo IG: FGC SP néo obesos: Concentragdes de IL-34, no FGC
& Pradeep, ISS, IG +0.63 obesos: 4.90 77.66 £5.48 e no plasma
2018c +1.52 SP obesos: 184.36 + | estatisticamentemaiores nos
SP obesos: 2.10 + PC obesos: PC néo obesos: 2.360 + 62.60 pacientes obesos e com PC
0.74 PC 5.60 + 1.78 0.38 SP néo obesos: PC néo obesos:
ndo obesos: 6.40 + PC obesos: 2.520 + 358.80 + 29.68 641.76 + 165.8
171 NI 0.50 SP obesos: 446.18 PC obesos: 774.02 +

PC obesos: 7.00 +
1.56

+ 35.80

PC néo obesos:
899.20 + 67.83

PC obesos: 969.44
+143.27

215.47




20

Guruprasad | PBS, PIC, SP néo diabéticos: PC nédo IG: FGC SP néo diabéticos: Concentragdo de IL-34 no FGC e
& Pradeep, IG 231+ .53 diabéticos: 85.32 £ 7.63 no plasma estatisticamente maior
2018d GC nao diabéticos: 5.03+1.32 GC nao diabéticos: nos pacientes com PC e com DM
211+ .32 GC nao diabéticos: 1.88 237.86 + 45.64 tipo 2. Houve correlacdo positiva
PC nao diabéticos: PC +.35 SP n&o diabéticos: PC nao diabéticos: entre a concentragdo de IL-34 no
6.34+1.31 diabéticos: PC ndo diabéticos: 2.28 | 418.47 + 50.16 608.17 + 167.38 FGC e plasma nos grupos de
PC diabéticos: 6.69 + | 5.54+1.22 +.36 GC n&o diabéticos: | PC diabéticos: estudo, com excecéo do grupo
1.43 PC diabéticos: 2.37 + 578.73 + 109.75 671.84 +212.14 com SP e sem DM, para o qual
Gengivite diabéticos: .38 PC nao diabéticos: Gengivite diabéticos: | houve correlagdo negativa
2.09¢.74 Gengivite diabéticos: 976.36 + 143.30 339.92 + 85.66
1.69+.30 PC diabéticos:
NI 1153.91 + 257.96
Gengivite
diabéticos: 600.15 +
100.94
Martinez et PBS, PIC, PC:3.0+11 PC:23+1.6 | PC:66.5 PC: 23.6 +20.6 A IL-34 estava A IL-34 nao foi Pacientes com DP apresentaram
al., 2017 ISS, IPV GIP:2.1+0.3 +21.0 GIP: 10.0 £ 10.7 acima do limite de mensuravel no soro niveis significativamente menores
SP:2.0+0.2 GIP:0.3£0.2 SP: 0.6 0.9 detecgdo do ensaio | de nenhum individuo, | de IL-34. Parametros clinicos
P 04403 GIP: 69.9 em 100% dos nem nos saudaveis, | periodontais correlacionaram-se
P:0.4+0. +28.2 pacientes com SP, nem nos com DP negativamente com IL-34 em
68% dos pacientes pacientes com DP
SP: 29.5 o
com gengivite e
+28.1

59% dos pacientes
com PC

PBS — Profundidade de bolsa a sondagem; 1G — indice gengival; IPV — indice de placa visivel; ISS — Indice de sangramento a sondagem; PIC — Perda de insercéo clinica; DP
— Doenca periodontal; PC — Periodontite cronica; PAg — Periodontite agressiva; GC — Gengivite cronica; GIP — Gengivite induzida por placa; FGC — Fluido crevicular
gengival; PP — Pardmetros periodontais; PPl — Pardmetros peri-implantares; Pl — Peri-implantite; FPl1 — Fluido peri-implantar; TP — Terapia periodontal; DM — Diabetes
mellitus; SP — Saude periodontal; PTPNC — Pds terapia periodontal ndo cirlrgica; NI — Nao Informado; NA — Nao Avaliado.
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1.4 LES

O ldpus eritematoso sistémico (LES) € uma doenga autoimune sistémica cronica
caracterizada por uma producéo desregulada de autoanticorpos e ativacdo do complemento,
resultando em multiplos danos nos tecidos e 6rgdos.** Sua diversidade de manifestacdes
clinicas é acompanhada pela complexidade dos fatores (genéticos, hormonais e ambientais)
que a causam e pela variedade de autoanticorpos aos quais esta associada.'? Fatores genéticos,
ambientais, hormonais, epigenéticos e imunorreguladores agem sequencialmente ou
simultaneamente no sistema imunoldgico. A acao de fatores patogénicos resulta na geracao de
autoanticorpos, complexos imunes, células T autorreativas ou inflamatérias e citocinas
inflamatdrias que podem iniciar e ampliar a inflamac&o e danos a varios 6rgdos.* Quando o
diagnostico é realizado até os 18 anos de idade, o LES é chamado de lGpus eritematoso
sistémico juvenil (LESj)*, que é uma forma mais rara e mais grave, com maior atividade da
doenca no inicio e ao longo do tempo e, consequentemente, apresenta uma maior frequéncia
de morbidade e taxas de sobrevivéncia menores.® A apresentacdo clinica do LES é
heterogénea e pode envolver articulagGes, além de um ou mais 6rgdos, incluindo pele, rins e 0
sistema nervoso. Além disso, a doenca também pode possuir periodos de atividade e remissao
e é mais comum em mulheres.*®

A heterogeneidade clinica da doenga forgou o estabelecimento de 11 critérios, sendo 4
necessarios para o diagnostico formal de LES. Sédo eles: Erup¢do cutdnea malar, erupgdo
discoide, fotossensibilidade, Ulceras orais, artrite, serosite, distarbio renal, desordem
neuroldgica, desordem sanguinea, desordem imunoldgica e anticorpos antinucleares
anormais.”® O envolvimento de 6rgdos e tecidos vitais, como cérebro, sangue e rins
impulsiona os esforcos para desenvolver ferramentas de diagnéstico e terapéuticas eficazes.
Os pacientes com LES sdo tratados com antiinflamatorios ndo-esteroidais, antimalaricos,
glicocorticéides e imunossupressores e a escolha do medicamento é determinada pela
gravidade da doenca e pela funcédo do 6rgdo envolvido.”® Os pacientes com lipus que ndo
respondem a medicamentos imunossupressores convencionais sdo considerados para terapias
bioldgicas direcionadas destinadas a citocinas, linfocitos B e T e fatores ativadores de células
B, porém, apesar dos avancos na terapia, a mortalidade associada ao LES permanece

consideravel.®
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1.51L-34e LES

A 1L-34 pode induzir a expressdo de IL-6, proteina induzivel por interferon-y-10 e
proteina quimioatrativa de mondcitos-1 (MCP-1) no sangue.” IL-6, interferon-y-10 e MCP-1
participam da patogénese do LES e podem contribuir para as respostas inflamatorias e

autoimunidade.**

A 1L-34 também desempenha papéis importantes na patogénese de
inflamag®es cronicas, como na artrite reumatdide (AR)*! e o LES e a AR sdo doencas
autoimunes sistémicas e compartilham muitas caracteristicas e apresentacfes clinicas
comuns.’? Dessa forma, estudos foram realizados para verificar se existe algum envolvimento
da IL-34 como LES.

Até o presente momento, apenas 3 estudos avaliaram essa relagdo. Em um estudo, o
objetivo foi determinar o papel da interleucina-34 na patogénese do llpus eritematoso
sistémico juvenil (LES;j), explorando a relacdo entre a concentragédo de IL-34 e a atividade da
doenca. Foi encontrado que houve uma elevacdo significativa na concentracao sérica de IL-34
em pacientes com LESj comparado ao grupo controle e que houve correlacdo positiva
estatisticamente significativa entre os niveis de IL-34 e o indice de atividade da doenca.
Portanto, a IL-34 pode ser um provavel marcador da atividade do LESj*®; Em outro estudo, o
nivel sérico de IL-34 foi avaliado e foi encontrado significativamente mais alto nos pacientes
com LES do que nos saudaveis e foi visto que o nivel de IL-34 pode estar correlacionado com
a atividade da doenca. Além disso, a IL-34 pode estar associada a producédo de anticorpos na
patogénese do LES™: E em um estudo foi visto que os niveis séricos de IL-34 foram elevados
em pacientes com LES e foram associados & atividade da doenca. E provavel que a IL-34
esteja envolvida na patogénese do LES e possa ser um potencial biomarcador para a atividade
da doenca.*?

1.6 LES e DP

Acredita-se que o LES ocorra, possivelmente, quando um estimulo ambiental ou um
processo infeccioso cronico desencadeia uma inflamacdo em um individuo suscetivel
geneticamente. J& a doenca periodontal € uma doenca infecciosa causada por microrganismos

na cavidade oral, resultando em um processo inflamatério cronico que estimula
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continuamente a resposta imune, causando danos aos tecidos periodontais. A dishiose oral
pode contribuir para a manutengdo do processo inflamatorio no LES, por isso, ha um interesse
crescente em relacdo ao possivel papel da disbiose oral na etiologia de doencas autoimunes.
Fatores genéticos, ambientais, hormonais, epigenéticos e imunorreguladores agem
sequencialmente ou simultaneamente no sistema imunoldgico e, embora a doenga periodontal
e 0 LES tenham fatores etiologicos diferentes, ambas as doencas apresentam um perfil
imunologico semelhante, levando a danos nos tecidos, caracterizados principalmente por
niveis alterados de citocinas e isso pode ser responsavel pela possivel associagdo entre essas
doencas.*®°2>

As citocinas desempenham um papel importante na determinacao da natureza, duragao
e forca da resposta imune na patogénese de muitas doencas inflamatorias, incluindo o LES e a
DP. Algumas citocinas inflamatérias, como IL-6, IL-1 e TNF-o, foram identificadas como
citocinas importantes em ambas as doencas.®*® Considerando a doenca periodontal como uma
condicdo caracterizada por inflamacao e influenciada por fatores infecciosos, como o LES, €
plausivel sugerir que o LES influencie a progressdo da doenca periodontal e vice-versa.'® A
probabilidade de incidéncia do LES pode ser aumentada como uma consequéncia direta da
periodontite devido ao perfil pré-inflamatério compartilhado®® e a resposta do hospedeiro as
bactérias orais pode ser alterada por doencas sistémicas como o LES, de modo que o grau de
inflamag&o induzida é maior do que seria em condig®es normais.”” Outro possivel mecanismo
para a explicacdo da conexdo entre a doenca periodontal e o LES € a presenca de alteragdes
nas células endoteliais. A proteina C reativa contribui para a hipercoagulacdo e aumenta a
expressao de moléculas de adesdo nessas células. Seus niveis estdo elevados em pacientes
com doenca periodontal, e autoanticorpos direcionados contra essa proteina também estéo
aumentados em pacientes com LES.™®

A patogénese exata do LES, assim como da periodontite, ainda é desconhecida. Os
dados sobre possiveis associacdes entre LES e doenca periodontal sdo controversos. E
recomendada atengdo & saude bucal dos pacientes com LES, realizando avaliacfes
odontolégicas periodicamente. No caso de identificagdo da doenga periodontal, seu
tratamento deve ser realizado, pois pode influenciar positivamente no desenvolvimento do
LES. A compreensdo adicional de qualquer potencial associacdo entre periodontite e LES

expandiria o conhecimento atual e podera levar a novas estratégias de tratamento.->*%%°
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo dos pacientes

43 pacientes foram recrutados com a colaboracdo da equipe de reumatologia e da
clinica médica do Nucleo de Estudos da Saude do Adolescente (NESA), Rio de Janeiro,
Brasil. Os pacientes foram convidados a participar voluntariamente da pesquisa e foram
encaminhados para a clinica de mestrado e doutorado em Odontologia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Individuos com idades entre 10 e 18 anos foram
selecionados para participar do estudo. O grupo teste foi composto por individuos com o
diagndstico de LESj e que estavam em tratamento/acompanhamento para o IUpus com a
equipe de reumatologistas do NESA. O grupo controle foi composto por individuos que
também foram selecionados entre 0s pacientes que estavam em atendimento na clinica médica
do NESA, porém sem apresentar nenhuma doenca sistémica. Foram aceitos, ainda, para
compor este grupo, familiares do grupo teste e/ou do grupo controle de mesma faixa etaria e

que relataram ser sistemicamente saudaveis.

2.2 Critérios de inclusdo/exclusao

Inclusdo: Todos os individuos deveriam ter pelo menos 15 dentes naturais
erupcionados (excluindo os terceiros molares) e ter entre 10 e 18 anos de idade. Os
participantes do grupo teste deveriam apresentar l0pus eritematoso sistémico juvenil
diagnosticado de acordo com os critérios adotados pelo American College of Rheumatology®:
e deveriam estar em tratamento no NESA.

Exclusdo: Gravidez, lactacdo e/ou tratamento periodontal nos Gltimos seis meses. No
grupo controle, alem dos critérios citados acima, foram excluidos os pacientes que
apresentaram qualquer desordem sistémica.

Antibioticos ndo foram usados como critério de exclusdo, porque os pacientes com

LES] costumam toma-los por serem imunossuprimidos e mais propensos a infeccdes.™
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2.3 Prontuario do paciente

Para cada um dos participantes do estudo foi preenchido um prontuario contendo
dados pessoais, anamnese, dados reumatolégicos (para o grupo teste) e dados odontoldgicos.
Os dados pessoais coletados incluiram: identificacdo do paciente, data de nascimento,
endereco, autodeclaracdo de raca e identificacdo do responsavel (no caso de pacientes
menores de idade). Os dados mencionados a seguir compdem as perguntas da anamnese tanto
do grupo teste, quanto do grupo controle: se havia gravidez em curso, presenca de qualquer
tipo de doenca sistémica (no grupo controle) e medicages utilizadas.

Além desses dados, na anamnese do grupo teste foram coletadas informagoes sobre a
historia do LES;j: quando foi realizado o diagnostico, tempo da doenca, medicagdes em uso e
atividade da doenca. Os dados reumatolégicos dos pacientes com LESj foram preenchidos
pelo medico reumatologista do NESA, responsavel pelo tratamento e acompanhamento desses
individuos. Esses dados incluiram o indice de avaliacdo de danos — Systemic Lupus
International Collaborating Clinics (SLICC) e o indice de atividade de doenca — Systemic
Lupus Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI).

2.4 Exames odontoldgicos

O exame clinico e a coleta das amostras foram realizados por uma examinadora
previamente calibrada.

Os exames odontolégicos realizados foram: indice de placa visivel (IPV) e periograma
composto por profundidade de bolsa a sondagem (PBS), que foi tomada a partir da distancia
entre a margem gengival e a por¢do mais apical sondavel, perda de insercdo clinica (PIC), que
foi dada pela distancia entre a jungdo amelo-cementaria (JCE) e a por¢do mais apical sondavel
e indice de sangramento a sondagem (ISS) em todos os dentes da boca, com excecdo dos
terceiros molares, nesta ordem. Foram avaliados 6 sitios por dente (mesiovestibular,
vestibular, distovestibular, mesiopalatino/mesiolingual, palatino/lingual e

distopalatino/distolingual) para todos os parametros periodontais avaliados.
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O IPV utilizado foi dicotbmico (presenca/auséncia) conforme descrito por Ainamo &
Bay em 1975.%? O indice de sangramento & sondagem utilizado neste trabalho foi dicotdmico
(presenca/auséncia).

Para a realizacdo do periograma, cada dente avaliado foi mantido sob boa iluminacéo,
com isolamento relativo e seco com jato de ar. As medi¢Oes foram feitas a partir da
introducdo suave de uma sonda periodontal milimetrada (Carolina do Norte Universal 15
Ponta Unica - PCPUNC15 — Hu-Friedy ®, Chicago, IL, Estados Unidos) dentro do sulco
gengival/bolsa periodontal. O ISS foi calculado obtendo-se a porcentagem de sitios com
presenca de sangramento do total de sitios sondados, assim como o IPV.

2.5 Coleta da saliva

A coleta de saliva foi realizada antes da realizacdo dos exames odontoldgicos para que
as amostras ndo fossem contaminadas por sangue oriundo da manipulacdo dos tecidos
gengivais durante os exames. Os pacientes foram orientados a abster-se completamente de
atividades orais (consumir qualquer alimento ou bebida, escovar os dentes, realizar
bochechos, fumar, etc.) por, pelo menos, 30 minutos antes da coleta de saliva.

Foi realizada, entdo, a coleta ndo estimulada da saliva. A saliva foi expectorada da
boca diretamente para um tubo coletor de plastico estéril. Os pacientes foram orientados a
expectorar a saliva por até cinco minutos.

Em seguida, para cada paciente, a saliva obtida foi aliquotada em tubos do tipo Eppendorf.
Para cada 1 mL de saliva, 20 microlitros (uL) de inibidor de protease
(SIGMAFAST " Protease Inhibitor Tablets, Sigma Aldrich Co., Saint Louis, Missouri,
Estados Unidos) foi adicionado para ser centrifugado (Micro-centrifuga NT800,
Novatecnica®) durante 8 minutos, a 8000 rotagdes por minuto e a temperatura do laboratorio.
Apos a centrifugacdo, o sobrenadante da saliva foi transferido para um novo Eppendorf (de

rosca) e congelado a -80°C até o processamento das amostras.
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2.6 Analise das citocinas

O imunoensaio ELISA foi utilizado para mensuragéo da IL-34. 100uL de saliva foram
analisados utilizando um kit comercial (R&D Systems Minneapolis, MN, USA), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. A leitura foi realizada em um espectofotdmetro
(Millenia Kinetic Analyser, Diagnostic Product Corporation, Los Angeles, CA, EUA) a
450nm de comprimento de onda.

A analise com o LUMINEX® (XMAP technology, Luminex, Austin, Texas, EUA) foi
utilizada para mensuracdo de IL-1B, TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-23. A tecnologia multiplex
segue 0s mesmos principios do ELISA, sendo que os anticorpos especificos para as citocinas
sdo ligados covalentemente a marcadores fluorescentes que sdo detectados em um citbmetro
de fluxo modificado. Essa tecnologia permite, através de um pequeno volume de amostra, a
avaliacdo simultanea de numerosas citocinas e mediadores. 50uL de saliva foram analisados
utilizando um kit comercial (R&D Systems Minneapolis, MN, USA), de acordo com as
recomendagOes do fabricante. Os resultados foram calculados pelo programa Bio-Plex
Manager Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) e expressos em pg/uL.

2.7 Analise estatistica

A analise dos dados foi feita usando o SPSS 21.0 (IBM). A normalidade dos dados foi
checada com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores ndo distribuidos normalmente foram
apresentados como mediana e intervalo interquartil. O teste de Mann-Whitney U foi utilizado
para comparar os dados ndo-paramétricos entre os grupos. O coeficiente de correlacdo
Pearson foi utilizado na analise das correlagdes. O nivel de significancia foi estabelecido em
5% (p< 0,05).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas clinicas e periodontais

Os dois grupos examinados eram semelhantes em relacdo a idade e raca. Em relacdo
ao género, houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0.029), onde o nimero de mulheres
foi maior no grupo com LESj (tabela 1).

Avaliando as caracteristicas periodontais obtidas através do exame periodontal de
todos os dentes presentes (exceto terceiros molares), foi observado que houve diferenca
estatistica entre 0s grupos apenas em relacdo a perda de insercdo clinica (p=0.001). Os dois
grupos eram semelhantes em relacdo a profundidade de bolsa, sangramento a sondagem e

porcentagem de sitios com placa (tabela 2).

3.2 Analise da saliva

N&o houve diferenca entre 0s grupos em relacdo as seis citocinas analisadas (tabela 3).

Ao fazer a divisdo do grupo com LESj, de acordo com o status da doenca, foi visto
que a IL-1p foi significativamente maior (p=0.025) no grupo com remissdo em relacdo ao
grupo com a doenga ativa (tabela 4).

Ao fazer um corte no segundo ponto da curva padréo (concentragcdo observada acima
de 1440 pg/uL), foi visto que seis pacientes apresentaram IL-13 aumentada. As caracteristicas

desses pacientes estdo demonstradas na tabela 6.

3.3 Correlactes

Ao correlacionar a PIC com as citocinas no grupo com LES;j, foi visto que houve
correlagéo entre a IL-1p com PIC=1-2mm (p=0.042). Ao fazer as correlagdes das seis

citocinas com o indice de massa corporal (IMC) dos pacientes e com a velocidade de
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hemossedimentagéo (VHS), foi visto que houve correlagdo de TNF-o com 0 VHS (p=0.041) e
uma tendéncia da IL-6 com o IMC (p=0.050) (tabela 5).

Tabela 1: Dados demograficos e clinicos dos pacientes

LESj (n=21) Controle (n=22) P.

Idade 15 (3) 15 (3) 0.304
Numero de dentes 28 (2) 28 (1) 0.770
Mulheres, n (%0) 18 (85,72) 11 (50) 0.029
Homens, n (%) 3(14,28) 11 (50)

Negros, n (%) 8 (38,09) 11 (50) 0.632
Nao negros, n (%) 13 (61,90) 11 (50)

Atividade, n (%) 7 (33,33) -

SLICC 0 (0) -

SLEDAI 0(5) -

Uso de antimalarico, n (%) 21 (100) -

Uso de corticosteroide, n (%0) 10 (47,62) -

Uso de imunossupressivo, n (%) 16 (76,19) -

Idade, ndmero de dentes, SLICC e SLEDAI sdo apresentados em mediana e amplitude
interquartil (teste de Mann-Whitney U); Todos os outros dados sdo apresentados como nimero
de individuos e porcentagem. Para as variaveis género e raca, o teste 2 foi utilizado. SLICC,
Systemic Lupus International Collaborating Clinics; SLEDAI, Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index.

Tabela 2: Parametros periodontais dos pacientes com LESj e controles

LESj Controle P.
% sitios com placa 28,67 (32,92) 32,74 (26,57) 0.990
% sitios com sangramento 6,67 (11,01) 10,42 (12,68) 0.279
PBS (mm) 1,85 (0,43) 1,93 (0,23) 0.981
PIC (mm) 0(0,04) 0 (0,00) 0.001
% PIC 1-2mm 0(3,57) 0 (0,00 0.001

Os dados séo apresentados em mediana e amplitude interquartil (teste de Mann-Whitney U).
PBS, profundidade de bolsa a sondagem; PIC, perda de inser¢do clinica.



Tabela 3: Marcadores inflamatorios

LES]j Controle P.
IFN-y 14,12 (42,52) 8,72 (14,81) 0.147
IL-23 124,10 (679,34) 213,51 (405,54) 0.427
TNF-a 5,51 (23,22) 5,15 (9,97) 0.258
IL-1B 768,99 (1595,12) 599,67 (1751,60) 0.789
IL-6 2,14 (6,58) 0,9550 (3,58) 0.466
1L-34 0,1290 (0,34) 0,1000 (0,20) 0.733

Os dados séo apresentados em mediana e amplitude interquartil (teste de Mann-Whitney U).

Tabela 4: Divisao por status da doenca

Remissdo (N=14) Atividade (N=7) P.
IFN-y 19,58 (59,73) 8,72 (64,47) 0.432
IL-23 104,65 (785,75) 235,30 (605,95) 0.433
TNF-a 5,51 (26,74) 14,13 (22,76) 0.881
IL-1B 1227,26 (2090,68) 186,19 (755,07) 0.025
IL-6 1,77 (8,58) 4,80 (6,60) 0.478
IL-34 0,1700 (0,44) 0,00 (0,19) 0.190

Os dados sdo apresentados em mediana e amplitude interquartil (teste de Mann-Whitney U)

Tabela 5: Correlagdes das citocinas com PIC, IMC e VHS no grupo com LES]

PIC=1-2mm IMC VHS
IFN-y 0.447 0.673 0.732
IL-23 0.685 0.936 0.141
TNF-a 0.402 0.995 0.041
IL-1B 0.042 0.663 0.469
IL-6 0.504 0.050 0.126
1L-34 0.433 0.881 0.949

Coeficiente de correlacdo Pearson (p<0.05). PIC, perda de inser¢éo clinica; IMC,
indice de massa corporal; VHS, velocidade de hemossedimentacao.



Tabela 6: Dados dos pacientes com LESj com a IL-1f3

acima de 1440 pg/uL
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Peso Altura Classificagdo Tempo de VHS Diagnostico
Género (kg) (cm) (grau) doencga (anos) (mm/h) MMF IL-18 Periodontal
M 125 1,83 Obesidade Il <del 15 Sim 2471,21 1A
F 44 1,55 Magreza >deb5 8 Sim 2593,42 2B
F 54 1,59 Normal Dela4 18 Ndo 23753,81 1B
F 85 1,52 Obesidade Il Dela4 19 Sim 2206,29 2A
F 75 1,60 Obesidade | Dela4d 13 Sim 1474,88 1A
F 71,6 1,62 Obesidade | Dela4d 31 Sim 4731,35 1A

1A, salde no periodonto integro; 1B, salde no periodonto reduzido; 2A, gengivite no periodonto integro; 2B,
gengivite no periodonto reduzido. Normalidade VHS: Até 20 mm/h em mulheres e até 15 mm/h em homens. M,
masculino; F, feminino; MMF, Micofenolato de Mofetil; VHS, velocidade de hemossedimentacéo.
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4 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que os niveis salivares das citocinas 1L-34,
IL-1B, TNF-a, IL-23, IL-6 e IFN-y foram semelhantes nos individuos com LESj quando
comparados aos individuos sistemicamente saudaveis e, 0s pacientes com LESj, apresentaram
maior perda de insergao.

A saliva é uma combinacdo de varias moléculas organicas e inorganicas, derivadas de
diversas glandulas salivares, sangue descamado, células epiteliais orais, fluido gengival e
alguns microrganismos.?* Como jé dito anteriormente, a saliva provou ser uma fonte confiavel
para a deteccdo de biomarcadores que podem prever o risco de desenvolvimento de doengas
sistémicas, tendo em vista que ela pode refletir a satde local e geral do corpo humano.?*?
Além disso, a saliva é de facil acesso, coleta e armazenamento. N&o & necessario ter
equipamento especializado ou profissionais treinados para a coleta da mesma e é o método
mais bem aceito pelos pacientes, pois é indolor e ndo gera desconforto.®®

Até 0 momento, esse € 0 primeiro estudo a avaliar niveis salivares de citocinas em
pacientes com LESj e ndo ha dados para a comparagdo dos resultados. Analisando os dados
sobre os niveis das mesmas citocinas na saliva de pacientes com LES para termos um
parametro com uma doenca similar, foi visto que Marques et al. (2016), observaram que 0s
niveis de IL-1B, IL-6 e IFN-y foram mais altos nos pacientes com LES, mesmo sem a
presenca de DP.>? Stanescu et al. (2018) também observaram que os niveis salivares de IL-6
foram mais altos no grupo com LES.* No estudo realizado por Mendonca et al. (2019), foi
visto que os niveis de IL-6 estavam mais altos nos pacientes com LES e com DP e que 0s
niveis de TNF-o. e IFN-y ndo diferiram entre os grupos.®® No estudo realizado por Ruacho et
al. (2022), o nivel de TNF-o foi maior na saliva dos pacientes com LES do que nos
sistemicamente saudéveis.®® Desses 4 trabalhos, 2 analisaram também as citocinas no soro. No
estudo de Stanescu et al. (2018), foi demonstrado que os niveis de IL-6 no soro de pacientes
com LES foram significativamente maiores do que no grupo controle e também foi
encontrada correlacdo positiva entre os niveis séricos e salivares de IL-6.°* No estudo
realizado por Ruacho et al. (2022), os niveis séricos de TNF-o foram mais altos no grupo com
LES.®

No LES, quanto no LESj, a prevencdo de crises e da progressdo da doenca €

importante para preservar a funcdo dos 6rgdos e evitar danos irreversiveis.®” Entretanto,
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nessas doencas, varias citocinas estdo envolvidas na desregulacdo imunoldgica geral e
também na inflamacéo local, que leva & lesdo tecidual e danos aos 6rgéos.® Em virtude da
etiopatogenia do LES]j®, seria coerente que os niveis de citocinas inflamatérias estivessem
aumentados, no entanto, os resultados desse estudo demonstraram o oposto.

O fato dos pacientes com LESj fazerem wuso de drogas antirreumaticas,
imunossupressoras e corticosterdides pode ser uma possivel explicacdo para a auséncia de
diferenca nas concentracdes das citocinas em relacdo ao grupo controle. Todos os 21
pacientes com LESj faziam uso de Hidroxicloroquina, 10 faziam uso de
Prednisona/Prednisolona e apenas cinco deles ndo faziam uso de Micofenolato de Mofetil
(MMF). Ja foi demonstrado anteriormente que drogas antirreumaticas podem reduzir os niveis
salivares de IL-1B e TNF-a* e, se sabe também, que corticosterdides interferem na expressao
de determinados biomarcadores.®® Além disso, foi visto que imunossupressores sdo capazes
de regular a secregéo de citocinas.” Diferente dos nossos achados das citocinas na saliva, um
estudo realizado por Sete et al. (2018), teve como resultado IL-1p e IFN-y aumentadas no
fluido gengival de pacientes adolescentes com LES]."® Essa diferenca de resultado pode ser
explicada pela diluichio que o fluido gengival sofre na saliva, fazendo com que,
possivelmente, ela seja um reflexo maior da condicéo sistémica do que da condicao oral.

Dividindo o grupo com LES;j de acordo com o status da doenca (remissao/atividade),
0s niveis salivares da IL-1p foram significativamente maiores no grupo com remissédo em
relacdo ao grupo com a doenca ativa. O papel das citocinas na progressdo do LES é
significativo porque as alteracbes nos niveis dessas moléculas interrompem as interacGes
intercelulares no sistema imunoldgico.”™ A IL-1p pode promover o movimento de células
inflamatorias do sangue para os tecidos inflamados, regular a matriz extracelular e induzir
outras citocinas.’” A desregulacdo de citocinas no LES é caracterizada principalmente por
anormalidades nas interleucinas (incluindo a IL-1p), quimiciocinas e TNF-a.”* No estudo
realizado por Melamud et al. (2022), foi visto que a IL-1p3 estava aumentada no soro de
pacientes com LES, mesmo com todos eles fazendo uso de corticosterdides, antimalaricos ou
imunossupressores.” A explicacdo para tal, pode ser algum foco de infeccdo nesses pacientes,
tendo em vista que infecgdes sdo comuns no LES, principalmente por bactérias encapsuladas.
A caracterizacao precisa dos fendtipos da doenca com base em caracteristicas moleculares e
clinicas é crucial para projetar um tratamento personalizado.”

Ao avaliarmos individualmente os niveis salivares dos individuos com LESj em

tercos, seis individuos apresentaram niveis bastante elevados da IL-1f. Ao fazer um corte no
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segundo ponto da curva padrdo, foi visto que seis pacientes apresentaram IL-13 aumentada.
Foi observado que todos esses pacientes estavam em remissdo da doenca e a VHS estava
dentro da normalidade em cinco deles. O que a maioria desses individuos apresentou em
comum, foi a questdo do maior peso corporal, sendo 2 com obesidade grau I, 2 com obesidade
grau Il e, contrariando esses dados, apenas um paciente estava abaixo do peso e um paciente
ndo estava nem abaixo, nem acima do peso. O impacto da obesidade em pacientes com LES é
observado no aumento da frequéncia de complicacbes relacionadas a doenca, piora da
qualidade de vida e diminuicdo da capacidade funcional. Ja se sabe ha algum tempo que o
tecido adiposo visceral é uma glandula enddcrina muito ativa que secreta varias citocinas,
quimiocinas e hormdnios (adipocinas) que possuem impacto paréacrino, autécrino e endécrino.
Essas moléculas participam de varios processos fisiologicos, incluindo inflamacao, imunidade
e resposta de fase aguda.”* Uma outra hipétese é a questdo microbiana. Huang et al. (2018),
demonstraram que a indugdo de IL-1p pelo &cido micofendlico, que € o metabolito ativo do
MMF, s ocorreu na presenca de lipopolissacarideo. Ou seja, pacientes tratados com MMF,
ndo poderiam produzir IL-1p a menos que fossem expostos a patégenos como bactérias’, por
exemplo e, dos 6 pacientes, apenas 1 ndo fazia uso de MMF. Como a gengivite tem como
fator etiologico primario microrganismos principalmente Gram-negativos, isso poderia indicar
uma agressao maior de bactérias Gram-negativas nesses individuos. No entanto, desses
individuos com niveis muito elevados da IL-1f3, apenas 2 tinham gengivite.

Em relacdo aos dados periodontais, nossos resultados demonstraram que o0s pacientes
com LESj tiveram uma perda de insercéo clinica significativamente maior do que os pacientes
sistemicamente saudaveis, 0 que esta de acordo com o estudo realizado por Sete et al.
(2018).* Esse achado indica que os pacientes com LES]j podem ter uma predisposicdo para a
DP futuramente. E interessante que esses pacientes sejam chamados anualmente para
avaliacdo periodontal a fim de que possamos monitorar se ocorre ou ndo a progressao dessa
perda de insercdo ou se ha a ocorréncia de novas perdas. O presente estudo também mostrou
que nao houve diferenca entre os dois grupos em relacdo a porcentagem de placa e
sangramento, o que esta de acordo com o estudo realizado por Figueredo et al. (2008).}" A
explicacdo para tal, pode ser o uso de anti-inflamatérios feito pelos pacientes portadores de
LES]j, que pode acabar mascarando a inflamagdo na cavidade oral de alguns pacientes.
Contrastando com esses achados, dois estudos relataram que o0s pacientes com LES;j
apresentaram uma quantidade maior de placa e sangramento do que 0s pacientes

sistemicamente saudaveis.'®*°
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Ao correlacionar a PIC com as citocinas analisadas, houve correlacdo entre a perda de
insercdo entre 1-2mm com a IL-1B. A IL-1B é considerada um fator chave na progressao da
DP e polimorfismos nessa citocina tém sido sugeridos como fatores que influenciam o risco
de desenvolver a doenca.” Correlacionando as citocinas com o IMC, houve uma tendéncia da
IL-6 ser correlacionada positivamente (p=0.050). J& se sabe que o tecido adiposo pode liberar
citocinas como a IL-6 e potencializar, assim, a inflamacéo cronica.”* Correlacionando as
citocinas com a VHS, foi visto que o TNF-a apresentou uma correlagéo positiva (p=0.041).
Em um estudo realizado por Sullivan et al. (2008), foi visto que os mondcitos de pacientes
com LES exibem padrdes epigenéticos que permitem o aumento da expressdo do TNF-a.”’
No estudo realizado por lllahi et al. (2021), foi visto que os niveis séricos de TNF-a
correlacionaram positivamente com o score de atividade da doenga — VHS em 28 articulagdes
de pacientes com artrite reumatéide’®, que também é uma doenca sistémica autoimune que
compartilha muitas caracteristicas e apresentacdes clinicas com o LES.*

Esse foi o primeiro estudo a analisar marcadores inflamatdrios na saliva de pacientes
com LESj e mostrou que ndo houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados. Mais
estudos sao necessarios para a comparacao dos dados.

O presente estudo mostrou também que, apesar de ndo haver diferenca das citocinas
entre 0s grupos avaliados, houve uma correcdo positiva entre a IL-1p e a PIC=1-2mm no
grupo dos pacientes com LESj, o que indica que esses pacientes possam ter uma
predisposicdo para o aparecimento da DP futuramente. Programas de avaliacdo anual devem

ser implementados para o acompanhamento dessas perdas de insercéo.
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5 CONCLUSAO

Individuos com LESj apresentam mais perda de insercdo do que os individuos
controles. No grupo com LESj, houve correlagdo entre a perda de insergéo (1-2mm) com a IL-
1B, que é considerada um fator chave na progressao da doenca periodontal.

As concentracfes das citocinas inflamatorias na saliva dos adolescentes com LESj foram
semelhantes aos controles e a inflamagcdo gengival ndo influenciou a concentracdo das

citocinas inflamatorias.
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