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RESUMO

Nagano CP. Osteoporose induzida por glicocorticoides: expressdao salivar de
biomarcadores 6sseos em pacientes submetidos a corticoterapia prolongada e sua
correlacdo radiomorfométrica [tese]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2018. Versao Original.

A osteoporose, alteracdo osteometabdlica crénico-degenerativa, de etiologia
multifatorial, caracteriza-se pela reducdo da densidade mineral éssea, na qual
observa-se a deterioracdo da microarquitetura 6ssea, com consequentes alteracdes
nas propriedades fisicas e quantitativas do esqueleto humano, tornando-o fragil e
suscetivel ao desenvolvimento de fraturas. A doenca é classificada em primaria e
secundaria, de acordo com sua etiopatogénese, sendo a osteoporose induzida por
glicocorticoides (OPIG) a mais incidente dentre as tipologias secundarias. Evidencia-
se alteragdes microarquiteturais ésseas, resultantes do regime crbénico de altas
doses medicamentosas, sendo seu diagnéstico realizado a partir da analise
quantitativa da massa d&ssea pelo exame padrdo densitometria Ossea por
absorciometria por dupla emissao de raios X. Nao obstante, ainda se perpetua como
um grande desafio as equipes multidisciplinares de saude, caracterizando-se como
uma técnica de alto custo e de acesso limitado a maior parte da populacdo. Com o
intuito de implementar abordagens menos invasivas e mais acessiveis no rastreio de
osteoporose induzida por glicocorticoides, o presente estudo propbs analisar o
impacto da corticoterapia prolongada pela avaliacao bioquimica salivar comparativa
de biomarcadores 6sseos, associada ao estudo radiomorfométrico de radiografias
panoramicas de mandibula, pelo indice mandibular cortical (IMCo), em dois tempos
distintos. Nossa investigacdo observou reducbes estatisticamente relevantes, em
relacdo aos dados densitométricos de pacientes submetidos a corticoterapia
prolongada, os quais, um ano apoés a instituicio medicamentosa (T1), resultaram em
valores de T-score de coluna e femoral significativamente alterados (p<0,0001 e
p=0,0122, respectivamente), sendo que mais da metade (56%) dos pacientes
apresentou reducao da densidade mineral 6ssea, quando comparado ao inicio da
corticoterapia (p=0,0002). O impacto do regime terapéutico prolongado refletiu
significativamente no indice de massa corpérea dos doentes (p=0,0156). A partir da
afericdo do indice mandibular cortical em radiografias panoramicas dos



participantes, pode-se observar diferenca estatisticamente significante (p<0,0001),
entre os dois tempos avaliados, e uma forte correlacédo entre si (rs=0,7952); tal como
correlagdo positiva entre o indice mandibular e a classificagdo densitométrica
instituida pela Organizacdo Mundial da Saude (To, p=0,0443 e, em T1, p=0,3266).
Adicionalmente, por meio do imunoensaio Luminex®, avaliamos a expressao salivar
dos biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo Osteoprotegerina, Vitamina D,
Osteopontina, Col1A1 e RANK-L entre o grupo de doentes e em controles saudaveis
pareados, em Ti. O fluido salivar detectou a expressdo de todos os cinco
marcadores, sendo observado diferenca estatistica para Osteoprotegerina (p
<0,0001), Vitamina D BP (p = 0,0274) e TRANCE/RANK L (p <0,0001). Ademais, a
correlacdo entre a expressao salivar e sérica, no préprio grupo de doentes,
evidenciou diferenca estatistica significativa em todos os marcadores (p <0,0001),
com excecdo ao TRANCE/RANK L (p <0,9421). A afericao de alteracbes dsseas, por
meio do indice mandibular cortical, mostrou-se associada a densidade mineral 6ssea
vertebral e femoral, sugerindo o papel da radiografia panordmica como indicador de
modificagdes da massa 6ssea, sendo uma ferramenta auxiliar a diagnose; porém,
nao substituivel & densitometria 6ssea. A saliva mostrou-se como uma alternativa
biolégica aos demais fluidos corporais, na deteccdo de alteracbes sistémicas
pertinentes ao metabolismo &sseo, resultantes da corticoterapia crénica, em

individuos com pénfigo vulgar.

Palavras-chave: Osteoporose induzida por glicocorticoides. Biomarcadores 0sseos.
Saliva. Indices radiomorfométricos. Radiografia panoramica.



ABSTRACT

Nagano CP. Glucocorticoid-induced osteoporosis: salivary expression of bone
turnover biomarkers and radiomorphometric analysis in long-term corticotherapy
[thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018.
Versao Original.

Osteoporosis is a chronic, degenerative osteometabolic disorder with a multifactorial
etiology, characterized by the reduction of bone mineral density, in which the
deterioration of the bone microarquitecture is observed; this leads to changes in the
physical and quantitative properties of the human skeleton, resulting in fragility and
increased risk of fractures. The desease is classified as primary and secondary
osteoporosis, whereas glucocorticoid-induced osteoporosis (GIOP) corresponds the
most incident among the secondary typologies. Microarquitectural bone changes
result from the chronic regime of high steroid doses, and its diagnosis is performed
by dual-emission X-ray absorptiometry (DXA). Nevertheless, it is characterized as a
high-cost and limited access technique for most of the population, remaining as major
challenge to multidisciplinar health teams. In order to implement less invasive and
more accessible approaches for the screening of glucocorticoid-induced
osteoporosis, the present study analyzed the impact of prolonged corticosteroid
therapy through comparative salivary biochemical evaluation of bone biomarkers,
associated with radiomorphometric study of mandibular cortical index (IMCo), in two
different periods. Our study observed significant reductions in the densitometric data
of patients submitted to prolonged corticosteroid therapy, who showed significantly
altered values of vertebral and femoral T-score (p<0.0001 and p=0.0122,
respectively), one year after the drug institution (T1). Fifty-six per cent of the patients
presented a reduction in bone mineral density (BMD) when compared to the initial
therapy (p=0.0002). The impact of the prolonged therapeutic regimen significantly
reflected in patients' body mass index (p=0.0156). Cortical mandibular index
assessment on panoramic radiographs resulted in statistically significant differences
(p<0.0001), exhibiting a strong correlation (rs = 0.7952) between the two periods, as
well as a positive correlation between the cortical mandibular index and the
densitometric classification (To, p=0.0443 and in Ti, p=0.3626). Additionally,



Luminex® immunoassay was performed in order to evaluate the salivary expression
of bone turnover biomarkers (Osteoprotegerin, Vitamin D, Osteopontin, Col1A1 and
RANK-L) in the studied group (n=25) and health-matched control group (n=25), in T1.
The expression of all five markers employed in this investigation was detected in
saliva, with statistical difference for Osteoprotegerin (p <0.0001), Vitamin D BP (p =
0.0274) and TRANCE / RANK L (p<0.0001). Moreover, the correlation between
salivary and serum expression in the studied group showed a statistically significant
difference in all markers (p<0.0001), except for TRANCE / RANK L (p<0.9421).
Cortical mandibular index was significantly associated with BMD status, suggesting
the role of panoramic radiography as an indicator of changes in bone mass;
nevertheless, not a replaceable tool for DXA. Saliva was shown to be a biological
alternative to other body fluids in the detection of systemic changes related to bone

metabolism, resulting from chronic steroids, in individuals with pemphigus vulgaris.

Keywords: Glucocorticoid-induced osteoporosis. Saliva. Bone. Biomarkers.
Radiomorphometric index.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente considerada como um relevante problema de saude publica, a
osteoporose consiste em uma séria complicacdo osteometabdlica crénico-
degenerativa, assintomatica, caracterizada pela diminuicdo da densidade mineral
6ssea (DMO), na qual observa-se a deterioracdo microarquitetural do o0sso
trabecular, com consequentes mudancas incapacitantes nas propriedades fisicas

do esqueleto humano (Kanis, 2007; Kanis et al., 2012).

A significancia clinica da osteoporose resulta em maior fragilidade 6ssea e,
consequentemente, suscetibilidade a fratura, sendo seu estudo especialmente
motivado frente as substanciais repercussdes em relacdo a morbidade e
mortalidade. Esse desequilibrio das estruturas esqueléticas afeta, principalmente:
coluna, colo femoral, segmento proximal do osso radio e segmento distal do
antebraco. Nao obstante, os efeitos da doenca sao sistémicos. Ao que tange o
acometimento oral, esse processo induz, lenta e gradativamente, a reabsorcao do
0sso alveolar e, subsequentemente, a perda dental, tal como provém um tecido
0sseo de baixa qualidade, interferindo ou inviabilizando reabilitacées com proteses
convencionais e/ou implantes dentérios, minimizando a qualidade de vida do
paciente portador da doencga osteoporoética (Kanis et al., 2012; Makker et al., 2012;
Pavicin et al., 2017).

A suscetibilidade ao desenvolvimento da osteoporose, tal como seu
diagnédstico precoce, ainda se perpetuam como um grande desafio as equipes
multidisciplinares de saude. A doencga apresenta etiologias distintas, englobando
diversos fatores dependentes da causa/fator de risco associado. E classificada em:
alteracao primaria ou secundaria (Raisz, 2005; S6zen et al., 2017).

A osteoporose primaria consiste em uma doenca associada a senilidade.
Afeta, majoritariamente, a populacédo feminina em idade p6s-menopausa; entretanto,
homens idosos sédo, também, acometidos. A patogénese da deterioracdo déssea e
fragilidade esquelética esta associada ao declinio natural da sintese e dos niveis de

esteroides gonadais, assim como ao envelhecimento tantodo osso trabecular, como
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cortical. Fatores genéticos e comportamentais sido, também, de fundamental
importancia etiolégica. Corresponde a tipologia mais frequente, sendo um dos
principais focos da medicina preventiva (Raisz, 2005; Painter et al, 2006; S6zen et al,
2017).

A osteoporose secundaria consiste na diminuicdo da densidade mineral
O0ssea, onde significativas alteracbes microarquiteturais 6sseas resultam do uso
crdnico de determinados farmacos que atuam no metabolismo do calcio (osteoporose
medicamentosa), ou em virtude de afeccoes pré-existentes. Dentre as doencgas que
potencialmente podem induzir desenvolvimento da osteoporose secundaria, ressalta-
se as de origem: enddcrina, autoimune, renal, hematoldgica, gastrointestinal,
neoplasica e nutricional. Tanto mulheres em fase pré- e pds-menopausa, assim como

homens, podem ser acometidos (Painter et al., 2006; Carter, 2018).

O subtipo mais incidente de osteoporose secundaria corresponde a
osteoporose induzida por glicocorticoides (OPIG), representando,
aproximadamente, 25% de todas as causas de osteoporose (Van Staa et al., 2003;
Mazziotti et al., 2010; Compston, 2018). A corticoterapia prolongada (> 3 meses)
constitui a principal opcao terapéutica empregada em uma gama variada de doencas,
sobretudo em doencas autoimunes e inflamatérias. Todavia, apesar de seus
beneficios clinicos, a administracdo crénica de corticoides sintéticos per se nao deve
ser subestimada, sendo notadamente associada a diversos efeitos colaterais
substanciais, tais como: alteracées musculoesqueléticas (osteoporose, osteonecrose,
miopatias, sarcopenia), além de perturbacbes metabdlicas, como intolerancia a
glicose, diabetes mellitus, dislipidemia, obesidade. Tais alteracbes sao dose-
dependente e o desenvolvimento de osteoporose induzida por glicocorticoides
caracteriza-se como um fator determinante ao risco de fraturas (Cooper et al., 2016;
Carter, 2018).

O diagnéstico da osteoporose — seja esta primaria ou secundaria — baseia-se
na analise quantitativa da densidade mineral éssea (DMO), realizada por exames
imaginoldgicos, dentre os quais, a densitometria éssea por absorciometria por dupla
emissao de raios X (DXA) corresponde ao método mais preciso na avaliagdo diag-



31

néstica e terapéutica da doenca, e predicdo ao risco de fratura éssea (Kanis et al.,
2012). A deteccao e auxilio a diagnose podem ser realizados por outras modalidades
de imagem, como ultrassonometria quantitativa (QUS), tomografia quantitativa
computadorizada (QCT), tomografia quantitativa computadorizada periférica (pQCT)
(Compston, 2018). Nao obstante, caracterizam-se como metodologias de alto custo,
significativa incidéncia a radiacao ionizante e de acesso limitado a maior parte da
populacao brasileira (Watanabe, 2009).

Uma das mais importantes ferramentas auxiliares ao diagnéstico de doencas
que acometem o complexo estomatognatico, consiste na radiografia panoramica de
mandibula (PAN). Rotineiramente utilizado pelos cirurgides-dentistas, representa,
também, um exame auxiliar no rastreamento da doenca osteoporotica. Exibe
caracteristicas notorias, tais como seu custo reduzido, quando comparado a demais
exames imaginoldgicos; baixa emissdo de radiagdo ionizante, representando um
método seguro; e de facil acesso a maioria dos pacientes (Taguchi et al., 2003;
Watanabe, 2009; Valerio et al., 2013; Pavicin et al., 2014).

Afeccgbes sistémicas de naturezas diversas sdo, primariamente, detectadas em
analises sanguineas, a partir da verificacdo de alteracdbes em concentracdes de
componentes celulares, biomarcadores, ions, horménios, etc. A detecgdo sérica de
biomarcadores demonstra eximia relevancia ao diagnostico e terapéutica, inclusive
em desordens Osseas. No entanto, trata-se de um método invasivo e
consideravelmente desconfortavel. Para tanto, torna-se necessario a implementacao
de técnicas igualmente eficazes ao auxilio diagndstico; porém, menos invasivas, que
possam ser indicadoras da presenca ou atividade de doenca. Nas ultimas décadas,
fluidos orais tém sido significativamente utilizados como ferramenta diagnéstica tanto
para doencas orais, como sistémicas (Wong, 2006; Lee; Wong, 2009; Marti-Alamo et
al., 2012; Miricescu et al., 2014).

Com o intuito de implementar abordagens menos invasivas no rastreio da
osteoporose secundaria (induzida por glicocorticoides), o presente estudo propde
analisar o impacto da corticoterapia prolongada pela avaliacdo bioquimica salivar
comparativa de biomarcadores 6sseos, associada ao estudo radiomorfométrico de

radiografias panoramicas de mandibula.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo de literatura abordara a constituicdo bioldgica e caracteristicas
gerais do tecido 6sseo. O conhecimento basico destes fatores sera relevante para
subsequente apresentagédo e compreensdo da osteoporose, seu impacto sobre o
metabolismo &sseo, etiopatogenia, direcionando os aspectos fisiopatoldgicos a
osteoporose induzida por corticoides, condi¢do avaliada nesta investigacao.

2.1 Tecido Osseo - Base Bioldgica

O osso consiste em um 6rgao formado por um tecido especializado de
natureza conjuntiva, altamente vascularizado e resistente, caracterizado por amplo
dinamismo biolégico, o qual apresenta eximia capacidade adaptativa (constante
habilidade de reparacao e remodelacdo), frente as diversas demandas funcionais,
como ocorre, por exemplo, em fraturas, sendo também, sensivel a influéncias

metabdlicas, nutricionais e enddcrinas (Guyton; Hall, 2017).

Constituinte principal do esqueleto, o tecido 6sseo exibe multiplas funcdes —
sobretudo, vitais — das quais, destacam-se: suporte e protecdo aos 6rgaos;
alojamento da medula éssea; apoio aos musculos esqueléticos, possibilitando a
movimentacdo do organismo, além de atuar como um sistema de alavancas que
amplia as forcas geradas na contragdo muscular; armazenamento de lipidios
(medula amarela), ions calcio, fosfato, entre outros; e pela formacao,
desenvolvimento e maturacdo de células sanguineas (hematopoiese) (figura 2.1)
(Katchburian; Arana, 2012; Guyton; Hall, 2017).
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Figura 2.1 — Funcdes do tecido 6sseo
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2.1.1 Composicao

O tecido 6sseo € composto por uma matriz extracelular (matriz 6ssea),
formada por componentes organico (10-30%) e inorganico (70-90%). A matriz
organica é constituida por fibras colagenas do tipo | (~90%), por glicoproteinas
(osteonectina, osteopontina, trombospondina e fibronectina), proteinas com acido
gama-carboxiglutdmico GLA (osteocalcina e gla-proteina da matriz), enzimas
(fosfatase alcalina, colagenase, proteinases cisteinas e ativador de plasminogénio),
fatores de crescimento (fibroblast growth factors (FGF), insulin-like growth factors
(IGF), transforming growth factors beta (TGF-B) e proteinas ésseas morfogenéticas
(BMP).
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A fracdo inorganica (matriz mineral) é composta, predominantemente, por
ions calcio e fosforo. Em menores quantidades, estdo presentes: bicarbonato,
magneésio, potédssio, sodio e citrato. Os ions calcio e fosfato apresentam-se
predominantemente agrupados; e, ndo, em sua forma livre, estando disponiveis na
forma de fosfato de caélcio cristalino que, a partir de um processo de cristalizacao,
tornam-se cristais de hidroxiapatita (Ca1o(PO4)s(OH)2). Estdo dispostos ao longo das
fibras colagenas e entremeados por substancia fundamental amorfa. A associacao
da hidroxiapatita com as fibras colagenas e glicoproteinas confere a dureza e

resisténcia ao tecido 6sseo (Junqueira; Carneiro, 2013; Carvalho et al., 2018).

O tecido ésseo é caracterizado por intenso e constante dinamismo que,
apesar de metabolicamente dispendioso, é constantemente renovado por intermédio
de um processo de reabsorcao éssea e, subsequente e coordenadamente, reposto
por um processo de remodelacéo e formagédo 6ssea. Sua formagdo e manutencao
sao orquestradas por células especializadas:

» Ostedcitos - grupo celular mais abundante, corresponde as células
quiescentes derivadas dos osteoblastos. De formato achatado, situam-se em
cavidades ou lacunas no interior da matriz 6ssea, sendo responsaveis pela
manutencdo de sua integridade. Sao capazes de detectar alteracdes fisico-
quimicas regionais, induzindo o recrutamento de osteoclastos e osteoblastos
para as funcdes, respectivamente, de sintese e reabsorcdo de matriz éssea,

assim como a difusao de nutrientes;

» Osteoblastos (OB) - responsaveis pela sintese do componente organico da
matriz. Localizam-se na superficie 6ssea, apresentando morfologia cubica a
colunar. Uma vez concluida a sintese da matriz, esta dispbe-se em torno de
cada osteoblasto, aprisionando-o, sendo denominado, entdo, ostedcito. A
matriz éssea recém-formada nao calcificada, circunjacente aos osteoblastos, é

chamada de osteoide;

» Osteoclastos (OC) — sao células gigantes, multinucleadas, responsaveis pelo
processo de reabsorcdo éssea. Localizam-se na superficie O6ssea e, por
intermédio da secrecao de enzimas acidas e hidroliticas e gragas as suas pro-
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priedades fagocitarias, removem os sais minerais da matriz, liberando fragmentos

minerais 0sseos e colageno (Junqueira; Carneiro, 2017).
2.1.2 Remodelacao 6ssea

A remodelacdo éssea € um processo constante (Figura. 2.2), mediado por
uma ampla variedade de fatores locais e circulantes (horménios, fatores de
crescimento, citocinas, etc.) que atuam nos osteoblastos, e ordenado pela acao
continua da unidade multicelular 6ssea (UMO), a qual é gerenciada por ambos tipos
celulares (osteoblastos e osteoclastos), resultando tanto em reabsorcdo e

neoformacéao 6ssea (Caetano-Lopes et al., 2009).

Figura 2.2 — Equilibrio dindmico em uma unidade multicelular 6ssea (UMO), na qual o osso
€ reabsorvido por osteoclastos e, subsequentemente, formado por
osteoblastos (adaptado de Caetano-Lopes et al., 2009)
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O ciclo de reabsorcido e formacao Ossea é um processo ordenado e
mediado, primariamente, por sinais de origem osteoblastica. A reabsorcao 6ssea é
controlada pela atividade acoplada do osteoblasto e osteoclasto, dependente da
diferenciacdo e fungdo dos mesmos e é controlada em nivel molecular (Robling et
al., 2006; Novack; Teitelbaum, 2008). A partir da intermediacao de fatores locais e
sistémicos, osteoblastos sinalizam a diferenciacdo e maturacdo dos precursores
osteoclasticos, assim como o recrutamento de osteoclastos j& maduros, iniciando o
processo de reabsor¢cdo em uma pequena unidade multicelular 6ssea (UMO). Apéds
um periodo de 2-3 semanas, osteoclastos funcionais entram em apoptose, e
osteoblastos direcionam-se a lacuna de reabsorcdo 6ssea (lacuna de Howship),
iniciando a sintese e depdsito de nova matriz 6ssea (Matsuo; Irie, 2008).

Concluida a neoformacéo éssea, alguns osteoblastos se aprisionam no 0sso
recém-formado, e tornam-se, entao, ostedcitos. Estas células conectam-se entre si e
com a superficie déssea, por intermédio de uma rede de canais, pelos quais
transduzem sinais mecanicos, necessarios para a remodelacdo éssea, frente as
mudancas de pressdo e carga aplicada (Katchburian; Arana, 2012; Junqueira;
Carneiro, 2013).

A diferenciacdo dos osteoclastos (Figura 2.3) ocorre a partir de células
precursoras da linhagem mieloide (mondcitos - macrofagos), e é dependente da
conjugacao de dois fatores:

(i) o0 Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-CSF);

(i)  da interagdo de uma proteina transmembrana, denominada Receptor
Activator of nuclear factor-kB (RANK) ao seu ligante, Ligand of receptor
activator of NFkB (RANKL).

O fator M-CSF é essencial nos primeiros passos da osteoclastogénese,
aumentando a capacidade de sobrevivéncia dos precursores osteoclasticos. O
RANKL, também conhecido como TNFSF11, é uma proteina transmembrana e faz
parte da superfamilia dos ligantes de fator de necrose tumoral, TNF (tumor necrosis
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factor). E produzido por células de linhagem osteoblastica e expresso por células do
sistema imunitario (linfécitos T ativados), tanto na sua forma de receptor membranar,
como molécula soluvel (Petit et al., 2006). RANKL estimula seu receptor, RANK — o
qual esta localizado em osteoclastos — levando a diferenciacdo e aumento da
sobrevida dos osteoclastos. Adicionalmente, as células do sistema imunitario
sintetizam citocinas pro-inflamatérias, como interleucina-1 (IL-1), IL-6 e IL-17, que
potencializam a osteoclastogénese e/ou a ativacao do osteoclasto, de forma indireta,
aumentando a expressdao de RANKL pelos osteoblastos (Schett et al., 2008;

Caetano-Lopes et al., 2009).

Figura 2.3 — Diferenciagdo osteoclastica, a partir da fusdo de células da linhagem mieloide, na
presenca de dois estimulos essenciais, RANKL e M-CSF. O resultado final do
processo de osteoclastogénese € uma célula multinucleada com capacidade de
reabsor¢cdo do 0sso0 e que expressa um conjunto especifico de genes (adaptado de
Del Fattore et al., 2008)
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O fator RANKL consiste em um mediador crucial no metabolismo ésseo,
sobretudo na destruicdo 6ssea patologica oriunda de metastases 6sseas, mieloma
multiplo e osteoporose, por intermédio da estimulacdo da diferenciacao, ativacao e
sobrevida de células osteoclasticas (Boyce; Xing, 2008). A expressao de RANK e/ou
RANKL em algumas neoplasias tem sido associada a maior capacidade de invaséao

tumoral e ao fenétipo metastatico (Dougall, 2012; Dougall et al., 2014).
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A fusdo dos precursores de osteoclastos é desencadeada quando o RANKL
se anexa ao RANK, ativando uma proteina transmembranar (Dendritic Cell-Specific
Transmembrane Protein, DC-STAMP) e uma bomba de prétons dependente de ATP
(ATP6VOD2). Os precursores osteoclasticos migram, atraidos por estimulos
quimiotaticos, pela corrente sanguinea até ao osso. Aderem a superficie e os
mondécitos fundem-se, dando origem a células gigantes multinucleadas (pré-
osteoclastos), que sofrem uma série de modificagcbes morfoldgicas, culminando na
formacao de uma extremidade irregular (borda ondulada), caracteristica dos
osteoclastos maduros. Simultaneamente as alteragdes morfologicas, a interacéo
RANK/RANKL na superficie das células precursoras induz, em conjunto com M-CSF,
a expressao de genes que tipificam a linhagem osteoclastica: TRAP (tartrate-
resistant acid phosphatase), CATK (catepsina K), CTR (receptor da calcitonina), CA2

(anidrase carbonica 2), integrinas da classe B3, entre (Del Fattore et al., 2008).

A borda ondulada aumenta a area de reabsorcdo do osteoclasto e as
integrinas presentes fixam o osteoclasto pela ligacdo a osteopontina (OPN), uma
glicoproteina fosforilada da matriz 6ssea. Desta forma, o osteoclasto cria um
microambiente especifico, selado pela borda ondulada. Bombas de prétons
dependentes de ATP transportam para a lacuna ions H+, acidificando o meio.
Concomitantemente, os osteoclastos secretam, na lacuna de Howship, TRAP e
CATK que sao ativadas no meio acido e que degradam, respectivamente, a porcao
inorganica e organica do osso (Takayanagi, 2007; Caetano-Lopes et al., 2009).
Contudo, a fusdo e polarizacao de osteoclastos pode ser inibida pelo receptor
soluvel do RANKL, a osteoprotegerina (OPG), também conhecida como
TNFRSF11B (Hofbauer, 2006).

A OPG, proteina soluvel sintetizada pelos osteoblastos e células do estroma
medular, € um regulador negativo da osteoclastogénese. Atua como um receptor
competitivo, ligando-se ao RANKL, inibindo a interagao justacrina RANKL/RANK nas
células precursoras, diminuindo, assim, a acao dos osteoclastos (Lacey et al., 1998;
Hofbauer., 2001; Bezerra et al., 2005; Chen, 2017) e, desta forma, apresenta a
abilidade de impedir a destruicdo do tecido ésseo.
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Em 2016, Luo et al. Identificaram um novo receptor competidor para RANKL:
leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 4 (LGR4). A semelhanca
do RANK, LGR4 expressa-se em osteoclastos; nao obstante, a interacéo
LGR4/RANKL regula negativamente a diferenciacdo de células osteoclasticas,
devido a ligacdo competitiva contra a proteina RANK. Desta forma, ambos OPG e
LGR4 constituem inibidores enddgenos da sinalizacdo RANK, regulando
negativamente a diferenciacdo osteoclastica e, por conseguinte, a reabsorcao

Ossea.

A osteopontina (OPN), inicialmente descrita por Senger et al. (1979), é uma
glicoproteina fosforilada ligadora de calcio, sendo primariamente identificada como a
principal sialoproteina no tecido ésseo. Possui um sitio protease-sensivel que separa
dois dominios capazes de se unir as integrinas (avb1, avb3, avb5, avb6, a4b1, a5b1,
a8b1, and a9b1) da superficie celular, e a um ligante de CD44 (familia de
glicoproteinas transmembrana envolvidas em processos biol6gicos como adesao
celular, migragédo celular e metéstase). Estes receptores, direta ou indiretamente,
ativam vias de sinalizacao celular, permitindo a mediacao da OPN nas interacdes
célula-célula e célula-matriz extracelular, a qual atuara na regulacdao de diversos
processos fisioldgicos e patoldgicos, como mineralizagdo, remodelacao tecidual,
regulacdo da resposta imune (a partir de sua participagcdo no recrutamento de
mondcitos/macréfagos), e como uma citocina proé-inflamatéria, tendo uma acao
suplementar, associada a diversas doencas inflamatérias e metabdlicas, como
diabetes e obesidade (Senger et al., 1979; Kahles et al., 2014).

A OPN é expressa constitutivamente em varios tipos celulares e tecidos,
como em pré-osteoblastos, osteoblastos, ostedcitos, condrécitos, fibroblastos,
células dendriticas, macrofagos e células T, hepatécitos, células musculares, assim
como nos rins, dentina, placenta, gldndulas mamarias, estando, adicionalmente,
presente nos fluidos do corpo (Sodhi et al., 2001; Tokairin et al., 2008; Zanotti et al.,
2010; Kahles et al., 2014; Carvalho et al., 2018).
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A remodelagdo tem como objetivos ndo sd estabelecer o pico de massa
O0ssea (que se concretiza entre a segunda e terceira décadas de vida) como,
também, na idade adulta, remover o osso danificado (ex.: fraturas) que,
posteriormente, serd substituido por nova matriz celular. Esta substituicdo requer
que o processo de remodelacdo esteja em equilibrio dindmico, ou seja, que o
volume de osso removido seja substituido por igual volume de osso formado.
Quando a reabsorcao 6ssea predomina e ndo é compensada de forma eficaz pela
formacao de matriz, o osso torna-se osteoporético, com baixa densidade mineral
o6ssea (DMO), menos resistente, se tornando susceptivel a ocorréncia de fraturas
(Weaver et al., 2016).

2.2 Mecanismo de regulacao: PTH, Calcio E Vitamina D

O processo de remodelacao, essencial para a manutencao da integridade do
0sso, € regulado por inumeros fatores locais e sistémicos, dependente,
preponderantemente, de componentes de origem endocrina. Os principais
reguladores sistémicos deste processo correspondem a trés hormdnios
responsaveis pela homeostase do célcio: o PTH (hormdnio paratireoidiano ou
paratormonio), calcitriol (forma ativa da vitamina D) e calcitonina sdo (Tabela 2.1).
Adicionalmente, outros hormoénios, designadamente, o horménio do crescimento,
cortisol e horménios sexuais, além de fatores de crescimento e proteinas
morfogenéticas 6sseas, também desempenham acdes sobre o metabolismo 6sseo
(Fukumoto; Martin, 2009).
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Tabela 2.1 — Orgéos, horménios e ions intervenientes no metabolismo calcio-fosfato

Metabolismo calcio-fosfato

Orgaos-alvo Hormonios lons
Osso PTH
o Fosfato
Rim Calcitriol o
o Calcio
Intestino Calcitonina

Fonte: Guyton, 2006; Norman, 2008 ; Fukumoto e Martin, 2009; Nakashima et al., 2011; Aires, 2012.

O horménio paratireodiano (PTH), também conhecido como paratorménio, é
um polipeptideo constituido por 84 aminoacidos, sintetizado e secretado pelas
glandulas paratireoides, a partir de um precursor, o pré-pré-paratorménio. E um dos
responsaveis pelo controle da calcemia, e o mais importante na regulagdo das
alterac6es agudas das concentracdes extracelulares de célcio. Em suma, é um
horménio hipercalcemiante e hipofosforemiante. Tem sua secrecdo estimulada a
partir da diminuicdo do calcio plasmatico (hipocalcemia), aumento da concentracao
de fosfato e/ou pela deficiéncia de vitamina D. No que concerne sua participacdo no
metabolismo 6sseo, o PTH tem um efeito estimulador da osteoclastogénese,
intensificando a reabsorcdo 6ssea e, consequentemente, induzindo o quadro de
hipercalcemia. O PTH estimula 0 aumento da reabsorgao renal de célcio, e diminui a
reabsorcao de fésforo. Adicionalmente, estimula a sintese de calcitriol (forma ativa
da vitamina D), a qual induz aumento do transporte transepitelial de célcio no
intestino, mobilizando-o, a partir dos 0ssos para a circulagdo. Este horménio possui
receptores de membrana nos néfrons, ostedcitos e osteoblastos; no entanto, nao os
possui no intestino e em osteoclastos, onde age por intermédio da vitamina D
(Nakashima et al., 2011).

A calcitonina consiste em um hormdnio polipeptideo (32 aminoacidos),
sintetizado na tireoide, estimulado a partir de um quadro de hipercalcemia. Possui
uma acao inibitéria da mobilizacdo (saida) de sais minerais, ou seja, inibe a

atividade osteoclastica. Reduz o processo de reabsor¢cao éssea, provocando uma
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diminuicdo dos niveis séricos de calcio. Adicionalmente, atua nos rins, reduzindo a
reabsorcao de calcio e fosfato, além de diminuir a absorcéo de célcio nos intestinos.
Conclui-se, assim, que a calcitonina corresponde a um horménio hipocalcemiante e

hipofosfatemiante (Guyton; Hall, 2017).

O célcio é fundamentalmente importante para todos os sistemas biolégicos,
sendo sua disponibilidade dietética um determinante critico em sua homeostase.
Aproximadamente 99% do caélcio corporal encontra-se no esqueleto; o restante
distribui-se na composicao dos dentes, fluidos corporais extra e intracelulares. Cerca
de 50% do célcio plasméatico estd na forma ionizada (Ca++) biologicamente ativa,
10% do calcio na forma nao ibnica (ex.: bicarbonato de célcio) e 40% ligado a
proteinas carreadoras, como a albumina. O processo de absorcao e excrecao do
célcio ocorre em equilibrio, no qual a mesma quantidade absorvida, € eliminada
(sendo esta, predominantemente, pelas fezes). Sua absorcdo ocorre no trato
gastrointestinal (sobretudo no duodeno e jejuno proximal), por uma combinacéo de
acOes de transporte ativo e difusdo passiva, sob influéncia da vitamina D. A
presenca desse mineral, no plasma ou em reserva, esta diretamente relacionada a
conducgao de estimulos nervosos; contracdo e relaxamento muscular; coagulagcéao
sanguinea; controle de hormdnios, como a vitamina Ds, paratorménio e calcitonina;
além de prover a quantidade de calcio necessaria para o desenvolvimento
esquelético (Aires, 2012).

Os niveis séricos de calcio ionizado devem ser mantidos dentro de uma
estreita faixa de variacdo, e qualquer tendéncia a queda é percebida pelas
paratireoides, provocando a liberacao imediata de PTH e o desencadeamento de
uma cascata de reacdes, com o objetivo de elevar a calcemia. Nos rins, o PTH atua
aumentando a sintese da molécula ativa da vitamina D, 1,25(OH)2D, pelo estimulo
da 1-a-hidroxilase, reduzindo a excrecao urinaria de calcio e favorecendo a
eliminacdo do fésforo. O efeito fosfaturico € importante, ja que o fosforo leva a
formacao de complexos calcio-fésforo, diminuindo a disponibilidade de calcio livre
(Norman, 2008).

A denominagédo “vitamina D” consiste em um conjunto de moléculas

esteroides derivadas do 7-deidrocolesterol (7-DHC) presentes na epiderme que, por
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intermédio de reacgdes fotoliticas e um eixo metabdlico enzimatico, adquire
caracteristicas  quimico-estruturais  distintas e, desta forma, torna-se
metabolicamente ativo, sendo, por fim, denominado 1,25-dihidroxicolecalciferol
[1,25(0OH)2D ou calcitriol]. Essa cascata de reacdes é dependente de sua proteina
transportadora cognata, vitamin d-binding protein (DBP ou transcalciferina), seu
receptor nuclear (VDR, vitamin d-receptor) e de enzimas do complexo citocromo
P450, sendo estas responsaveis pela ativacdo e inativacdo das moléculas
esteroides (Bouillon et al., 1995; Norman, 2008).

O 1,25-dihidroxicolecalciferol corresponde a um componente-chave na
regulacdo do metabolismo ésseo e na homeostasia do célcio e fosfato (aumentando
sua absorcao), por meio de um feedback negativo com o paratormdnio (PTH). Os
amplos efeitos biolégicos da 1,25(0OH)2D sao mediados por seu receptor nuclear
(VDR ou NR1I1), membro da superfamilia de receptores nucleares de fatores de
transcricdo, expresso em quase todos os tecidos do organismo humano, tendo mais
de 900 genes alvos potenciais (Wang et al., 2005). Adicionalmente a seu classico
papel regulador da fisiologia osteomineral, ressalta-se a acao, direta ou indireta, da
vitamina D na modulacdo de diversas funcbes essenciais a manutencdo da
homeostase sistémica, especificamente por meio da competicdo do dominio de
ligacdo do receptor nuclear (VDR).

Existe 2 tipos de receptor de VDR - os quais distinguem-se entre si, de
acordo com sua localizagdo celular: VDR membranar (mVDR) e VDR nuclear
(nVDR). O primeiro participa de processos celulares relacionados a sinalizacao,
diferenciacao e apoptose; manutengdo da funcdo neuromuscular; modulagdo da
autoimunidade; sintese de interleucinas inflamatoérias; regulacao
musculoesquelética; controle da pressao arterial; e no metabolismo de adipdcitos e
da insulina. Em contrapartida, o nVDR atua diretamente no controle de expresséo
génica que repercute na sintese de proteinas-alvo, regulando fung¢des bioldgicas
tecido-dependente, como na homeostasia mineral (Sintov et al., 2014; Pike et al.,
2017).

A vitamina D pode ser obtida por meio de duas formas: sintetizada natural e

endogenamente (80-90%), cujo processo de conversao se inicia na pele, a partir de
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uma reacao fotoquimica, em resposta a exposicao a radiagao ultravioleta (UVB) ou a
partir da dieta (10-20%) de fontes de origem animal (vitamina Ds ou colecalciferol —
presente principalmente em peixes de agua fria e profunda, como atum e salmao) ou
de origem vegetal (vitamina D2 ou ergosterol, encontrado em fungos comestiveis). A
moléculas das vitaminas D2 e D3 diferem entre si ndo s6 pela origem, mas por D2
apresentar um carbono a mais (sdo 28 carbonos na estrutura), um grupo metil extra
e uma dupla ligagdo entre os carbonos 22 e 23, sendo o colecalciferol considerado
mais potente, em termos biolégicos, do que o ergosterol na conversao a 25(0OH)D
(Holick, 2008; Kochupillai, 2008).

Quando fornecida pela dieta, o colecalciferol e o ergoesterol sao
transportados a corrente sanguinea, vinculados a uma glicoproteina carreadora,
vitamin d-binding protein (DBP, ou transcalciferina). As moléculas sao absorvidas no
intestino delgado, com a participacao dos sais biliares, na forma de quilomicrons
(lipoproteinas formadas nas células do epitélio intestinal, a partir das gorduras
da dieta). Enquanto disponivel na circulagéo, a vitamina D pode ser sequestrada por

tecidos periféricos, como tecido adiposo e muscular (Holick, 2008).

A sintese enddgena da vitamina D se inicia a partir de uma molécula
precursora (7-deidrocolesterol ou 7-DHC), a qual estd armazenada na camada bilipi-
dica das membranas celulares da epiderme (camadas espinhosa e basal), sendo
ativada a partir da exposicao a radiacao solar direta (UVB), nos comprimentos de
onda entre 290 e 315 um. A cascata de ativagdo da vitamina D pode ser
substancialmente afetada por alguns fatores: estacdo de inverno; paises de clima
frio; individuos idosos (0s quais apresentam a pele mais fina e, consequentemente,
menor reserva de 7DHC); concentracdao de melanina presente na pele (o pigmento
compete pelo féton da radiacao UVB, diminuido a disponibilidade deste para a
fot6lise do 7-DHC). Desta forma, individuos negros requerem exposi¢ao solar mais
prolongada (Webb, 1988; Looker et al., 2002)

O eixo metabdlico enzimatico prossegue, a partir da absorcao do féton UVB
pelo 7-deidrocolesterol, gerando a pré-vitamina D3 que, por ser termoinstavel, sofre
uma isomerizacdo induzida pelo calor, assumindo uma nova conformacdo, a

vitamina D3 (colecalciferol). E, entdo, excretada e liberada & corrente sanguinea,
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acoplada a DBP. Em seguida, ao atingir o figado, tanto D2 e D3z sofrem uma
hidroxilacdo no carbono 25, mediada pela enzima 25-hidroxilase (ou CYP2R1 —
enzima microssomal da superfamilia do citocromo P450) e regulada pela
concentracdo de calcio e pelo paratorménio (PTH), dando origem ao 25-
hidroxicolecalciferol ou calcidiol [25(OH)Ds e 25(0OH)D2]. Subsequentemente, nos
rins, sofre uma segunda hidroxilacdo no carbono 1, pela 1-a-hidroxilase renal, sendo
finalmente  convertida em sua forma metabolicamente ativa: 1,25-
dihidroxicolecalciferol (1,25(OH)2D) ou calcitriol. A 1,25(0OH)2D é o fator primordial na

regulacao da homeostase do célcio e do fésforo (Guyton; Hall, 2017).

No osso, a 1,25(0OH)2D atua fisiologicamente de forma permissiva na
mineralizacdo da matriz proteica éssea. Frente a niveis reduzidos de calcio na dieta,
sua acao passa a ser indutora da reabsorcdo. Atua em sinergismo com o PTH,
mobilizando calcio e fésforo, mediante a indugdo da diferenciagcdo de células
precursoras em osteoclastos. Adicionalmente, a 1,25(0OH)2D atua nos osteoblastos
maduros, aumentando a expressdao da fosfatase alcalina, da osteocalcina e da
osteopontina. No intestino, a 1,25(OH)2D favorece a absorcao de calcio no duodeno,
e de fésforo no jejuno e ileo. A normalizacdo da calcemia e a prépria vitamina D,
agindo em seus receptores nas paratireoides, inibem a secrecdo de PTH (Norman,
2008).

A concentracao sérica da 25(0OH)2D constitui o indicador mais confiavel para
a avaliacao do status de sua absorcao proveniente da dieta e sintese cutanea. Os
valores de 25(OH)D podem ser expressos em nmol/L ou ng/mL. Segundo a
Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), a faixa de
normalidade dos niveis séricos da 25(0OH)D é considerada a partir de valores de
referéncia de >20 ng/ml para a populacdo saudavel, sendo esta necessaria para
manter o PTH em niveis adequados e ndo permitir o aparecimento de disturbios
clinicos e metabdlicos relacionados a hipovitaminose (Ferreira et al., 2017)

Em decorréncia as mudangas demograficas mundiais — sobretudo com o
aumento da expectativa de vida, politicas de saude voltadas a prevengdo do
desenvolvimento de cancer de pele e, consequentemente reducéo a exposicao solar
— a hipovitaminose D se tornou altamente prevalente (Mithal et al., 2009). A deficién-
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cia de vitamina D afeta diretamente a absorcao de ions calcio, causa uma elevacao
da sintese de PTH e, portanto, aumento do processo de reabsorcao éssea. Desta
forma, notadamente repercute no metabolismo 6sseo, estando relacionada a
fisiopatogénese de diversas doengas. Em criancas, a deficiéncia de calcitriol leva ao
retardo do crescimento e ao raquitismo. Ja em adutos, a caréncia leva a
osteomaléacia, ao hiperparatiroidismo secundario e, consequentemente, ao aumento
da reabsorcao 6ssea, favorecendo a perda de massa éssea, o desenvolvimento de
osteoporose e consequentes fraturas 6sseas (Maeda et al., 2014).

2.3 Osteoporose

Inicialmente descrita por Albright et al. (1941), a osteoporose consiste em
uma desordem osteometabdlica cronico-degenerativa, de etiologia multifatorial,
assintomatica, caracterizada pela reducao da densidade mineral éssea (DMO), na
qual observa-se a deterioracdo da microarquitetura 6ssea, com consequentes
alterac6es nas propriedades fisicas e quantitativas do esqueleto humano, tornando-o
altamente fragil e susceptivel ao desenvolvimento de fraturas (Kanis, 2007).
Estruturalmente, evidencia-se a reducao, em numero e tamanho, do osso trabecular,
adelgacamento do porcao cortical e reducdo de osso normalmente mineralizado
(Watanabe, 2009).

O esqueleto humano é composto por dois tipos de tecido 6sseo: 0 0sso
cortical e o osso trabecular. O osso cortical consiste num tecido compacto, denso,
de baixa porosidade, que compde cerca de 80% do esqueleto. Constitui a parte
externa de todas estruturas esqueléticas, sendo predominante na diafise dos ossos
longos e do esqueleto apendicular. Sua principal fungéo é fornecer forca mecanica e
protecdo, embora possa participar de respostas metabdlicas, frente a um déficit
mineral severo e/ou prolongado. Ja o o0sso trabecular (esponjoso) possui alta
porosidade e € encontrado no esqueleto axial, nas epifises de ossos longos, corpos

vertebrais, demais 0ssos chatos, pelve e mandibula. Metabolicamente é mais ativo
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que o 0sso cortical, apresentando um numero maior de células, fazendo com que a
taxa de remodelagcdo Ossea seja superior. Num estado de deficiéncia mineral,
fornece suprimento inicial, sendo perdido mais rapidamente. Este fato faz com que o
0sso trabecular seja crucial para deteccao da perda 6ssea, sendo, por esta razao, o
sitio anatébmico alvo para o controle e monitoragdo da osteoporose (Hagenfeldt,
2003; Guyton; Hall, 2017; Weaver et al., 2016).

Figura 2.4 — Diferenciacdo do padrao trabecular na osteoporose: (a) Osso sadio apresentando
microarquitetura trabecular preservada; (b) Reducdo da densidade mineral éssea
(DMO), resultante da osteoporose.
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Fonte: http://www.cn24tv.it/public/images/201205/osteoporosi.jpg

A osteoporose resulta de um desequilibrio na taxa de reabsorcao e formacgéo
no ciclo de remodelacao éssea, o que provoca a diminuicdo da matriz éssea. O risco
de fratura osteoporética aumenta progressiva e continuamente com o declinio da
densidade mineral 6ssea (DMQO). O impacto da osteoporose reside em esta conduzir
a ocorréncia de fraturas, e, adicionalmente, a diversas complicagdes clinicas, como:
dor crbnica, deformidade, perda da independéncia, depressdo e aumento da
mortalidade. Seu curso clinico é silencioso, impedindo, em muitas vezes, o
diagnéstico precoce, sendo este detectado, ndo raramente, somente apos o episddio
da fratura (Kanis et al., 2012). Por conseguinte, a prevencdo e o diagndstico
precoces tornam-se de crucial importancia na manutencdo da saude, qualidade de
vida e independéncia desse grupo de pacientes.
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Constitui um sério problema de saude publica, sendo uma das maiores
causas de morbidade e, inclusive, mortalidade, especialmente em mulheres pés-
menopausa e em homens idosos. Estima-se que cerca de 50% das mulheres e 20%
dos homens com idade igual ou superior a 50 anos sofrerdo uma fratura
osteoporoética, ao longo da vida. Mundialmente, cerca de 200 milhdes de pessoas
sofram com a doenca e, aproximadamente, 8.9 milhdes de casos de fraturas
patolégicas ocorram anualmente. Apesar de menos incidente em homens, estima-se
que entre 1/5 a 1/3 das fraturas osteoporéticas ocorram em individuos do sexo

masculino (Kanis et al, 2012; Pisani et al., 2016).

A fratura osteoporotica corresponde a um fator de eximia relevancia, sendo
responsavel pelo declinio da qualidade de vida e taxa de sobrevida destes
pacientes. A perda de capacidade motora e autonomia é substancial (50% dos
casos), levando a dependéncia de cuidados integrais, gerando custos dispendiosos
ao poder publico. De acordo com um estudo realizado por Leibson et al. (2002),
fraturas femorais foram fatores responsaveis por 20-24% de mortalidade, em um
periodo de 1 ano. No Brasil, 23,6% dos pacientes internados em hospitais publicos

vao a 6bito, nos 3 meses subsequentes a fratura femoral (Pereira et al, 2012).

Os sitios anatbmicos mais comumente afetados pela doenca sdo: corpos
vertebrais, colo femoral, segmento proximal do osso radio e segmento distal do
antebraco, areas predominantemente formadas por osso trabecular (Hagenfeldt,
2003; Kanis et al., 2012). Nao obstante, os efeitos da doenga sao sistémicos. Ao que
tange o acometimento oral, esse processo induz, lenta e gradativamente, a
reabsorcédo do osso alveolar e, subsequentemente, a perda dental, tal como provém
um tecido 6sseo de baixa qualidade, interferindo ou inviabilizando reabilitagbes com
préteses convencionais e/ou implantes dentarios, minimizando a qualidade de vida
do paciente portador da doenca osteoporética (Makker et al., 2012; Beppu et al.,
2013; Pavicin et al., 2017).

Entre os fatores de risco que influenciam o desenvolvimento da osteoporose,
destacam-se: idade; sexo (mulheres brancas); indice de massa corporal; estilo de
vida; histéria familiar; tabagismo e alcoolismo (inibidores da multiplicacdo de

osteoblastos); cafeina (aumenta excreg¢ao de calcio); sedentarismo; ma nutricao;
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dieta rica em fibra, proteinas e sédio (diminuem a absorcao de calcio); nuliparidade;
amenorreia por exercicios; menopausa precoce e endocrinopatias. Embora a
osteoporose idiopatica seja a forma mais comum, diversas desordens sistémicas e o
uso crénico de certos medicamentos aumentam, substancialmente, o risco de perda
ossea e a fragilidade esquelética (Harper; Weber, 1998). Por conseguinte, de acordo
com sua etiopatogenia, a osteoporose pode ser classificada em: priméaria e

secundaria.

A primaria, tipologia mais frequente, consiste em uma doenga associada a
senilidade. Afeta, majoritariamente, a populagéo feminina em idade p6s-menopausa;
entretanto, homens idosos sao, também, acometidos. A patogénese da deterioracao
Ossea e fragilidade esquelética esta associada ao declinio natural da sintese e dos
niveis de esteroides gonadais, assim como ao envelhecimento tanto do o0sso
trabecular, como cortical. Fatores genéticos e comportamentais sdo, também, de
fundamental importancia etiolégica (Raisz, 2005; Painter et al, 2006; Pisani et al.,
2016; Sézen et al, 2017).

A osteoporose secundaria corresponde a reducdao da densidade mineral
ossea (DMO), onde significativas alteracées microarquiteturais ésseas resultam do
uso crbnico de determinados farmacos que atuam no metabolismo do calcio
(osteoporose medicamentosa), ou em virtude a uma doenca pré-existente. Dentre as
desordens que potencialmente podem induzir desenvolvimento da osteoporose
secundaria, ressalta-se as de origens: endocrinas, autoimunes, renais,
hematoldgicas, gastrointestinais, neoplasicas e nutricionais (Quadro 2.2). (Painter et
al., 2006; Carter, 2018).
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Quadro 2.1 - Desordens associadas ao desenvolvimento de osteoporose secundaria

Doencas endécrinas

Doencas
gastrointestinais,
hepaticas,
nutricionais

Doencas
hematoldgicas,
neuroldgicas

Doencas renais

Doencas auto-
imunes, genéticas,
outras

* Hipertireoidismo

* Hiperparatireoidismo
* Hipogodanismo

* Hipercortisolismo

* Diabetes mellitus

* Deficiéncia
horménio crescimento
* Acromegalia

« Hiperprolactinemia

» Doenga celiaca

* Anorexia nervosa

» Doenca inflamatéria
intestinal

 Cirurgia de bypass
gastrico

« Gastrectomias

* Hemacromatose

» Doencgas hepaticas
* Hipovitaminose D

+ Deficiéncia de
calcio

* Ingestdo abusiva de
alcool

* Nutrigao parenteral

* Mieloma mudltiplo
* Mastocitose
sistémica

» Talassemia maior
» Gamopatia
monoclonal

* Leucemias, linfomas
* Hemofilia

« Epilepsia

* Esclerose multipla
* Acidente vascular
encefalico

* Nefropatias
crénicas

* Hipercalcidria
idiopética

+ Acidose renal
tubular

* Artrite reumatoide
 LUpus eritematoso
sistémico

« Espondilite
anquilosante

» Doenga pulmonar
obstrutiva crénica

» Doenga metastatica
 Transplante de
orgaos

« Fibrose cistica

» Doenga cardiaca
congestiva

» Osteogénese
imperfeita

» Sindrome da
imunodeficiéncia

adquirida

Fonte: Painter et al., 2006; Mazziotti et al., 2010; Cooper et al., 2016 ; Rizzoli; Biver, 2015 ; Carter, 2018; Compston,

2018

A osteoporose secundaria acomete tanto mulheres em fase pré- e poés-

menopausa, como homens. Esta associada a uma ampla variedade de condicdes

mérbidas primarias e ao uso crénico de diversas medicagcbes (Quadro 2.3), as quais

acarretam, em sua evolucgao, distlrbios na absorcao intestinal de calcio, diminuicao

precoce nos niveis de estrégeno (hipoestrogenismo), perda de massa muscular,

diminuicdo da atividade do sistema enzimatico citocromo P450, baixa absorcédo e

metabolizacdo da vitamina D, e agédo direta em células ésseas (Painter et al., 2006).
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Quadro 2.2 - Farmacos associados ao desenvolvimento de osteoporose secundéria

Drogas com agio no trato

Hormoénios e drogas com Drogas com agao no Drogas com agao no gastrointestinal,
acao no sistema endocrino sistema nervoso central sistema imune anticoagulantes,
diuréticos
» Glicocorticoides * Antidepressivos * Inibidores de calcineurina | « Heparina
* Horménios tireoidianos * Anticonvulsivantes » Agentes imunossupres- | « Inibidores da bomba de
« Tiazolidinedionas + Antipsicéticos sores prétons
* Agentes indutores de « Diuréticos tiazidicos

hipogonadismo (inibidores de
aromatase, acetato  de
medroxiprogesterona,
agonistas  do horménio
liberador de gonadotrofina
(GnRH)

Fonte: Painter et al., 2006; Mazziotti et al., 2010; Cooper et al, 2016 ; Rizzoli; Biver, 2015 ; Carter, 2018; Compston,
2018

Dentre as diversas causas cuja fisiopatologia apresenta, direta ou
indiretamente, repercussées no metabolismo &ésseo e, consequentemente ao
desenvolvimento da osteoporose secundaria, a osteoporose induzida por
glicocorticoides (OPIG) representa o subtipo mais incidente, representando cerca de
25% de todas as causas de osteoporose (Mazziotti et al., 2010; Compston, 2018).

2.3.1 Osteoporose induzida por glicocorticoides (OPIG)

Os glicocorticoides (GC) representam uma classe de hormdnios esteroides
que interagem com respectivos receptores de glicocorticoides (GRs, glucocorticoid
receptors), presentes em quase todas as células de organismos vertebrados
(Kadmiel; Cidlowski, 2013). Sao caracterizados por suas potentes propriedades anti-
inflamatérias e imunossupressoras, cujos beneficios terapéuticos justificam seu uso
em uma ampla gama de doencas (Buttgereit et al.,1999). Entretanto, a cronicidade
de seu uso esta associada ao desenvolvimento de diversos efeitos colaterais, tendo
sido, inicialmente, reportados por Cushing (1932). Dentre estes, ressalta-se uma
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série de alteracdes que resultam em desordens musculoesqueléticas (osteoporose
medicamentosa, osteonecrose, miopatias, sarcopenia), além de perturbacoes
metabdlicas, como intolerancia a glicose, diabetes mellitus, dislipidemia (como na
Sindrome de Cushing), obesidade e catarata (Cooper et al., 2016; Carter, 2018). Em
criancas, GC afetam a resisténcia e crescimento musculo-esqueléticos, assim como

a densidade mineral éssea total, na fase adulta (Hansen et al., 2014).

A OPIG é caracterizada pela reducao da formacdo Ossea, e rapida e
acentuada perda 6Ossea, sendo esta detectada precocemente, a partir de 3 a 6
meses, apds o inicio da corticoterapia oral. Microestruturalmente, nota-se um
aumento da porosidade tanto do osso trabecular, como do cortical (Vedi et al.,
2005). Tais repercussbes no tecido ésseo sao resultantes de altas doses
medicamentosas, assim como regime prolongado, e a maior atividade da doenca, na
fase inicial do tratamento, onde evidencia-se a inibicdo da formacdo Ossea,
acompanhada do aumento transiente da reabsorcao do tecido ésseo (Rizzoli; Biver,
2015). O conjunto dessas alteracdes sao, portanto, dose- e tempo-dependentes, e o0
desenvolvimento de osteoporose induzida por glicocorticoides (OIG) caracteriza-se
como um fator determinante ao risco de fratura, a qual pode ocorrer em cerca de 30-
50% desses pacientes (Cooper et al., 2016).

A reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO) em pacientes diagnosticados
com OPIG é considerada bifasica, onde a perda é6ssea (6 a 12%) se instala
rapidamente, no primeiro ano, apés instituicdo da terapia. Subsequentemente, uma
progressdo mais lenta (cerca de 3%) é evidenciada anualmente, nos periodos
conseguintes (LoCascio et al., 1990). Ressalta-se que o risco de fratura atinge niveis
alarmantes de até 75%, dentre o primeiro trimestre, apds inicio da corticoterapia,
sendo este precedido por um declinio substancial da DMO, muitas vezes néao
detectados por exames de densitometria 6ssea (Van Staa et al, 2003).

Em um estudo retrospectivo, os mesmos pesquisadores (Van Staa et al.,
2003) analisaram 244.235 individuos submetidos a corticoterapia prolongada,
comparando-os a uma populacdo controle. Observaram que o risco relativo de
fratura do primeiro grupo foi significativamente maior na coluna (rr = 2,6) e em

quadril (rr = 1,6), sendo, também, correlacionado diretamente a dose utilizada, onde
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a administracao diaria de baixas doses (<5 mg) de prednisona aumentou em 20% 0
risco da ocorréncia de fraturas, progredindo a 60%, quando administradas em doses
>20 mg/dia.

Um regime intermitente de altas doses de glicocorticoides orais, assim como
por via inalatéria (pacientes asmaticos, cirurgias de levantamento de seio maxilar),
também demonstra repercussdées no metabolismo ésseo, sendo reportado quadros
de hipercalciuria, aumento nos niveis séricos de PTH e de 1,25-
dihidroxicolecalciferol, e aumento do risco de ocorréncia de fraturas vertebrais. Nao
obstante, risco este menor, quando comparado a terapias de curso prolongado (>3
meses) (McEvoy et al., 1998; van Staa et al., 2001; De Vries et al., 2007).

Embora a descontinuidade da corticoterapia reduza os riscos a integridade e
resisténcia do tecido d&sseo, alteracbes da densidade mineral Ossea sao
evidenciadas por um periodo = 1 ano, apdés a administracdo da ultima dose
medicamentosa (Vestergaard et al., 2008).

Os GC exercem efeitos diretos e indiretos sobre o metabolismo 6sseo,
interferindo com sua homeostase, levando a uma rapida perda mineral. Os efeitos
diretos estdo relacionados a agcdo desta droga sobre as células 6sseas e suas
funcbes correspondentes. Na presenca de GC, ha uma deplecdo da
osteoblastogénese, decorrente da inibicdo de precursores osteoblasticos, assim
como aumento dos indices de apoptose em osteoblastos maduros e ostedcitos.
Glicocorticoides atuam na via de sinalizacdo Wnt/B-catenina, responsavel pela
diferenciacdo de células mesenquimais pluripotentes, direcionando-as para
linhagens adipociticas, ao invés de osteoblasticas (Ohnaka et al., 2005). Os
farmacos também atuam diretamente na osteoclastogénese, aumentando a
expressao do M-CSF (macrophage colony stimulating factor) e de RANKL, reduzindo
as taxas apoptéticas de osteoclastos, além de suprimirem a expressao de
osteoprotegerina (OPG) por osteoblastos, resultando no aumento da atividade
osteoclastica (Swanson et al., 2006; Weinstein, 2011).
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Outros mecanismos podem contribuir, indiretamente, com a perda Ossea
induzida por glicocorticoides, como: inibicdo da secrecdo hipofisaria das
gonadotrofinas, secrecao ovariana e testicular de estrdgenos e testosterona e a
secrecdo adrenal de androstenidiona e dehidroepiandrosterona, representado por
um quadro de hipogonadismo e consequente perda éssea; diminuicdo do transporte
intestinal transcelular de calcio, ocasionando o aumento da excrecao renal e
intestinal deste ion; inibicdo da fosfatase alcalina, descarboxilagdo do citrato e
aumento da sensibilidade tubular renal ao PTH; sintese reduzida do horménio de
crescimento (GH) e expressao reduzida de IGF-1 (insulin-like growth factor) e 1GF-
BP (binding protein) por células 6sseas, importantes para a manutencao da matriz
Ossea; diminuicdo da produgcdo de prostaglandina E2 no osso, sendo esta
responsavel por estimular a sintese de proteinas coladgenas e nao colagenas
(Mazziotti et al., 2016; Sato et al., 2017).

Ressalta-se que fatores intrinsecos proprios da doenca de base pela qual
torna-se necessario a corticoterapia (desordens de origem inflamatéria e autoimune),
também podem contribuir para a reducédo da densidade mineral éssea, frente ao
aumento da sintese de citocinas pro-inflamatorias e pré-reabsortivas, como
interleucinas (IL-1 e IL-6) e fatores de necrose tumoral, conduzindo a cronicidade da
inflamacéao local ou sistémica, e ativacdo da osteoclastogénese (Kroger et al., 1994;
Sato et al., 2017).

Dentre o vasto grupo de doencas cuja terapéutica de eleicao envolve a
corticoterapia de curso prolongado, evidencia-se o pénfigo vulgar (PV). Tal condicao
€ de eximio interesse aos profissionais da Odontologia, visto 0 acometimento local

de sitios intraorais e ponderosas repercussoes sistémicas.

Pénfigo é a designacao de um conjunto de doencas relativamente raras,
imunologicamente mediadas, de curso crénico e prognostico sombrio, caracterizado
pela formacdo de lesdes vesico-bolhosas, localizadas na pele e em membranas
mucosas (oral, esofagica, nasal, ocular, genital). Pode ser classificado em 3 formas
principais: pénfigo vulgar, folidceo e paraneoplasico. Entretanto, outras variantes
coexistam: pénfigo vegetante, eritematoso, “fogo selvagem”, herpetiforme e induzido
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por farmacos. Os subtipos vulgar e folidceo representam os mais incidentes; no en-
tanto, o segundo restringe-se, majoritariamente, a pele (Kasperkiewicz et al., 2017).

As lesbes orais sdo comuns em pacientes diagnosticados com pénfigo vulgar
(90% dos casos); porém, frente ao constante trauma oclusal decorrente da fala e
mastigacao, a presenca de lesdes vesico-bolhosas integras € mais incomum. Desta
forma, a apresentacao clinica intraoral se da por lesées erosivas e/ou ulcerativas, de
morfologia irregular, tamanhos varidveis e substancialmente sintomaticas,
distribuidas em mucosa jugal, mucosa labial, palato, ventre lingual e gengiva (livre e
inserida — gengivite descamativa) (Figura 2.4). Nao raramente, as lesGes orais
precedem o curso sistémico. Desta forma, enaltece-se a fundamental
responsabilidade do cirurgido-dentista, em atuacdo concomitante ao dermatologista,
pela instituicdo de seu diagnéstico (Black et al., 2005; Neville et al., 2009), tal como o
manejo e controle, por meio de tratamento periodontal regular.
Figura 2.5 — Acometimento oral por pénfigo vulgar: (a) Lesbes vesico-bolhosas e ulcerativas,

altamente sintomaticas, refletindo em baixa qualidade da higiene oral; (b) Gengivite
descamativa

A

Fonte: A autora
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O pénfigo vulgar é caracterizado pela presenca de autoanticorpos circulantes
(lgG) que atuam contra proteinas responsaveis pela adesdo intercelular,
denominadas desmogleinas 1 ou 3 (Dsg1, Dsg3, pertencentes a familia das
caderinas), as quais estao localizadas nos desmossomos — estrutura responsavel
pela aderéncia celular as estruturas adjacentes, conferindo forca estrutural a epitélio
(Scully; Challacombe, 2002). A interacao autoanticorpo-desmogleina induz dano aos
desmossomos e perda do contato intercelular de queratinécitos (acantdlise),
resultando na formagédo de lesbes vesico-bolhosas de tamanhos variaveis na pele
e/ou mucosas, e consequente ulceragcdes substancialmente sintomaticas e

susceptiveis a infeccoes secundarias (Scully et al., 1999; Kitajima, 2014).

A etiopatogénese do PV ainda € discutida, mas evidencia-se a participacao do
processo inflamatério e alguns de seus constituintes, como citocinas pré-
inflamatérias, células B e T autorreativas, além da expressao diversificada de alelos
HLA (Human leukocyte antigen) (Veldman; Feliciani, 2008; Kasperkiewicz et al.,
2017). O tratamento padrao do pénfigo vulgar consiste na corticoterapia sistémica
oral, associada ou n&o a imunossupressores. A uso dos glicocorticoides na
abordagem terapéutica do pénfigo vulgar fora instituido a partir da década de 1950,
o qual, até entdo, exibia uma taxa de mortalidade de até 70%, frente ao quadro
severo de desidratacdo e infecgdes sistémicas secundéarias (Harman et al., 2003).
No entanto, apesar da melhora do quadro sistémico e qualidade de vida desses pa-
cientes, os efeitos colaterais desencadeados pela administracdo prolongada de tais
farmacos, se mostram substancialmente presentes. Destes, salienta-se o0
acometimento do metabolismo ésseo e desenvolvimento de osteoporose induzida
por glicocorticoides (Grando, 2012; Ghodsi et al., 2014; Hsu; Nanes, 2017).

2.4 Diagnéstico imaginolégico

Frente ao risco de desenvolvimento da doenca osteoporoética, a investigacao
precoce de alteracdes esqueléticas e previsdo do risco de fraturas se fazem
imperativamente necessarias. Adicionalmente a histéria clinica e exames fisico e

laboratorial, 0 mapeamento investigativo é realizado por meio de modalidades
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imaginolégicas, cujos objetivos principais destinam-se a avaliagdo da densidade
mineral 6ssea (DMO). A DMO corresponde a concentracdo média de massa éssea
por unidade de volume (densidade volumétrica), ou por unidade de area (densidade
de area), identificadas em imagens de duas ou trés dimensdes, ou em um segmento

especifico do tecido 6sseo (Lang et al., 2002; Watanabe, 2009).

Durante os dultimos 20 anos, algumas técnicas de imagem tém sido
desenvolvidas para quantificar, de maneira mais sensivel, tal tecido. Destas,
podemos classificar 2 categorias: técnicas ionizantes (a densitometria 6ssea por
meio da absorciometria de energia Unica, absorciometria de fétons duplos (DPA),
absorciometria de energia dupla de raios X (DXA), a tomografia computadorizada
quantitativa (QCT), absorciometria radiografica e o ultrassom quantitativo (QUS)

(Conversano et al., 2015).

Os parametros comparativos avaliados pelos diversos métodos de imagem
englobam a acuracia ou exatidao; precisdao ou reprodutibilidade; a sensibilidade e
especificidade diagnostica; relacao custo/beneficio; seguranca relacionada a dose
de radiacdo; comodidade ou praticidade; e, por fim, a rapidez do método
empregado. Dentre as técnicas de imagem disponiveis, a densitometria 6ssea
(DXA) consiste, atualmente, no meétodo mais frequentemente utilizado. Sendo
considerado o padrao-ouro para o diagnéstico e seguimento da osteoporose - além
de prover informagdes progndsticas pertinentes ao desenvolvimento de fraturas, esta
técnica bidimensional (2D) possibilita a rapida realizagdo (em média, 15 minutos) da
quantificacdo da DMO em qualquer sitio esquelético. No entanto, os sitios
anatdmicos de escolha correspondem aqueles cujo quantidade de osso trabecular é
mais incidente, e consequentemente, mais acometidos pela osteoporose, como a
coluna lombar (segmentos vertebrais L1-L4), fémur proximal, o radio distal e/ou
corpo total. Dentre suas vantagens, pontua-se: técnica nao invasiva; tempo reduzido
de exposicao a radiacao; precisao; seguranca e custo - quanto comparado a QCT e
as QUS (Lang et al., 2002).

O principio de funcionamento da DXA baseia-se na medicao da atenuacéo de
um feixe de radiagdo gerado por uma fonte de raios X com dois niveis de energia

(fétons de alta e baixa energia), através do corpo do paciente. As caracteristicas de
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atenuacao diferem no o0sso e nos tecidos moles em funcdo da energia do feixe de
raios X. A diferenca da atenuacao entre o 0sso e o tecido mole é maior no feixe de
baixa energia (70 elétrons-volt - keV), do que no de alta energia (140 keV). Um
contorno de atenuacao é entdo formado, permitindo a quantificacdo do mineral e da

massa de tecidos moles (Anijar, 2000; Adams, 2010).

A DXA determina as medicoes da DMO por area projetada, sendo seus
resultados expressos em valores absolutos ou em g/cm?, em valores relativos ou
desvios-padrao (DP) e porcentagem. Tais valores relativos utilizados para avaliacao
preditiva do risco de fraturas, assim como de grupos de risco, sdo expressos pelos
indices (score) T e Z, onde:

= T-score = perda de massa éssea em relagdo a média da DMO de adultos

jovens no pico de massa 6ssea do mesmo sexo, raca e peso corporal;

= Z-score = perda de massa 0ssea em relacdo a media da DMO de controles

normais da mesma idade, sexo, raca e peso corporal.

Baseando-se nos valores de T-score da densidade mineral 6ssea, Kanis et al.
(1994) elaboraram uma classificagdo densitométrica de perda de massa Ossea,
preconizada pela OMS, na qual considera-se:

= Normal: valor da DMO nao est4d mais do que 1 desvio-padréo (DP)
abaixo do valor médio da populacdo adulta jovem (pico de massa

Ossea);

= Baixa massa éssea (osteopenia): o valor da DMO esta entre 1 e nao
mais do que 2,5 desvios-padrdao abaixo do valor médio da populacao
adulta;

= Osteoporose: DMO é maior do que 2,5 desvios-padrdao abaixo do

valor médio da populacao jovem;



= Osteoporose severa: DMO é maior do que 2,5 desvios-padrao abaixo
do valor médio da populacdo jovem, na presenca de uma ou mais

fraturas por fragilidade éssea.

Figura. 2.6 — Imagem densitométrica da DMO em coluna lombar
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Figura 2.7 — Medigao da DMO em cabega femoral
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Ghodsi et al. (2014) analisaram o impacto da fisiopatologia do pénfigo vulgar
a possivel prevaléncia de osteoporose, antes do inicio da corticoterapia. A
associagao entre a duragao e severidade da enfermidade e DMO foi avaliada em 50
pacientes. Destes, 26 (52%) apresentaram baixa DMO (osteopenia), e 7 (14%)
pacientes foram diagnosticados com osteoporose, antes de iniciarem o tratamento
correspondente. Embora detectadas durante estagios de grave acometimento da
doenca, duracdo e severidade ndo mostraram associacdo ao desenvolvimento de
osteopenia ou osteoporose. O relevante numero de pacientes diagnosticados com
osteoporose, antes mesmo da instituicdo da corticoteraia, reforca a necessidade de
abordagens precoces com o intuito de prevencgao de futuras fraturas.

O risco absoluto de desenvolvimento de fraturas € individual e
substancialmente influenciado por caracteristicas diversas, tais como idade, etnia,
sexo e doenca de base pela qual a corticoterapia se faz necessaria. De acordo com
o American College of Rheumatology, medidas preventivas e o monitoramento
destes pacientes devem ser iniciados precocemente, categorizando-os de acordo
com o(s) risco(s) englobados. A analise inicial do risco de fratura deve ser realizada
dentre os 6 primeiros meses (ou mais cedo), apods inicio da instituicdo da
corticoterapia, na qual engloba-se detalhes referentes a medicacao utilizada (dose,
duracao, via admnistrada); DMO; fragilidade; risco de quedas; histérico de fraturas;
ma ou desnutricao; baixo indice de massa corpérea; hipogonadismo; tireoideopatias;
histérico familiar de fraturas femorais; deformidades &sseas; avaliacdo de
concentragdes plasmaticas de biomarcadores relacionados ao metabolismo 6sseo,
como cacio, fésforo, vitamina D (250H). A reavaliacdo deve ser implementada a
cada 12 meses, durante o tratamento. Dentre as recomendagdes, deve-se seguir
orientagbes médicas e nutricionais, a fim de otimizar a ingestdo de calcio e vitamina
D, assim como instituir mudancas no estilo de vida, especialmente consistentes com
a boa saude Ossea (cessagdo do tabagismo, exercicios fisicos regulares, correta
exposicao solar, etc) (Buckley et al., 2017).

Para adultos acima de 40 anos, deve-se instituir a utilizagdo da ferramenta
FRAX® (Fracture Risk Assessement Tool), a qual consiste em um algoritmo
computacional que calcula a probabilidade em 10 anos de uma fratura osteoporotica.
Tal probabilidade é calculada a partir dos fatores clinicos de risco previamente
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citados. A DMO do colo femoral pode ser, opcionalmente, inserida para melhorar a
predicdo do risco de fratura. A probabilidade de fratura é calculada considerando
tanto o risco de fratura quanto o risco de morte. No entanto, a ferramenta limita-se a
faixa etaria (= 40 anos); em criancas e adultos jovens, a analise basear-se-a pelas
referéncias da DMO (Rizzoli; Biver, 2015).

No que concerne aos pacientes submetidos a corticoterapia, um fator de
expressiva relevancia reside no fato de que fraturas podem ocorrer, mesmo na
auséncia de valores anormais da DMO. Esse fator independente relacionado a
corticoterapia resulta de uma série de alteracées na qualidade 6ssea que nao sao
detectadas nas técnicas densitométricas (Compston, 2018). Relevantemente, a
dificuldade ao acesso de exames rotineiros — sejam estes laboratoriais ou de
imagem — ainda representa uma vivida realidade no sistema publico de saude
brasileiro. Frente a demanda exorbitante e uma limitada oferta de centros
especializados, muitos pacientes sdo impossibilitados de realizar o mapeamento de
sua saude 6ssea, de acordo com a regularidade preconizada. Desta forma, torna-se
pertinente o desenvolvimento e implementacdo de métodos capazes de auxiliar na
identificagéo dos grupos de maior risco e, assim, medidas preventivas e/ou curativas

sejam iniciadas, reduzindo a incidéncia de maiores comorbidades.

Uma das mais importantes ferramentas auxiliares ao diagnéstico de
patologias que acometem o complexo estomatognatico, consiste na radiografia
panoramica de mandibula (PAN). Dentre suas vantagens, cita-se: custo reduzido;
baixa emissdo de radiacao ionizante; e de facil acesso a maioria dos pacientes.
Rotineiramente utilizada por cirurgides-dentistas, ela pode fornecer dados
substanciais quanto a morfologia 6ssea e, quando adequadamente interpretada,
fornece indicadores de baixa massa Ossea, contribuindo, desta forma, para o
mapeamento ou predicdo da osteoporose (Taguchi et al.,, 2003; Pavicin et al.,
2014). Alteragbes radiograficas maxilares revelaram relativa radioluscéncia
generalizada tanto em maxila, como em mandibula; acentuacdo da porcao cortical,

do seio maxilar, linha obliqua e fossa nasal (Watanabe, 2009).
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A analise radiografica de alteragdes qualitativas ou quantitativas da
arquitetura 6ssea pode ser realizada, a partir de indices radiomorfométricos,
possibilitando a detecgcdo de um quadro correspondente ou sugestivo de baixa
densidade 6ssea. Por apresentar melhor visualizagdo e nitidez radiografica, opta-se
pela avaliacao de medidas do osso cortical mandibular, quando comparado a fracao
trabecular.

Klemetti et al. (1994) realizaram uma analise qualitativa da DMO do colo
femoral e coluna de 355 mulheres na poés-menopausa, comparando-a a radiografias
panoradmicas. Baseando-se na qualidade da margem endosteal da cortical
mandibular, na fracdo abaixo ao forame mentual, os autores instituiram uma
metodologia radiomorfométrica denominada “indice mandibular cortical” (IMCo),

classificando-a em:

= C1 (normal) — a margem endosteal apresenta-se nitida e lisa,
bilateralmente;

= C2 - presenca de defeitos semilunares (lacunas de reabsor¢ao) na margem
endosteal, ou presenca de residuos corticais formados por 1 a 3 camadas,
uni ou bilateralmente;

= C3 - a margem endosteal apresenta porosidades e a espessura da cortical

encontra-se reduzida.

Figura 2.8 — Classifica¢do da cortical inferior mandibular, de acordo com Klemetti et al. (1994)

Fonte: Adaptado de Klemetti et al., 1994)
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Figura 2.9 — Indice cortical mandibular (IMCo): (a) C1; (b) C2; (c) C3, de acordo com a classificagdo de
Klemetti et al (1994)

Fonte: A autora

Taguchi et al. (1995) analisaram 64 mulheres menopausadas, por meio de
radiografias panoramicas e de radiografias laterais de coluna. Os autores
estabeleceram correlacao entre o numero de dentes presentes, o indice mandibular
cortical (IMCo), a reabsorcao alveolar, o indice mentual e a presenca de fratura de
vértebra toracica. Concluiram que, quanto maior a idade e menor o numero de

dentes, maior a probabilidade de fratura toracica.

Em um estudo de 1999, os mesmos autores (Taguchi et al., 1999) avaliaram
os indices mandibular cortical e mentual, além da altura de rebordo alveolar em
radiografias panoramicas de 90 mulheres, comparando-os a DMO da terceira
vértebra lombar, obtida por tomografia computadorizada quantitativa. Por meio de
andlise de regressdao multipla, verificaram que pacientes com baixa DMO
apresentavam corticais 6sseas mandibulares significativamente mais finas e menor

numero de dentes.

Com o intuito de verificar a eficicia da técnica radiomorfométrica entre 27
dentistas clinicos-gerais, € o grau de concordancia intraobservadores, Nakamoto et
al. (2003) empregaram a analise do IMCo em 100 radiografias panoramicas de
mulheres menopausadas com baixa DMO. Foram identificadas correlagdes entre os
dados das radiografias e DMO da coluna lombar e colo femoral. A concordancia
intra-observador foi considerada de moderada a quase perfeita, em 70% dos

observadores. Os autores concluiram que a radiografia panoramica pode ser
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utilizada como uma ferramenta complementar ao diagnéstico de mulheres que
apresentam baixa DMO, tendo o cirurgido-dentista um papel crucial na deteccao
dessas alteracbes e, consequentemente, encaminha-las para seguimento

densitométrico padrao.

Singh et al. (2013) investigaram a correlacao entre saude periodontal e baixa
densidade mineral 6ssea em mulheres em idade pds-menopausa. Parametros
clinicos periodontais (profundidade de bolsa, indice de placa bacteriana,
sangramento a sondagem e perda de insercao clinica de todos os dentes; e altura
da crista alveolar de todos os molares, por meio de radiografias interproximais)
foram avaliados, conjuntamente a DXA de 78 pacientes. Diferencas estatisticamente
significantes foram encontradas nos quesitos “perda de insercdo clinica”,
“profundidade de bolsa” e “altura de crista alveolar” entre o grupos osteoporético
versus osteopénico, e entre o osteoporético versus grupo controle. Os
pesquisadores concluiram que DMO representa um importante fator de risco ao
desenvolvimento de doenga periodontal, nesta classe de pacientes.

Gomes et al. (2014) implementaram a analise radiomorfométrica do IMCo
em cortes seriados de tomografias computadorizadas de feixe coénico (TCFC),
comparando-0s a reconstru¢cdes panoramicas tomograficas de 44 pacientes com
mais de 45 anos de idade. Apesar da concordancia intraobservadores mostrar-se
excelente, fora mais elevada frente a analise dos cortes tomograficos seriados,
quando comparada a segunda avaliacdo. Nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre as duas modalidades, reportando a aplicabilidade de ambas, na
investigacao de baixa DMO na populacéo estudada.

Frente a crescente demanda de tomografias computadorizadas de feixe
cbnico (TCFC), sobretudo com o intuito de reabilitacbes orais com implantes
dentarios, na dUltima década, Salgado et al. (2015) realizaram uma revisdo
sistematica para avaliar a empregabilidade da anélise radiomorfométrica em
tomografias computadorizadas de feixe cbnico, como metodologia alternativa no
rastreio da doenca osteoporoética primaria. Os autores concluiram que, apesar da
consisténcia da analise deste tipo de exame imaginolégico, persiste-se muita
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variabilidade entre os estudos, ndo a enquadrando como um método aplicavel na

investigacao de osteoporose.

Em um estudo longitudinal prospectivo de 10 anos, Jonasson et at. (2018)
compararam a associacao de 2 indices radiograficos (IMCo e espessura cortical
mandibular) a 3 indices clinicos (ferramentas FRAX®, OSIRIS e OST) como fatores
preditivos a ocorréncia de fraturas osteoporoéticas, em 411 mulheres menopausadas.
Por ndo haver dados referentes a DMO do grupo estudado, o estudo demonstrou
limitagdes. Nao fora encontrado diferencas estatisticamente significantes entre a
espessura da cortical mandibular entre grupos que evoluiram com fratura
osteopordtica, frente as que apresentaram integridade d&ssea. Mulheres que
apresentaram fraturas exibiram, em média, a espessura da cortical mandibular de
0.08mm mais delgada. mostraram-se ferramentas preditivas de fraturas. O risco-
relativo para fraturas futuras foi estatisticamente significante quando avaliado pela
ferramenta FRAX® >15%, 4.1 (95% Cl: 2.4-7.2), e para IMCo, 1.7 (95% Cl: 1.1-2.8),
predizendo o risco de fraturas; ao contrario dos demais indices avaliados.

2.4.1 A saliva como ferramenta diagnéstica

A saliva consiste em um dos fluidos corporais mais complexos, sendo
responsavel por uma ampla gama de fungdes biolégicas. No trato digestivo, ela
desempenha papéis importantes em termos de protecédo (cavidade oral e eséfago),
lubrificacao, digestdo (por meio de enzimas), mastigacao, fala, degluticdo, protecao
e atividade anti-microbiana. E constituida majoritariamente por 4gua (cerca de 99%),
por uma fragdo inorganica composta por uma variedade de eletrélitos (sédio,
potassio, calcio, cloreto, magnésio, bicarbonato e fosfato), e uma fracao orgéanica
representada por mais de 400 tipos de proteinas (enzimas, imunoglobulinas e outros

fatores antimicrobianos, além de glicoproteinas) (Almeida et al., 2008).

A saliva corresponde a uma secre¢ao exocrina sintetizada pelos trés pares de
glandulas salivares maiores (parétidas, submandibulares e sublinguais), e das

glandulas salivares menores — estas, amplamente distribuidas pela mucosa oral e
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superficie lingual. Adicionalmente a este complexo salivar, encontramos constituintes
do fluido crevicular, produtos de atividade bacteriana, células descamativas do
epitélio oral, componentes derivados do sangue e vias aéreas superiores, além de

depdsitos alimentares (Lima et al., 2010).

Assim como demais fluidos corporais (como, por exemplo, constituintes
quimicos e celulares do sangue, urina, liquor ou fezes), a secrecao salivar tem sido
ascendentemente utilizada como ferramenta diagnostica, podendo refletir o espectro
do estado de saude ou de diversas doencas/patégenos de um individuo, por meio da
deteccdo de biomarcadores - proteinas associadas a fenoétipos de patologias
especificas ou a alteragdes metabdlicas.

Frente as tradicionais técnicas de coletas sanguineas, diversas vantagens
sobressaem-se a favor da analise salivar: técnica nao invasiva e indolor, reduzindo o
desconforto a maioria dos individuos que padecem de biopsias e repetidas analises
sanguineas; facilidade de técnica operacional de coleta, manuseio, transporte e
armazenamento, desta forma, reduzindo custos totais; diferentemente do sangue, a

saliva ndo coagula e requer menos manipulagao (Yoshizawa et al., 2013).

2.4.1.1 Expressao salivar de biomarcadores associados ao metabolismo 6sseo

“...biomarcador € um termo coalescente que abrange o uso e desenvolvimento
de ferramentas e tecnologias, monitorizacdo e descoberta de drogas,
desenvolvimento e compreensdo de previsdo, causas, progressao, regressao,
resultado, diagndstico e tratamento da doenca.” (Naylor, 2003) E uma caracteristica
devidamente medida e avaliada como futuro indicador de processos, sendo eles
normais ou patolégicos. (Mishra; Verma, 2010)

Nas 2 ultimas décadas, uma série substancial de estudos elucidou o emprego
de biomarcadores 6sseos analisados por testes séricos, e o impacto oral e/ou saude
periodontal, resultantes do desequilibrio do metabolismo esquelético frente a

osteoporose primaria, sobretudo em mulheres menopausadas. Nao obstante, as
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investigacoes salivares correspondentes a osteoporose induzida por glicocorticoides
- cuja fisiopatologia é regulada por multiplos mecanismos, diferindo-se da tipologia
primaria - ndo é encontrada na literatura cientifica atual (Agha-Hosseini et al., 2009;
Meurman et al., 2009; Singh et al., 2013; Kaczor-Urbanowicz et al., 2017; Pavicin et
al., 2017).

Taguchi et al. (2003) investigaram a relacao entre indices radiomorfométricos
mandibulares, DMO e biomarcadores do turnover 6sseo, em 82 mulheres japonesas
menopausadas. Radiografias panoramicas de mandibula foram avaliadas para
aplicagdo de técnica radiomorfométrica (IMCo e espessura da cortical mandibular
bilateralmente, subjacente ao forame mentual). Confirmacédo densitométrica fora
realizada por avaliacdo de DXA da coluna lombar (L2-L4) em todas participantes.
Setenta e seis pacientes foram submetidas a anélise sérica de fosfatase alcalina
(ALP) e telopeptideo tipo 1 (NTx) urinario. Das 82 participantes, 34 apresentaram
DMO normal, 31 foram diagnosticadas com baixa massa 6ssea e 17, com osteopo-
rose. O grupo osteoporético apresentou espessura cortical mandibular
significativamente menor (média + SE, 3.11 £ 0.25 mm), face as mulheres com
baixa massa éssea (4.00 = 0.15, p = 0.003) e ao grupo saudavel (4.30 + 0.16, p<
0.001); porém, ndo associada aos niveis de NTx, nem ALP. Ja o IMCo mostrara-se
significativamente associado a niveis reduzidos de NTx ( p < 0.001) e ALP (p <0.05),
sendo este indice radiomorfométrico evidenciado como um relevante indicador

diagndstico em 80% dos casos diagnosticados com osteoporose.

Em um estudo longitudinal com 4.136 pessoas, Jorgensen et al. (2009)
verificaram a relacdo entre o sistema OPG/RANKL e alteracées de DMO em uma
populagcdo mista de homens e mulheres, sendo estas estratificadas quanto ao status
pré-menopausa (n = 226) e pés-menopausa (n = 1.908), tal como correspondente
terapia de reposigdo hormonal (HRT, n = 412), ou ndo (n = 1.496). Medigbes séricas
de osteoprotegerina (OPG), RANK e RANK-L foram realizadas por ensaio de
imunoabsorcado enzimatica (ELISA), e, adicionalmente, analises séricas de PTH e
calcitriol (25(OH)Ds foram submetidas a imunometria (ECLIA). O analise
densitométrica ocorreu a partir da técnica de absorciometria de energia Unica de
antebraco. DMO apresentou-se negativamente associada a expressao de OPG (p =

0.01 e 0.007, respectivamente). Em mulheres menopausadas ndo submetidas a
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terapia de reposicao hormonal, a perda éssea mostrou-se positivamente associada
niveis elevados de OPG (p = 0.005); correlacdo esta ndao encontrada nos demais
grupos (p = 0.28).

Makker et al. (2012) conduziram um estudo comparativo entre 124 mulheres
em idade pré-menopausa e 247 mulheres menopausadas, com o objetivo de avaliar
a relacao entre a expressao sérica de biomarcadores 6sseos, DMO mandibular e
DMO sistémica. Os pesquisadores analisaram a DXA do corpo mandibular, distal do
osso radio, total de quadril, cabeca femoral e lateral de coluna, analise sérica de
biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo (calcio total, fésforo inorganico,
fosfatase alcalina total, 25(OH)D, PTH, osteocalcina, fosfatase alcalina éssea e
TRAP-5) e urindria (creatinina, célcio total, piridinolina e deoxipiridinolina). A partir de
analises de regressao uni e multivariadas, os resultados mostram associacao
positiva entre DMO radial e fésforo inorgénico sérico como preditores de baixa DMO
mandibular; j& DMO femoral, célcio ionizado sérico, fosfatase alcalina 6ssea, osteo-
calcina e piridinolina urinaria apresentaram correlacao estatisticamente significante
com DMO mandibular. Associacdo entre DMO mandibular e quantidade de dentes
presentes fora observada em 100% de ambos os grupos, enfatizando o uso dos
referidos biomarcadores como ferramenta ao mapeamento da DMO mandibular em
mulheres que requeiram intervengdes cirurgicas dentarias, tal como na investigacéao

precoce de mulheres passiveis ao desenvolvimento de osteoporose primaria.

Em um estudo caso-controle, Agua-Hosseini et al. (2013) investigaram a
associagao entre a densidade mineral éssea, a expressao salivar de testosterona e
o fluxo salivar, em 60 mulheres menopausadas com sintoma de xerostomia. Fora
realizado analise por meio do imuno ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA),
cujos resultados revelaram associacao entre o baixo fluxo salivar (odds ratio [OR] =
22.8, 95% intervalo de confianga [IC]: 5.4, 96.8), a baixa densidade mineral éssea
femoral (OR = 6.0, IC: 1.8, 20.0), alta expressdo de testosterona em saliva
estimulada (OR = 5.2, IC: 2.0, 18.9), e em saliva nao estimulada (OR = 3.8, 95% IC:
1.6, 12.3), assim como elevados indices séricos de testosterona (OR = 2.7, IC: 1.1,
7.2) ao aumento do risco da sensacao de xerostomia, em mulheres menopausadas.
Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre o grupo avaliado e o

saudavel, quanto ao indice de massa corpérea e idade. A analise do fluxo de saliva
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estimulada no grupo avaliado mostrou-se reduzido (0.23 £ 0.01), quando comparado
aos controles (0.35 £ 0.01; P < 0.05); porém, quanto a saliva estimulada, a avaliacao
intragrupos revelou-se similar entre individuos estudados (0.35 + 0.02) e controles
(0.37 = 0.02). Verificou-se concentracdo média de testosterona significativamente
maior em amostras séricas (P < 0.036), saliva estimulada (P < 0.025), e saliva nao
estimulada (P < 0.006) em mulheres que reportaram xerostomia, do que no grupo

controle.

Chmielnicka et al. (2014) avaliaram o impacto da corticoterapia em um dos
mecanismos da fisiopatologia da osteoporose medicamentosa, em pacientes
diagnosticados com pénfigo (sendo 24 do subtipo vulgar, e 5 diagnosticados com
pénfigo foliaceo). Andlise sérica de osteoprotegerina (OPG), RANK-L e osteocalcina
fora realizada em 29 pacientes (17 mulheres e 12 homens), entre 23 e 75 anos, tal
como em pacientes saudaveis, pareados em termos de sexo e idade. Pacientes com
pénfigo apresentaram concentracdo media de OPG 16.46% maior, quando compara-
do ao grupo controle, assim como concentracdo sérica média de RANKL 26.88%,
frente a0 mesmo grupo. Ja osteocalcina, um biomarcador relacionado a formacao
Ossea, revelou-se 18.03% inferior, no grupo de pacientes homens (p < 0.004),
confirmando um desequilibrio da atividade osteoblastica e intensificacdo de perda
O0ssea em pacientes diagnosticados com pénfigo, sob uso crénico de corticoterapia.

Em um estudo transversal, Jabber et al. (2015) investigaram a validade da IL-6,
uma citocina pro-inflamatéria, como biomarcador salivar no diagnostico da
osteoporose primdria. Setenta e cinco mulheres em idade pds-menopausa foram
submetidas a analise densitométrica (DXA) para avaliacdo de sua saude
esquelética, assim como a mensuracao salivar de IL-6, realizada pela técnica de
ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA). Do total de participantes, 25
pacientes apresentaram laudo densitométrico normal; 25 apresentaram baixa massa
Ossea (osteopenia) e 25 foram diagnosticadas com osteoporose. Os niveis médios
salivares de IL-6 mostraram-se significativamente diferentes entre 0s grupos
saudavel, osteopénico e osteoporoético (11.66 + 4.44 vs 14.51 + 6.5 vs 23.9 +5.52
pg/ml; p<0.001). A presenca salivar de IL-6 revelou-se como um parametro valido na
predicao de osteoporose primaria (ROC area = 0.91, p<0.001).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo propde analisar o impacto da corticoterapia prolongada, pela

avaliagdo bioquimica salivar de biomarcadores 0sseos, associada ao estudo

densitométrico e radiomorfométrico de radiografias panordmicas (PAN) de

mandibula, em pacientes que apresentam risco ao desenvolvimento de osteoporose

induzida por glicocorticoides.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar as alteragdes densitométricas e o impacto na massa corporal (IMC) de
pacientes submetidos ao regime crénico de corticoterapia, em dois tempos
distintos (To e T1);

Verificar a aplicabilidade do indice radiomorfométrico mandibular cortical
(IMCo) em radiografias panoramicas da populacdo supracitada, em dois
tempos distintos (To e T1);

Analisar a correlagédo entre o indice radiomorfométrico (IMCo) e as variaveis

densitométricas, nos dois tempos preconizados pelo estudo;

Avaliar a presenca de biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo na
saliva e sangue de pacientes submetidos a corticoterapia prolongada,
comparando-os ao fluido salivar de individuos saudaveis, no segundo tempo

(T1), por meio da tecnologia de imunoensaio Luminex®.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Atendimento as normas de bioética

Este estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo, obtendo o
numero de parecer consubstanciado: 1.730.951 (Anexo A).

Os individuos foram convidados a participar da pesquisa, e informados sobre
0s objetivos, riscos e beneficios do estudo. O aceite de sua participacdo fora
deferido e formalizado por meio de assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo B).

4.2 Delineamento do estudo

A presente investigacao esta subdividida em:

1. um estudo imaginoldgico longitudinal prospectivo, realizado em To e T1, dos
pacientes da pesquisa (n=25);

2. um estudo transversal, do tipo caso-controle, a partir da analise comparativa
da expressao salivar de biomarcadores 0sseos entre os participantes da
pesquisa (n=25) e seus correspondentes controles saudaveis (n=25), em T+;

3. um estudo transversal, a partir da analise comparativa de biomarcadores
0sseos expressos na saliva e sangue dos proprios participantes da pesquisa,

em Ti.

4.3 Populacao do estudo e selecao da amostra

O estudo consistiu na analise prospectiva de pacientes regularmente
matriculados no Ambulatério de Estomatologia do Departamento de Dermatologia do
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Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP), com diagnéstico de pénfigo vulgar (PV), no periodo de fevereiro de 2016 a
julho de 2018.

Foram selecionados, consecutivamente, 25 pacientes matriculados no
referido servigco, de acordo com 0s aspectos clinicos, confirmacao histopatolégica, e
obedecimento aos critérios de elegibilidade e exclusdo. Paralelamente, foram
incluidos 25 participantes de pesquisa saudaveis, pareados por idade e sexo (grupo
controle).

4.3.1 Critérios de incluséao

» Confirmagdo diagnéstica de pénfigo vulgar por correlacdo clinica,
histopatoldgica e imunofluorescéncia direta;

= Uso continuo de corticoterapia via oral (Prednisona), por periodo = 3 meses
e em doses = 5 mg/dia;

= Pacientes de ambos o0s sexos;

= |dade entre 18 e 55 anos.

= Seguimento regular no Ambulatério de Estomatologia (HC-FMUSP);

» Realizagdo de exames imaginolégicos (PAN e DXA) nos 2 tempos

preconizados pela pesquisa.

4.3.2 Critérios de exclusao

= Presenca de comorbidades associadas ao desenvolvimento de OPIG
(Quadro 2.2);

= Uso crénico de medicamentos associados ao desenvolvimento de OPIG
(Quadro 2.3);

» Exame radiografico (PAN) apresentando falta de nitidez e/ou mau

posicionamento;
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» Infecgbes sistémicas ou alteragbes patolégicas que possam interferir na
andlise radiografica mandibular;
» Menopausa precoce (<45 anos);

= Alcoolismo e etilismo.

4.4 Dados demograficos

Dados clinicos foram colhidos por meio de prontuario clinico eletrénico, e
cada paciente respondeu a um questionario contemplando as seguintes
informacgdes: idade; sexo; etnia; histéria clinica atual e pregressa dos ultimos 5 anos;
presenca de comorbidade(s); uso de medicacdes nos ultimos 5 anos; histérico de
fraturas; histérico de saude familiar; pratica de atividades fisicas (consideradas
somente as por recreacao, esporte, exercicio ou lazer, por pelo menos, 20 minutos

continuos diarios).

4.5 Aquisicao das imagens radiograficas (PAN)

As radiografias panoramicas (PAN) digitais foram realizadas no equipamento
Orthophos® XG5 (Sirona Dental Systems GmbH, Bensheim, Alemanha), utilizando o
protocolo de aquisicdo de 69 kVp, 15 mA e tempo de emissao a 14,1 s. Os exames
foram executados no Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InRad — HCFMUSP).

Em pé, o rosto do paciente foi posicionado de forma que o plano sagital
mediano se encontrasse perpendicular ao plano horizontal, e o plano de Frankfurt —
formado pela linha imaginaria entre 0 meato acustico e o forame infraorbitario —
paralelo ao plano horizontal. Fora instruido para que, durante a execucao da
tomada radiogréfica, o paciente posicionasse a lingua em contato com o palato duro,

e se mantivesse imovel.
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4.5.1 Avaliagao imaginolégica

A qualidade das radiografias panoramicas foi avaliada por um cirurgido-
dentista radiologista experiente, enquadrando-as conforme os critérios de inclusdo
ou exclusdo. A partir dai, trés examinadores calibrados aplicaram a metodologia
proposta nas imagens, individual e aleatoriamente, em dois tempos diferentes,

sendo:

*To = Até 1 més apds inicio da corticoterapia (Prednisona), sendo
considerado doses > 5 mg/dia (Van Staa et al., 2003);

*T1 = Doze meses apds a data inicial da corticoterapia, independente a
dose atual.

A andlise radiomorfométrica implementada correspondeu ao indice

mandibular cortical (IMCo) (Klemetti et al., 1994), representada pela classificacao:

* C1 (normal) — a margem endosteal, subjacente ao forame mentual,

apresenta-se nitida e lisa, bilateralmente (Figura. 4.1);

» C2 — presencga de defeitos semilunares (lacunas de reabsorgao) na margem
endosteal, ou presenca de erosdes corticais formadas por 1 a 3 camadas,
uni ou bilateralmente (Figura 4.2);

» C3 — a margem endosteal apresenta porosidades e a espessura da cortical

encontra-se reduzida (Figura 4.3)

Na constatacédo de disparidade bilateral, foi considerado a classificacdo mais
elevada.
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Figura 4.1 — Indice cortical mandibular (IMCo) C1: cortical normal

da erosa

Figura 4.2 — Indice cortical mandibular (IMCo) C2: ligeira a modera
SR \ ¥ P

Figura 4.3 — Indice cortical mandibular (IMCo) C3: afilamento da cortical e porosidade severa

Fonte: A autora

4.5.2 Avaliagédo da densidade mineral éssea e massa corporal

A mensuracao da DMO foi realizada por meio de aparelho de absorciometria
de feixe duplo (DXA — Discovery A, QDR for Windows XP, Hologic, USA) no colo do
fémur (CF), fémur total (FT), e na coluna (CL — local compreendido entre a primeira e
quarta vértebra, L1-L4), nos dois tempos preconizados pelo estudo (To e T1). Todas
as avaliagdes da composicao corporal pela técnica densitométrica (DXA) foram
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realizadas por técnico radioldgico e laudadas por médico radiologista do servico, no
Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (INRAD-HCFMUSP). A DMO foi obtida e analisada de
acordo com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Densitometria Clinica

(Tabela 4.1), sendo o coeficiente de variacao do aparelho (%CV) de 0,8 para CL e FT.

Tabela 4.1 — Classificacdo de osteoporose, a partir da DMO (Organizagdao Mundial da Saude, OMS)

Categoria T-score
Normal DMO = -1
Baixa massa 6ssea (osteopenia) DMO<-1,0e>-2,5
Osteoporose DMO<-25
Osteoporose severa DMO < -2,5 + histérico de fratura por fragilidade

Fonte: Kanis et al. (2012)

O escaneamento foi determinado com base na estatura e peso corporal de
cada participante, permitindo, adicionalmente, a obtencado de valores do indice de
massa corporal (IMC), calculado pela divisdo do peso (kg) pela altura (m), elevada
ao quadrado (kg/m?2) (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 — Classificagao internacional da obesidade, segundo o indice de massa corporal (IMC)

Classificacao IMC
Magro ou baixo peso <185
Normal ou eutréfico 18,6 — 24,9
Sobrepeso ou pré-obeso 25,0-29,9
Obesidade grau | 30,0 - 34,9
Obesidade grau 35,0 - 39,9
Obesidade grau Il >40.0

Fonte: Diretrizes brasileiras de obesidade (Associagdo Brasileira para o estudo da obesidade e
da Sindrome metabdlica — ABESO, 2016)
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4.6 Amosras salivares e séricas

A obtencdo das amostras biolégicas ocorreu, individualmente, no
Departamento de Dermatologia (HC-FMUSP), em data concernente a realizagao de
exames gerais regulares (hemograma), respeitando o cronograma estipulado (T1 =
12 meses apds o inicio da corticoterapia), € no periodo compreendido entre as 07h e
10 horas da manha. Os pacientes foram orientados a se apresentarem em jejum
(com excecgao de agua, em quantidades nao excessivas) de 8 horas, tal como a nao
praticar exercicios fisicos, ndo fumar, nem escovar os dentes por, ao menos, 2 horas
antes a coleta. Aos pacientes que apresentassem lesdes ativas intraorais, foi
reagendada a coleta, em momento que o quadro clinico estivesse controlado.

Sentado em local privativo, arejado e iluminado, o participante foi instruido
pelo pesquisador a bochechar dgua mineral por 30 segundos, a fim de remover
residuos alimentares e células descamativas provenientes das mucosas orais.
Subsequentemente, fora solicitado para que toda a saliva produzida, sem
estimulacao (técnica passiva) e sem degluticdo, fosse vertida em um tubo estéril,
sendo mantida no gelo, até ser conduzida ao laboratério. A coleta decorreu durante
um periodo compreendido de 5 minutos, com o intuito de garantir um volume minimo
de 3 mL. Em seguida, uma enfermeira treinada realizou a obtencao das amostras
séricas, as quais foram realizadas conjuntamente ao exame regular (hemograma)
solicitado pelo médico dermatologista responsavel. Apds ser orientado sobre o
procedimento, foi realizada antissepsia no local com solucao alcéolica a 70% e,
apds a superficie apresentar-se completamente seca, foram coletados 3 mL de
sangue de cada paciente, a partir de puncao venosa periférica direta (braquial) com
dispositivo intravenoso, sendo o material transferido e armazenado em um tubo a
vacuo e sem adicdo de agentes anticoagulantes. Apds aguardados 30 minutos, em
temperatura ambiente, para processo de coagulacdo da amostra, estas, juntamente

as salivares, foram transportadas refrigeradas até o laboratorio.

Uma solugdo de coquetel inibidor de protease (Protease inhibitor coktail,
P8340, Sigma-Aldrich, St Louis, EUA) foi adicionada as amostras salivares, em

concentracao de 1% (v/v). Imediatamente, todas as amostras foram submetidas a
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centrifugacao refrigerada a 3000 rpm, por 15 minutos, a 4° C. Em seguida, as
amostras foram transferidas em micro tubos de 1,5 mL de polietileno (Eppendorf®),
a partir da aspiracao, por pipetagem, da porcdo subjacente ao sobrenadante, sem
tocar o precipitado do fundo centrifugado. Fora preparado 113 pul de diluente
calibrador RD6-52 (RD, Systems — USA) — fornecido pelo fabricante - e adicionados
a 113 pl de cada amostra salivar e sérica. Este coquetel conjugado foi disposto em
micro tubos de polietileno (Eppendorf®) e estes foram, entdo, congelados (-20°C),
para analise posterior conjugada (realizada em até 2 meses), evitando-se, assim,

multiplos ciclos de degelo (>2).

4.6.1 Analise da expressao salivar e sérica dos biomarcadores do turnover 6sseo

A deteccdo dos niveis dos biomarcadores relacionados ao metabolismo
0sseo (tabela 4.3) foi quantificada a partir das aliquotas de cada amostra salivar e
sérica, por meio do imunoensaio multiplex (Human Magnetic Luminex® Screening
Assay, R&D systems, Minneapolis, USA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Esta técnica permite a deteccao e quantificacdo simultanea de mdultiplos
analitos, em uma mesma amostra, a partir de uma pequena quantidade disponivel
(~50 ul), utilizando microesferas magnéticas (beads) coradas com dois fluoréforos,
0S quais acomplam-se a anticorpos distintos. Sua leitura ocorre a partir da deteccao
de sinal de fluorescéncia de 3 cores.



Tabela 4.3 — Biomarcadores relacionados ao metabolismo 6sseo avaliados

Valor maximo da curva
Biomarcador
(pg/mL)
COL1A1 3,170
Osteoprotegerin 19,770
Vitamin D BP 1,617,080
Osteopontin 438,290
TRANCE/RANK L 2,890
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Fonte: A autora

A tecnologia multiplex se fundamenta no ensaio imunofluorimétrico
“sanduiche” de dois sitios, onde anticorpos de captura (localizados na superficie dos
beads) estdo acoplados as microesferas por ligacdes covalentes nao reversiveis.
Um anticorpo de deteccao biotinilado é adicionado e, em seguida, o analito de
interesse se liga ao anticorpo de captura. Adicionalmente, um terceiro marcador
fluorescente conjugado (estreptavidina-ficoeritrina, PE) € incorporado, ligando-se ao
anticorpo de deteccdo, permitindo, entdo, a deteccdo da intensidade de
fluorescéncia por dois feixes de lasers diferentes, em um citébmetro de fluxo, que
incidem sobre as microesferas: um laser verde, que emite um sinal luminoso com
comprimento de onde de 532 nm, excita o detector e evidencia sua reacdo de
ligacdo ao analito, correspondendo sua concentragdo na amostra; e um laser
vermelho, de comprimento de onda da ordem de 635 nm, o qual excita os corantes
internos da microesfera, identificando-a. Os sinais luminosos emitidos sao
convertidos para digitais, processados por um software e, entao, expressos em MFI
(Multiple Fluorescence Intensity) (Elshal; McCoy, 2006).

4.6.2 Delineamento do imunoensaio

Este imunoensaio foi realizado em triplicatas, e seguindo as diretrizes do
fabricante (Human Magnetic Luminex® Screening Assay, R&D systems,
Minneapolis, USA). Uma placa de 96 pocos foi pré-desenhada, e realizada a

constituicdo, em duplicatas, das curvas com os valores de densidade o6tica e
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estabilizacdo dos padrdes (standards — S1, S2, etc), a partir das concentragbes de
cada antigeno a ser dosado e adigdo do agente calibrador, servindo, desta forma,
como padrdo de comparacdo para deducdo dos antigenos nas solugdes-teste -
estas, em triplicatas - correspondendo ao painel de biomarcadores estudados
(“amostra PV”), conforme esquematizado na figura 4.4. Todas as amostras foram
analisadas seguindo o fator de diluigao 2X.

Para aquisicdo dos dados utilizou-se o software Luminex XPonent for
LX100/LX200, versao 3.1.871.0 (Luminex Corporation, 2008 - Austin, Texas — USA)
do aparelho Luminex (Merk, Millipore), previamente preparado, calibrado e
estabilizado, localizado no laboratério de Biologia Molecular Aplicada e
Farmacogendmica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo (FCF-USP).

Figura 4.4 — Pré-desenho da placa de 96 pogos para dosagem de biomarcadores ésseos
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Fonte: A autora
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4.6.2.1 Preparo dos reagentes e ensaio

Previamente a realizacdo do imunoensaio, todos os reagentes foram
mantidos em temperatura ambiente (20-25°C). Foi realizado o preparo da solugcao
tampdo de ensaio, a partir da homogeneizagdo e completa dissolucdo de seus
cristais, em agitador do tipo vortex. Posteriormente, foram diluidos 30 mL de tampéo

de ensaio em 270 mL de agua deionizada (dgua MIlli-Q).

A segquir, fora realizado a preparacdo da curva padrdo, a partir da
reconstituicdo dos 5 padrdes (R,N,K,l,J), devidamente etiquetados em micro tubos
de polietileno, na concentragédo de 100 ul cada um, seguido da adicao de 200 pl do
diluente calibrador RD6-52 nos padroes S2 a S6 (S1 fora mantido para realizacao de

diluicao seriada), conforme demonstrado na figura 4.5.

Figura 4.5 — Esquema das diluigbes em série para o preparo da curva padrao

100pl
gi’fpffé 100pl 1004l 100ul 100 ul 100p1

T LA L AN

Fonte: A autora
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Posteriomente, conduziu-se o preparo do coquetel de microparticulas (beads),
a partir da centrifugacdo inicial de cada frasco de beads de anticorpo, por 30
segundos, a 12000 rpm, seguido de agitacdo em vortex, por 1 minuto, para adequada
homogeneizagdo. Em um micro tubo, foi adicionado 2,5 mL de diluente calibrador
RD6-52 a 250 pl de microparticulas. Novamente, procedeu-se com centrifugacao,
durante 1 minuto, a 12000 rpm.

Logo apds, realizou-se o preparo de diuicdo do coquetel de anticorpos (Biotin
antibody cocktail), onde cada frasco de anticorpo foi sonificado por 30 segundos, a
12.000 rpm, em temperatura ambiente. Em um micro tubo separado e devidamente
rotulado, fora acrescentado 2,5 mL de diluente calibrador RD6-52 a 250 ul do coquetel
de anticorpos. O conteudo foi homogeneizado por agitagdo em vortex.

A etapa seguinte correspondeu a preparacao do conjugado de estreptavidina
ficoeritrina (PE), onde este foi previamente centrifugado por 30 segundos, a 12.000
rom. Em um frasco previamente separado e protegido da incidéncia de luz, fora
realizada a diluicdo da solugéo pela adigdo de 110 ul de estreptovidina-PE e de 265 pl
de tampéao de ensaio, € homogeneizacdo em agitador.

Em seguida, prosseguiu-se com a ressuspensdo do coquetel de
microparticulas diluido, em agitador do tipo vortex. Com o uso de uma pipeta
multicanal, fora adicionado 50 pl do coquetel de microparticulas e 50 pl dos padrdes
em cada po¢o apropriado da placa estéril de microtitulacao de 96 pocos (Olen, ltaly),
seguido da adicdo de 50 ul das amostras, ja descongeladas (figura 4.6 - A). As
placas foram seladas e recobertas por papel aluminio, e incubadas em uma mesa

agitadora de placas, por 2 horas (figura 4.6 - B).
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Figura 4.6 — (A) Preparo dos reagentes para o imunoensaio; (b) incubagéo da placa sob agitagao.

b

Fonte: A autora

Ap6s 2 horas de incubacdo, a placa foi acomodada sobre uma placa
magneética (Figura 4.7). Ap6és 1 minuto, cuidadosamente verteu-se a solugdo e
realizou-se a lavagem com 100 pl de tampao de ensaio. A placa foi, entdo, selada e
recoberta com papel aluminio, e prossseguiu-se ao processo de agitacdo, por 30
segundos, na mesa agitadora. Reposicionada sobre a placa magnética, o processo

de lavagem foi repetido mais 2 vezes.

Figura 4.7 — Placa magnética

Fonte: A autora
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Em seguida, fora realizado a incorporacao do anticorpo, a partir da adi¢cao de
50 ul do coquetel correspondente. Novamente, a placa foi vedada com papel
aluminio, e a incubacdo do anticorpo ocorreu sob agitacdo, na mesa agitadora,
durante 1 hora, em temperatura ambiente (20-25°C).

Fora repetido os 3 ciclos de lavagens com 100 ul de tampao de ensaio.
Subsequentemente, procedeu-se a incorporagdo do conjugado de estreptavidina-
PE, pela adicdo de 50 pl em cada poco. A placa, selada, foi reposicionada na mesa
agitadora, e sua incubacao seguiu por 30 minutos. Decorrido o tempo de incubacéo,
novamente, repetiu-se os 3 ciclos de lavagens com 100 pl de tampao de ensaio.
Posteriormente, a placa seguiu incubada com 100 ul de tampao de ensaio, sob
agitacao, por 2 minutos.

Finalizados os procedimentos para preparo das amostras nos respectivos
pocos das placas, estas foram avaliadas por meio do imunoensaio multiplex para
tecnologia Luminex, lidas em aparelho Luminex (Merk, Millipore), ajustado de acordo
com as instrugbes do manual do fabricante. Para leitura e analise dos dados,
utilizou-se ajuste de curva de cinco parametros (escala logaritmica) do software
Milliplex Analyst versao 5.1.0.0 (copyright 2005, 2010 Vigene Tech Inc.).

4.7 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram tabulados no programa Excel 2013
(Microsoft® Corporation, Redmont, WA, EUA), e analisados por meio do programa
estatistico GraphPad Prism versado 7.03 (GraphPad Software, Inc, EUA). Em todos
os testes estatisticos foi adotado o intervalo de confianga de 95% (p<0,05). Os
resultados foram analisados de acordo com sua frequéncia, e averiguado o padrao

de distribuicao normal pelo método de D’agostino - Pearson.

A concordancia interobservador para a analise do indice mandibular cortical
foi realizada pelo teste kappa (k) (Hollander; Wolfe, 1978), de acordo com a

classificacao representada na tabela 4.4:
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Tabela 4.4 — Interpretacéo do teste Kappa

Kappa Concordancia

<0 Baixa concordancia
0.01-0.20 Concordéancia leve
0.21 -0.40 Concordéancia razoavel
0.41 -0.60 Concordéancia moderada
0.61 -0.80 Concordéancia substancial
0.81 -0.99 Concordéancia quase perfeita

Fonte: Vieira; Garrett (2005)

Foram verificadas as diferencas intra e inter-grupos, tal como alteracdes
entre os periodos experimentais (To € T1). A andlise de varidveis pareadas, assim
como a comparacao entre os tempos das variaveis quantitativas e qualitativas, foi
realizada a partir da aplicacdo do teste ndao paramétrico de Willcoxon, por nao
aderirem a curva de normalidade. Sua correlacéo foi identificada pelo coeficiente de
Spearman, que varia de -1 a +1, sendo que o valor 0 indica auséncia de correlacao,
-1 indica correlacdo negativa perfeita, e +1 significa correlagdo positiva perfeita
(Blalock, 1979). Das variaveis que apresentaram correlagdo positiva, foi realizada

uma analise de regressao linear.

Para estabelecer uma correlagdo entre as variaveis da concentracao de
biomarcadores 6sseos expressos no fluido salivar entre o grupo de estudo e o grupo
controle, assim como para a expressao salivar e sérica no grupo de estudo, foi feita
pela aplicagdo do método ndo-paramétrico de U-Mann Whitney, frente a néo
aderéncia ao teste de normalidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Pacientes

Inicialmente, 47 pacientes diagnosticados com pénfigo vulgar foram pré-
selecionados e convidados a participar da pesquisa. Nao obstante, 22 nao
atenderam aos critérios de inclusdo, remanescendo, por fim, 25 pacientes que se
enquadraram as demandas do estudo.

Dentre a populagdo estudada, foi observada uma maior incidéncia do sexo
feminino (60%), frente a 40% de individuos do sexo masculino, e uma distribui¢cdo de
faixa etaria entre 20 a 53 anos (41,56 + 8,51). Quanto a raga/cor de pele, 76% dos
pacientes correspondiam a leucodermas, 20% melanodermas e 4% feodermas.

Gréfico 5.1 — Distribuigao dos participantes da pesquisa, segundo o sexo.

= FEM = MAS

Fonte: A autora



90

Gréfico 5.2 — Distribuicao das faixas etarias correspondentes aos participantes da pesquisa (n=25)
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Apos confirmagdo diagnostica realizada por correlacdo clinica,
histopatoldgica e por imunofluorescéncia direta e/ou indireta. Em To, 100% dos
pacientes apresentavam acometimento mucoso oral exclusivo. Em T1, 3 (13,6%)

doentes haviam evoluido com acometimento mucocutaneo.

Todos os pacientes foram submetidos ao regime de corticoterapia, como
modalidade terapéutica, sendo a Prednisona o farmaco de escolha em 100% dos
casos. Em To, a dose média correspondeu a 66,4 + 22,8 mg/dia. Apos 1 ano de
terapia (T1), a dose média consistiu em 13,8 + 8,8 mg/dia. Entre To e T1, cinco
pacientes (22,7%) fizeram uso concomitante da medicacdo imunossupressora
Azatioprina, em doses de 150 mg/dia (60%) e 200 mg/dia (40%).

Tabela 5.1 — Distribuicdo das doses diarias de Prednisona utilizadas na avaliac¢éo inicial (To) e apds
12 meses (T1)

. Min. Max. Média Desvio
Prednisona  .v/dia)  (mg/dia)  (mg/dia) Padrio
TO 20 120 66,4 22,89

T1 0 30 13,8 8,813
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Gréfico 5.3 — Distribuigdo das doses diarias de Prednisona utilizadas no inicio da terapia (To) e apds
12 meses (T1)
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5.2 Densidade mineral 0ssea

Antes da instituicio da terapia com glucocorticoides, o0s pacientes
apresentaram um valor médio de T-score, em coluna, de -0,1 * 1,1 g/cm2.
Posteriormente, em T1, a média decaiu a -0,8 + 1,2 g/cm?.

Quanto a média de T-score em fémur apresentada em TO0, o valor consistiu

em 0,3 + 1,0 g/cm?. Passados 12 meses (T1), tal valor reduziu a 0,0 + 1,2 g/cm?.

Tabela 5.2 — Distribuicdo dos valores de T-score avaliados em coluna e fémur, em To e T1

e (g“/"c'ﬁ'{z) (y::#) (hgiﬂ!% IEae:;’gg
Coluna To 1.9 2.9 0.1 11
Coluna T 2.9 28 08 12
Femur To 14 34 03 10

Femur T+ -1,8 3,0 -0,04 1,2




Os gréaficos 5.4 e 5.5 apresentam, respectivamente, a distribuicdo, por
paciente, dos valores de T-score, em coluna e femur, analisados em To e T1.

Grafico 5.4 — Distribuicao dos valores de T-score em coluna, em To e T4
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Gréfico 5.5 — Distribuicao dos valores de T-score em femur, em To e T+

- = T0
)
T1
o
©
Y
x 21 ~ @
= - 1 4
<
E = i,
) = )
; ©
w ~° ~ ~ A ~N o
14 =5 =) =) @« =)
n © = 0
[e] =) =) = s =)
o o )
Q ~N°C @ o~
c o 5
17 =) o M, ~o
s i =1 1- Hi- <
0 T =
o -
o~ ~ SN
5] =5 =)
e
o <
- L) - S e
hE N < = hE
] A3 © ©
- w. - -
i,
Y
-2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Caso



Dex Coluna T1

93

O resultado da andlise do teste de Willcoxon para as variaveis
densitométricas T-score coluna e fémur, em TO e T1, mostrou diferencas
significativas entre os grupos; ademais, ha diferengas nas intensidades identificadas
pelo coeficiente de Spearman (rs), no qual T-score femoral apresentou correlacdo

significativa positiva moderada.

Tabela 5.3 — Resultado do teste de Wilcoxon para os pares de variaveis densitométricas T-score

T-score Coef. Spearman (rs) Significancia (p)
Coluna T1 — TO 0,5057 0,0003*
Femur T1 —TO 0,6298* 0,0240*

(*) valores de significancia indicativos de diferengas entre os grupos,
descartamos dessa forma a hipétese nula e adotamos a hipdtese
alternativa: ha diferengas entre os grupos.

O coeficiente de correlacdo pode variar em termos de valor de -1 a +1.
Quanto maior for o valor absoluto do coeficiente, mais forte é a relagdo entre as
varigveis. Onde:

= > (0.9: correlacdo muito forte;

= 0.7-0.9: correlagao forte;

= 0.5-0.7: correlacdo moderada;
= 0.3-0.5: correlacao fraca;

» 0 a 0.3: correlacao muito baixa.

Para os pares de variaveis com valores significativos, realizamos a andlise de
regressao linear, que resultou nas fungdes lineares das medicdes no tempo T1 (y)

em funcéo das medi¢des no tempo To (X):

Gréfico 5.6 — Disperséo da proporcao de T-score em coluna, analisada nos pacientes, em To e Ts
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Gréfico 5.7 — Graficos de dispersao da propor¢ao de T-score femoral, analisada nos pacientes, em To e
T+
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O valor médio da densidade mineral éssea (DMO) da coluna dos doentes,
analisado antes da instituicdo da corticoterapia (To) foi de 1,105 * 0,1473 g/cm?,
enquanto que, 12 meses mais tarde (T1), houve uma redugéo para 1,004 g/cm? +
0,1655 g/cm?.

Para a DMO femoral, os participantes da pesquisa apresentaram um valor
médio de 1,046 + 0,1578 g/cm? no inicio da terapia medicamentosa. Em T1, a média
fora reduzida para 0,9814 + 0,1745 g/cm>.

Tabela 5.4 — Distribuicao dos valores de densidade mineral 6ssea avaliados em coluna e fémur, em Toe T+

DMO Min. Max. Média Desvjo

(g/cm?) (g/cm?) (g/cm?) Padrao

Coluna To 0,942 1,453 1,105 0,1473
Coluna T+ 0,686 1,493 1,004 0,1655
Femur To 0,814 1,531 1,046 0,1578

Femur Ti 0,718 1,478 0,9814 0,1745
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Gréfico 5.8 — Distribuigao dos valores de DMO em coluna, em To e T1
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Gréfico 5.9 — Distribuicao dos valores de DMO em fémur, em To e T+
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O resultado da analise do teste pareado de Wilcoxon para a variavel DMO em
coluna e fémur, mostrou diferengas significativas entre os grupos em Toe T1 ( p <
0,0001 e p = 0,0122, respectivamente). A correlagdo intragrupal analisada pelo
coeficiente de Spearman (rs) demonstrou significancia positiva moderada (Tabela
5.4, Graficos 5.9 e 5.10).
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Tabela 5.5 — Resultado do teste pareado de Wilcoxon para os pares de varidveis de DMO, em coluna

e fémur, estudados em To e T1

Coef. Spearman

DMO Significancia (p)
(rs)
Coluna T1 -TO 0,5488 <0,0001*
Femur T1 = TO 0,5875 0,0122*

(*) valores de significancia indicativos de diferencas entre os grupos,
descartamos dessa forma a hipétese nula e adotamos a hipédtese
alternativa: ha diferencas entre os grupos

Gréfico 5.10 — Graficos de dispersao da proporgao de densidade mineral 6ssea (DMO) da coluna,
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Gréfico 5.11 — Graficos de dispersdo da propor¢ao de densidade mineral éssea (DMO) em fémur,
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De acordo com o diagnéstico pertinente a densidade mineral 6ssea avaliada a
partir da DXA, 92% dos 25 pacientes apresentaram um quadro de normalidade. Um
ano apos instituicdo da corticoterapia, 40% dos 25 participantes mantiveram o
quadro de saude esquelética normalizado, sendo frente a 56% que evoluiram com
baixa densidade mineral 6ssea (osteopenia). Destes, 78,5% eram mulheres, com
idade média de 43,6 anos e 21,4% eram homens, cuja média de idade era de 42,3
anos. Ademais, 4% dos participantes da pesquisa foram diagnosticados com doenca
osteopordtica, sendo 100% do sexo masculino, apresentando uma média de idade
de 48 anos.

Graéfico 5.12 — Distribuicdo do diagnéstico densitométrico avaliado em To e T+
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impacto da corticoterapia e seu reflexo na qualidade da DMO, entre os dois tempos
(To e T1), apresentou significativa relevancia estatistica (p=0,0002); no entanto, nao
houve diferencas na intensidade identificada pelo coeficiente de Spearman,
resultando em correlagédo muito baixa (rs = 0,2109).

Grafico 5.13 — Graficos de dispersao do diagnéstico densitométrico, analisado em To € T+
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O indice de massa corporal, calculado pela divisdo do peso (kg) pela altura
(m), elevada ao quadrado (kg/m?), foi aferido em todos os pacientes antes da
implementacgéo terapéutica, cuja média correspondeu a 28,17 £ 4,8. Um ano apos o
regime de corticoterapia (T1), a média ascendeu a 29,32 £ 5,1 (Tabela 5.5).

Graéfico 5.14 — Distribuicao do indice de massa corporal, avaliado em To e T+
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Tabela 5.6 — Distribuicdo dos indices de massa corporal (IMC) avaliados em TO e T1

. Max. Média Desvio
2
— Min. (kg/m%) 4 im?) (kg/m?) Padrio
To 18,66 36,41 28,17 4,891
T! 20 36,48 29,32 5,182

Foram observadas diferengas significativas na variavel IMC, analisada nos
dois tempos (To e Ti) preconizados pelo estudo (p=0,0156). O coeficiente de
Spearman revelou diferenca significativa em sua intensidade, o qual resultou em

correlag&o positiva muito elevada (rs = 0,9205).

Tabela 5.7 — Resultado do teste pareado de Wilcoxon para o par de variavel IMC, estudado em TO e
T

IMC Coef. Spearman (rs)  Significancia (p)

T1-TO 0,9205* 0,0156*
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Gréfico 5.15 — Graficos de disperséo do indice de massa corporal (IMC), analisado em To e T+
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Fora realizado a anélise de correlacdo entre o impacto da corticoterapia e seu
reflexo no indice de massa corpérea, o qual apresentou diferenca na intensidade
identificada pelo coeficiente de Spearman, resultando em correlagdo muito forte

entre as variaveis (rs = 0,9877).

Tabela 5.8 — Resultado do teste pareado de Wilcoxon para o par de variavel IMC x Corticoterapia,
estudadoem Toe T1

IMC x Corticoterapia Coef. Spearman (rs)  Significancia (p)

T1-TO 0,9877* <0,0001*

Gréfico 5.16 — Graficos de disperséo do indice de massa corporal (IMC) x Corticoterapia
analisado em To e T1
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Apés 1 ano de regime de corticoterapia, fora avaliado a quantidade do
consumo de calcio proveniente da dieta nos participantes do estudo. Foram divididos
3 grupos, sendo o primeiro a ingestao diaria de até 500mg/dia; o segundo, de 500 —
1000 mg/dia; e, por ultimo, o consumo acima de 1000 mg/dia. Em Ti1, 32% dos
pacientes consumiam até 500 mg/dia, e 68% ingeriam entre 500 — 1000 mg/dia.

Gréfico 5.17 — Distribuicdo do consumo alimentar diario de calcio, em T1

m<500mg/dia =500 - 1000 mg/dia

Cem por cento (100%) dos pacientes confirmaram fazer complementacéo
diaria com carbonato de célcio 500 mg, prescrito pelo dermatologista responsavel,
desde o inicio da corticoterapia. O mesmo correspondeu a suplementacao vitaminica
com colecalciferol 1.000 Ul/dia, onde 100% dos pacientes relataram ingerir

diariamente, segundo as recomendagdes médicas.

Quanto a realizagao de exercicios fisicos, somente vinte por cento (20%) dos
participantes da pesquisa relataram regularidade na pratica de exercicios fisicos,

desde o inicio do tratamento até a avaliagcéo realizada, em Ti.

Graéfico 5.18 — Distribuicao da pratica de exercicios fisicos entre os participantes da pesquisas, em T1

m 2 2 X porsemana m Ndo praticam exercicios fisicos regulares
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5.3 indice mandibular cortical (IMCo)

A avaliacdo de concordéancia inter-observador para o indice mandibular
cortical correspondeu ao valor de Kappa = 0,978 (p<0,001), com apenas 1
discordancia entre as medidas examinadas, refletindo em concordancia quase

perfeita.

A avaliacdo do indice mandibular cortical (IMCo) foi aferida, a partir de
radiografias panoramicas, em To e T1, de acordo com a classificacdo de Klemetti et
al. (1994). Antes da instituicdo da corticoterapia, 56% dos pacientes apresentaram a
cortical mandibular correspondente a C1, compreendendo 42,8% individuos do sexo
feminino com idade média em 39,3 anos, e 57,1% do sexo masculino, cuja média de
idade correspondeu a 38,3 anos. Trinta e seis por cento dos individuos foram
classificados em C2, dentre os quais, 77,7% eram mulheres, e 22,2% homens, cujas
médias de idade eram de 46 e 38,5 anos, respectivamente. Ja 8% dos pacientes
apresentavam alteracbes avancgadas, compativeis com C3, sendo 100% mulheres,
com idade média de 48,5 anos.

Um ano ap6s submissao ao regime medicamentoso, 0 nimero de pacientes
cujo IMCo era correspondente a C1 foi reduzido a 40%, sendo 40% mulheres, com
média de idade de 36,5 anos; e 60% homens, cuja média de idade era de 37,1 anos.
Houve um aumento para 44% daqueles avaliados em C2, dos quais 72,2% eram
mulheres, com média de idade de 45,7 anos, e 27,2% de homens, com média de
idade de 37,1 anos. Ainda em T1, 16% dos pacientes foram avaliados em C3, sendo
75% mulheres, e 25% homens, apresentando a média de idade em 47,6 e 40 anos,

respectivamente.

Tabela 5.9 — Classificagcdo da amostra quanto ao indice mandibular cortical e distribuicdo de sexo,

emToeT1
IMCo To Mulheres Homens IMCo T1 Mulheres Homens
To (%, n) To (%, n) To (%, n) (%, n) T1 (%, n) T1 (%, n)
C1 56 (14) 42,8 (6) 57,1 (8) (03] 40 (10) 60 (6) 40 (4)
C2 36 (9) 77,7 (7) 22,2 (2) Cc2 44 (11) 72,2 (8) 27,2 (3)
C3 8 (2) 100 (2) - Cc3 16 (4) 75 (3) 25 (1)
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Gréfico 5.19 — Distribuicao do indice de mandibular cortical, avaliado em To e T+
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estudo, verificada na intensidade identificada pelo coeficiente de Spearman,

resultando em correlacéo forte entre as variaveis (rs = 0,7952).

Gréfico 5.20 — Graficos de dispersao do indice mandibular cortical (IMCo), analisado em To e T+
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Tabela 5.10 — Resultado do teste pareado de Wilcoxon para o indice mandibular cortical, avaliado em
Toe Ti

IMCo Coef. Spearman (rs) Significancia (p)

T1-T0 0,7952* <0,0001*

(*) valores de significancia indicativos de diferengas entre os grupos,

Foi verificada a correlacao entre as variaveis idade, sexo, T-score e o indice
mandibular cortical, nos 2 tempos instituidos pela pesquisa, pelo coeficiente de
Spearman (rs). Em To, observou-se valores de significancia e correlacdo positiva
entre “sexo x IMCo”, assim como “IMCo X Classificacdo densitométrica”. Em T1,
“ldade x IMCo” também apresentou significancia e correlacdo. No entanto, apesar
dos valores de significancia para as correlagdes, os valores do coeficiente de
Spearman mostram, em modulo, correlacdes moderadas (0,4 < r < 0,69). Demais
correlacées entre as variaveis foram baixas ou fracas, conforme demonstrado na
tabela 5.9.

Tabela 5.11 — Resultado da correlacao entre IMCo e demais variaveis, em To e T+

Variaveis Coef. Spearman (95% IC) Significancia (p)
IMCo TO x Idade 0,3946 (-0,01302 a 0,6897) 0,0510
IMCo T1 x Idade 0,4262 (0,02505 a 0,7092) 0,0336*
IMCo TO x Sexo 0,4107 (-0,6997 a -0,006188) 0,0414*
IMCo T1 x Sexo -0,3135 (-0,6379 a 0,1054) 0,1270
IMCo TO x Laudo DXA TO 0,4055 (4,841e-005 a 0,6965) 0,0443*
IMCo T1 x Laudo DXA TH1 0,2046 (-0,2191 a 0,5634) 0,3266
IMCo TO x IMC TO 0,1796 (-0,2437 a 0,5453) 0,3905
IMCo T1 x IMC TH1 0,3429 (-0,07276 a 0,657) 0,0934

(*) valores de significancia indicativos de diferengas entre os grupos
IC — intervalo de confianca
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Gréfico 5.21 — Disperséo do indice mandibular cortical (IMCo) e correlagdo entre idade e sexo
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Gréfico 5.22 — Dispersdo do indice mandibular cortical (IMCo) e correlagdo entre diagnostico
densitométrico, em To
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Foi avaliado a quantidade de dentes ausentes em todos 0s pacientes
diagnosticados com acometimento oral de pénfigo vulgar, participantes do estudo.
Em To, observou-se uma média de 10,96 + 10,27 dentes perdidos. Um ano apés o

regime medicamentoso, o valor médio compreendeu 11,81 £ 11,34 dentes perdidos.
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Tabela 5.12 — Distribuicao de auséncias dentarias avaliadas em To e T1

Auséncia

. Min. Max. Média Desvio Padrao
dentaria
To 0 32 10,96 10,27
T4 0 32 11,81 11,34

Pacientes diagnosticados de acordo com classificacdo densitométrica normal
apresentaram uma média de 9,3 dentes perdidos. Em individuos com baixa massa
Ossea (osteopenia), observou um aumento para 11,4 dentes perdidos. Aqueles
diagnosticados com osteoporose, apresentaram uma média de 5 dentes perdidos.

5.4 Biomarcadores 0sseos

Os niveis de cada biomarcador 6sseo estudado no presente trabalho foram
igualmente avaliados, por sua expressao salivar, entre o grupo estudado e em
individuos saudaveis.

Por ndo aderir a curva de normalidade, a andlise da correlacdo da expressao
salivar entre o grupo de estudo e o grupo controle saudavel, assim como da
expressao sérica no grupo de estudo, foi realizada a partir da aplicacao do teste
nao-paramétrico de U-Mann Whitney, frente a analise de amostras independentes.
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Tabela 5.13 — Distribuicado dos niveis salivares dos biomarcadores (valor minimo, maximo,
média * desvio-padrdo) presentes nas amostras dos dois grupos avaliados

Expresséo salivar (phg/i;'l_) (:g?n):i_) (r;‘:jf) ?:j:;g
Paciente - Col1A1 (BR18) 14,35 3415 569,6 712,4
Controle - Col1A1 (BR18) pg/mL 27,48 1213 469,3 357,2
Paciente - Osteoprotegerina (BR27) pg/mL 46,92 1208 240,6 252
Controle - Osteoprotegerina (BR27) pg/mL 11,45 445 87,4 109,8
Paciente - Vitamina D BP (BR38) pg/mL 7453 3988518 278377 802865
Controle - Vitamina D BP (BR38) pg/mL 5201 355381 55079 88151
Paciente - TRANCE/RANK L (BR48) pg/mL 9,01 33,63 14,18 5,59
Controle - TRANCE/RANK L (BR48) pg/mL 2,97 28,1 7,96 5,60
Paciente - Osteopontina (BR54) pg/mL 819 13429 3631 2836
Controle - Osteopontina (BR54) pg/mL 1960 22043 6295 6437

Tabela 5.14 - Resultado do teste U-Mann Whitney para avaliacdo da expressao salivar entre o
grupo de estudo e grupo controle

Expressao salivar Mann-Whitney Significancia
(Grupo estudo x Controle) U (p)
Col1Af1 305 0,8891
Osteoprotegerina 102 <0,0001*
Vitamina D BP 199 0,0274*
TRANCE/RANK L 61 <0,0001*
Osteopontina 240 0,1622

(*) valores de significancia indicativos de diferengas entre os grupos

Apbés andlise comparativa inter-grupos da expressdao salivar dos
biomarcadores &sseos, foi observada diferenca estatistica para os marcadores
Osteoprotegerina (p <0,0001), Vitamina D BP (p = 0,0274) e TRANCE/RANK L (p
<0,0001).
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Gréfico 5.23 — Disperséo das concentragdes salivares de Col1A1 e Osteoprotegerina avaliadas entre
os dois grupos estudados
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Gréfico 5.24 — Dispersdo das concentragbes salivares de Vitamina D e RANK-L avaliadas entre os
dois grupos estudados
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Grafico 5.25 — Dispersdo da concentragdo salivar de Osteopontina avaliada entre os dois grupos

estudados
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Adicionalmente, os niveis dos cinco biomarcadores relacionados ao furnover
0sseo foram avaliados, por sua expressao sérica, no grupo dos participantes da

pesquisa (analise intragrupal - doentes), sendo investigado sua correlacdo a
expressao salivar.

Tabela 5.15 — Distribuicao dos niveis séricos dos biomarcadores (valor minimo, maximo, média +
desvio-padrao) presentes nas amostras do grupo de estudo

Expressao sérica Min. (pg/mL) Max. Média Desv~io

(grupo de estudo) (pg/mL) (pg/mL) Padrao
Col1A1 (BR18) 2971 11605 6700 2485
Osteoprotegerina (BR27) 389 1626 807,1 397
Vitamina D BP (BR38) 1035231 6895425 2817640 1574785
TRANCE/RANK L (BR48) 4,81 27,68 13,62 5,04

Osteopontina (BR54) 3852 85621 29595 23707
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Tabela 5.16 - Resultado do teste U-Mann Whitney para correlagdo entre a expressao salivar e sérica
dos biomarcadores no grupo de estudo

Expressao salivar Mann-Whitney Significancia
(Grupo estudo x Controle) U (p)
Col1A1 1 <0,0001*
Osteoprotegerina 24 <0,0001*
Vitamina D BP 14 <0,0001*
TRANCE/RANK L 197 0,9421
Osteopontina 13 <0,0001*

(*) valores de significancia indicativos de diferengas entre os grupos

Apés andlise comparativa intra-grupo da expressao salivar e sérica dos
biomarcadores 6sseos, foi observada diferenca estatistica significativa em todos os
marcadores, com excec¢ao ao TRANCE/RANK L (p <0,9421).

Graéfico 5.26 — Dispersao da concentragao salivar e sérica de Colageno | e Osteoprotegerina avaliada
no grupo de estudo
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Gréfico 5.27 — Dispersao da concentragao salivar e sérica de Vitamina D e RANK-L avaliada no grupo

de estudo
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Grafico 5.28 — Dispersao da concentragao salivar e sérica de Osteopontina avaliada no grupo de estudo
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6 DISCUSSAO

Analises imaginoldgicas

O presente estudo avaliou o impacto da corticoterapia prolongada sobre a
arquitetura 6ssea em pacientes suscetiveis ao desenvolvimento de osteoporose
medicamentosa (osteoporose induzida por glicocorticoides, OPIG). Em diferentes
panoramas e em dois tempos distintos, péde-se verificar os efeitos deletérios deste
regime medicamentoso, detectados a partir do exame considerado padrao-ouro -
densitometria éssea por absorciometria por dupla emissédo de raio X (DXA) - e por
técnicas ainda nao preconizadas para a OPIG, como a andlise salivar de
biomarcadores que refletem o metabolismo 6sseo, e pelo estudo de um indice
radiomorfométrico qualitativo em radiografias panordmicas de mandibula,

mostrando-se favoraveis a complementacgao diagndstica desta desordem.

Buscou-se instituir um modelo de pesquisa que envolvesse pacientes de risco
ao desenvolvimento da OPIG, sendo uma das maiores dificuldades a de estabelecer
individuos que se enquadrassem exclusivamente aos parametros determinados no
estudo. Frente a gama diversa de doencas que pode induzir alteragdes diretas e/ou
indiretas no metabolismo 6sseo e, consequentemente, osteoporose secundaria
(Grando, 2011; Ghodsi et al., 2014; Hsu; Nanes, 2017), optamos por avaliar e
utilizar, como modelo concernente a OPIG, um grupo especifico de doenca
autoimune, cuja manifestacéao oral torna-se de eximia relevancia aos profissionais da
Odontologia: o pénfigo vulgar. Muitos dos pacientes pré-selecionados apresentavam
comorbidades concomitantes a doenca (Diabetes mellitus, distarbios hormonais,
depressao, etc), tal como faziam uso de medicacdes diversas (antihipertensivos,
diuréticos, antidepressivos, etc.), dificultando a quantidade e homogeneizacao da
amostra. A partir da selecao e instituicao dos critérios inclusivos, foi definido uma
amostra de 25 doentes.

No decorrer das duas ultimas décadas, diversos estudos buscaram avaliar

ferramentas auxiliares a diagnose da osteoporose primaria, assim como sua relacao
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causa-efeito (Taguchi et al., 2003; Raisz, 2005; Painter et al, 2006; Watanabe, 2009;
Kanis et al., 2012; Valerio et al., 2013; Pavicin et al., 2014; Pisani et al., 2016; S6zen
et al, 2017). No entanto, ao que tange a tipologia secundaria, e mais especifi-
camente, ao subtipo preconizado neste estudo (OPIG), ndo encontramos pesquisas
concernentes a metodologia realizada disponiveis na literatura cientifica,

provavelmete tornando este estudo um dos poucos ou o primeiro a conduzi-lo.

Na presente investigagcdo, observamos diferencas estatisticamente
significantes em relacdo aos dados densitométricos de pacientes submetidos a
corticoterapia prolongada. Previamente a instituicao da terapia medicamentosa, fora
evidenciado os valores médios de T-score vertebral -0,1 + 1,1 g/cm?, e T-score
femoral de 0,3 + 1,0 g/cm?. Apds 1 ano de uso crbnico, foi verificado uma reducéo
estatisticamente significante para -0,8 + 1,2 g/cm?e 0,0 + 1,2 g/cm?, respectivamente
(p=0,0003 — T-score vertebral; p=0,0240 — T-score femoral), apesar da correlagao
intragrupal positiva classificada como moderada entre T-score vertebral (rs= 0,5057)
e T-score femoral (rs = 0,6298).

Reducao semelhante e estatisticamente relevante foi observada na densidade
mineral 6ssea na coluna, onde o valor médio da DMO vertebral prévio a instituicao
medicamentosa (To) compreendeu 1,105 * 0,1473 g/cm?; enquanto que, em Tj,
houve uma reducéo para 1,004 + 0,1655 g/cm? (p<0,0001). Para a DMO femoral, os
participantes da pesquisa apresentaram um valor médio de 1,046 + 0,1578 g/cm?,
no inicio da terapia. Em Ti, a média fora reduzida para 0,9814 * 0,1745 g/cm?
(p=0,0122). A correlacdo intragrupal mostrou-se positiva e classificada como
moderada (rs = 0,5488; rs = 0,5875), com o valor de significAncia compreendendo p
< 0,0001 e p = 0,0122, respectivamente. A redugcdo dos valores da densidade
mineral 6ssea destes pacientes submetidos a corticoterapia vai ao encontro aos
achados de LoCascio et al. (1990) e Van Staa et al. (2003), que afirmaram o
declinio substancial da DMO, induzido pela cronicidade dessa classe

medicamentosa.

Os parametros densitométricos avaliados nesta investigacao revelaram que,
um ano apo6s instituicdo prolongada da corticoterapia, somente 40% dos

participantes mantiveram o quadro de saude esquelética considerado normal, de
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acordo com as diretrizes preconizadas pela OMS (Kanis et al, 2012), enquanto que
mais da metade (56%) apresentou reducdo da densidade mineral 6&ssea
(osteopenia) - dentre estes, 78,5% mulheres, com idade média de 43,6 anos e
21,4% homens, cuja média de idade correspondeu a 42,3 anos. Adicionalmente, 4%
dos participantes da pesquisa foram diagnosticados com doencga osteoporética,
sendo 100% do sexo masculino, apresentando uma média de idade de 48 anos.

A avaliagdo do impacto da corticoterapia e o risco de desenvolvimento de
osteoporose secundaria resultou em significativa relevancia estatistica (p=0,0002);
no entanto, sua relagdo, determinada pelo coeficiente de Spearman, revelou-se
baixa (rs = 0,2109). Uma das justificativas para a baixa incidéncia de osteoporose
induzida por glicocorticoides nesta amostra possivelmente seja resultante da
implementacdo de medidas preventivas, adotadas desde o inicio do tratamento,
como a suplementagao diaria com colecalciferol 1.000Ul e carbonato de calcio, onde
100% dos pacientes reportaram regularidade criteriosa em sua ingestao, a partir de
dados coletados em T1, exclusivamente. Os estudos pertinentes aos efeitos do
célcio e/ou suplementacdo com vitamina D em pacientes sob o0 regime de
corticoesteroides apontaram resultados conflitantes em amostras de doencas
diferentes a da presente investigacao (Buckley et al., 1996; Adachi et al., 1996),
dificultando as comparacdes. No entanto, tais suplementagdes foram incluidas na
maioria dos ensaios concernentes a terapia 6ssea preventiva sendo, portanto,
indicados como coadjuvantes na prevencao dos efeitos deletérios provenientes da
medicacao esteroidal (Compston, 2018).

Até a concluséo da presente investigacdo, nenhum dos pacientes apresentou
fratura dssea, ou reportou histérico prévio de fraturas. No entanto, nao foi possivel
calcular o risco de fraturas, a partir da aplicagéo da ferramenta FRAX® (Fracture Risk
Assessement Tool), devido a abrangéncia de idade dos participantes da pesquisa - a
qual variou entre 20 e 53 anos de idade (média 41,56 + 8,51). A ferramenta FRAX®
consiste em um algoritmo computacional disponivel gratuitamente na Internet, que
calcula a probabilidade, em 10 anos, do risco de fratura osteoporética, baseando-se
em uma série de estudos internacionais prospectivos do tipo coorte. A probabilidade
de fratura é calculada a partir da obtengdo de dados clinicos (idade, sexo, peso,

altura, indice de massa corporal), em um questionario, associada a informacoes
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pertinentes a fatores clinicos de risco, como histérico prévio de fraturas do paciente
e de seus progenitores, corticoterapia (doses = 5 mg/dia de prednisona ou
equivalente, por periodo = 3 meses), tabagismo, consumo excessivo de alcool (= 3
doses diarias), artrite reumatoide e demais causas de osteoporose secundaria
(Compston, 2015). A ferramenta é utilizada, majoritariamente, no manejo de
mulheres menopausadas € homens com idade = 50 anos de idade. Para individuos
mais jovens, as evidéncias ainda sao escassas. A partir de diretrizes pronunciadas
em estudos internacionais, orienta-se que as decisdes de intervencao e tratamento
preventivo a fratura, nesta populacdo, sejam baseadas em julgamento clinico
individual (Lekamwasam et al., 2012; Compston, 2018).

A auséncia de fraturas osteoporoticas nos pacientes da presente investigacéao
condiz com os achados relatados na maior parte da literatura, os quais revelam uma
baixa incidéncia de fraturas em mulheres em idade pré-menopausa, avaliadas em
ensaios clinicos randomizados de OPIG, onde esta populagdo apresentou valores
mais expressivos da DMO, quando comparadas as mulheres menopausadas (Saag
et al., 1998; Cohen et al., 1999; Wallach et al., 2000; Langdahl et al., 2009; Rizzoli;
Biver, 2015). Nao obstante, a incidéncia possa abranger indices de até 75% (Van
Staa et al., 2003). Tais observacbes reforcam a primordialidade de cuidados e
implementagdes preventivas nesta populacdo, visto que fraturas podem ocorrer,
mesmo na presencga de valores normais de DMO, resultantes da série de alteracdes
na qualidade da arquitetura 6Ossea, nem sempre detectadas em técnicas
densitométricas (Hansen et al., 2014; Compston, 2018).

O manejo de pacientes em uso cronico de glicocorticoides ainda reflete uma
realidade preocupante, frente ao subtratamento preventivo proporcionado a
pacientes com idades mais jovens e em individuos do sexo masculino - sobretudo a
realizada na atengéo primaria. Em um estudo francés, Trijau et al. (2016) revelaram,
a partir de dados nacionais, que apenas 8% destes grupos de pacientes eram
submetidos a avaliacdes densitométricas, assim como taxas alarmantes de
subprescricdo de suplementos de calcio + vitamina D para apenas 18%, e
bisfosfonatos, a 12%.
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A abordagem terapéutica com bisfosfonatos em pacientes diagnosticados
com OPIG ainda representa um desafio a classe médica, frente a quantidade
reduzida de estudos, quando comparados aqueles pertinentes a osteoporose
primaria. Em virtude a presenca de comorbidades e ao uso de outras medicacdes
concomitantes, os individuos sob regime cronico de corticoterapia podem ser mais
suscetiveis a efeitos adversos secundarios (ex: desordens do trato gastrointestinal
superior). Ademais, evidéncias recentes demonstraram associacdo do uso crénico
de glicocorticoides ao risco de desenvolvimento de osteonecrose dos 0sso0s
maxilares (Khan et al.,, 2017), restringindo, substancialmente, as medidas
terapéuticas profilaticas a ocorréncia de fratura em boa parte deste grupo
populacional, uma vez que bisfosfonatos sdo contra-indicados em mulheres em
idade fértil ou lactantes, devido a capacidade da medicacdo transpor a barreira
placentaria (Compston, 2018),

A obesidade corresponde a um dos diversos efeitos adversos resultantes do
regime prolongado com corticoesteroides (Cooper et al., 2015; Carter, 2018),
fortemente pronunciada nos resultados deste estudo. Antes da implementacéao
terapéutica, a média do IMC dos pacientes correspondeu a 28,17 + 4,8; um ano
apos a corticoterapia (T1), a média ascendeu a 29,32 + 5,1, sendo observadas
diferencas significativas entre os dois tempos (To € T1) (p=0,0156). O coeficiente de
Spearman revelou diferenga significativa em sua intensidade, o qual resultou em

correlagdo positiva muito elevada (rs = 0,9205).

O impacto da corticoterapia prolongada refletiu significativamente no indice
de massa corpérea dos individuos participantes, o qual apresentou associacao muito
forte entre as duas variaveis (rs = 0,9877). Ademais, o sedentarismo, nesta
populacdo, revelou-se elevado (80%). Hsu et al. (2017) demonstraram relacéao
positiva entre pénfigo vulgar e corticoterapia ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo, osteoporose e insénia. Frente aos mdultiplos efeitos
colaterais advindos do regime medicamentoso com corticoesteroides, como 0
impacto sobre o funcionamento da insulina, aumento da incidéncia de diabetes
mellitus, gordura corporal e retencdo hidrica (Cooper et al., 2015; Carter, 2018),

intensifica-se a imprescindibilidade de medidas educacionais, sobretudo, nutricionais
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e acompanhamento médico multidisciplinar concomitante a esses pacientes, durante

a vigéncia do tratamento.

A literatura cientifica apresenta multiplos estudos envolvendo metodologias
com indices radiomorfométricos mandibulares diversos, conduzidas em modelos de
osteoporose primaria; no entanto, estes mostram-se inexistentes, no que concerne a
osteoporose secundaria, sobretudo, induzida por glicocorticoides. A partir da afericao
do IMCo em radiografias panoramicas dos participantes na presente investigacao,
pbde-se observar diferenca estatisticamente significante (p<0,0001), entre os dois
tempos avaliados (To e T1), € uma forte correlacao entre si, aferida pelo coeficiente
de Spearman (rs=0,7952), evidenciando a aplicabilidade positiva da radiografia
panoramica de mandibula, na investigacao de alteracées Osseas, em pacientes
submetidos ao regime prolongado de corticoterapia. Quando comparado a demais
variaveis clinicas, observou-se correlacdo positiva entre o IMCo e a classificacao
densitométrica (de acordo com a instituida pela OMS) em To (p=0,0443) e, em T
(p=0,3266). Desta forma, as alteracbes Osseas detectadas na radiografia
panoramica dos pacientes deste estudo, mostraram-se associadas aos resultados
dos exames densitométricos, tal como sugerindo seu papel como indicador de
modificagées da densidade mineral dssea.

O presente estudo demonstrou, ainda, correlagdo positiva entre o indice
mandibular cortical e mais 2 variaveis clinicas. Em To, uma associacao positiva fora
verificada entre o IMCo e o sexo dos participantes; no entanto, considerada fraca
(rs=0,4107; p=0,0414), resultante da maior prevaléncia de alteracbes O6sseas em
mulheres (representando 77,7% dos diagnosticados como C2; e 100% dos C3),
quanto comparada aos individuos do sexo masculino (57% classificados como C1 e
22,2%, dos C2).

Uma terceira associacao positiva, embora, fraca, foi observada em T1, com a
variavel “idade” (rs=0,4262; p = 0,0336), onde o niumero de pacientes cujo IMCo era
correspondente a C1 representou 40%, sendo, destes, 40% mulheres, com média de
idade de 36,5 anos; e 60% homens, cuja média de idade era de 37,1 anos. Em C2,
72,2% eram mulheres, com média de idade de 45,7 anos, e 27,2% de homens, com

média de idade de 37,1 anos. Ainda em T1, 16% dos pacientes foram avaliados em
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C3, sendo 75% mulheres, e 25% homens, apresentando a média de idade em 47,6
e 40 anos, respectivamente. Desta forma, podemos inferir que o indice mandibular
cortical demonstrou alteragdes progressivas, de acordo com o0 avancgo da idade dos
participantes, sobretudo em mulheres. Além da variavel medicamentosa, as
alteracoes sistémicas pertinentes a reducdo da massa 6ssea, como declinio de
hormonios sexuais resultante do periodo trans- e pdés-menopausa, provavelmente
exerceram um efeito sinérgico ao detrimento da arquitetura déssea, reforcando

necessidade da implementacéo de cuidados multidisciplinares a classe avaliada.

A escolha pelo indice qualitativo IMCo se deu frente a sua reprodutibilidade,
sensibilidade e especificidade demonstradas em estudos pertinentes a investigacao
de alteragdes densitométricas, em modelos de osteoporose primaria (Klemetti et al.,
1993; Taguchi et al., 2003; Nakamoto et al., 2003; Taguchi et al., 2006; Pavicin et al.,
2014; Rati et al., 2014; Jonasson et al., 2018). A avaliacdo por meio da graduacéo
de erosao na cortical mandibular corresponde a uma metodologia categorica,
simples, de baixo custo, dependente exclusivamente da anadlise visual da radiografia
panoramica, onde se classifica C1 como densidade d6ssea normal, e C3, baixa
densidade 6ssea (Klemetti et al., 1994). Nao obstante, por corresponder a uma
analise subjetiva, ndo podemos indica-la como ferramenta substituivel a DXA.

A partir de treinamento adequado, a aplicacdo do indice mandibular cortical
pode ser reprodutivel a todos os cirurgides-dentistas, representando, portanto, uma
ferramenta tangivel ao rastreamento de alteragdes precoces de densidade mineral
Ossea alterada (Calciolari et al., 2015). Os demais indices, apesar de quantitativos,
demonstraram correlagdes fracas nos resultados e/ou variabilidade (Klemetti et al.,
1993; Devlin; Horner, 2002; Taguchi et al., 2004; Taguchi et al., 2006; Bodade;
Mody, 2013; Jonasson et al., 2018), assim como maior complexidade de leitura,
necessidade de instrumentos especificos (como, por exemplo, o paquimetro), e,
consequentemente, maior tempo de analise, inviabilizando sua implementagdo na

pratica clinica cotidiana dos profissionais da Odontologia.

Pacientes diagnosticados de acordo com classificacdo densitométrica normal
apresentaram uma média de 9,3 dentes perdidos, e fora observado um aumento no

namero de dentes ausentes para 11,4, em individuos com baixa massa 6ssea.
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Aqueles diagnosticados com osteoporose, apresentaram uma média de 5 dentes
perdidos. No entanto, nao foi possivel referir o impacto do regime medicamentoso e
eventuais correlacoes entre o IMCo sobre a quantidade de auséncias dentarias, por
nao ter sido aplicado a metodologia estatistica de correlacéo entre as variaveis.

A densitometria 6ssea (DXA) consiste no exame padrao-ouro na diagnose de
alterac6es microarquiteturais da massa 0ssea, assim como apresenta a vantagem
da baixa emissao de radiacdo ionizante, quando comparada as demais modalidades
imaginologicas (Lang et al., 2002; Conversano et al.,, 2015); nao obstante,
caracteriza-se como metodologia de alto custo, e de acesso limitado a maior parte
da populacao brasileira, gerando impedimentos a instituicdo de medidas preventivas
em estagios precoces do referido acometimento 6sseo, assim como a predicao de
fraturas e consequente impacto na saude publica (Kanis et al., 2012; Pisani et al.,
2016).

O osso mandibular corresponde a uma estrutura altamente vascularizada,
cujos indices de remodelacao 6ssea se mostram regularmente altos, frente a intensa
atividade osteoclastica e osteoblastica. Desta forma, alguns estudos buscaram
utiliza-lo como sitio anatdmico no mapeamento de alteragdes da massa Oéssea.
Ledgerton e colaboradores (1997) afirmaram que a mensuracdo da densidade
mineral éssea mandibular, por meio da DXA, poderia corresponder a metodologia
ideal para tal finalidade, frente ao seu alto coeficiente de correlagdo, assim como
maior sensibilidade e especificidade. Nao obstante, Zlataric e Celebic (2003)
refutaram tal indicacdo, perante fatores dificultadores, como sobreposicdo de
estruturas anatbmicas contralaterais, interferéncia e comprometimento na qualidade
das imagens, resultantes de artefatos provenientes de proteses fixas individuais ou
multiplas, inviabilizando sua aplicagdo na pratica clinca. Como alternativa, White e
Rudolph (1999) orientaram a abordagem de analises qualitativas e/ou quantitativas,
em regides distantes a denticdo, como a por¢ao anterior do osso basal mandibular,

ou 0 0sso alveolar posterior, distalmente aos dentes presentes.
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O presente estudo pbde concluir que radiografias panoramicas de mandibula
se mostraram validas como ferramentas auxiliares a deteccao de baixa densidade
0ssea, em pacientes submetidos a terapia crdénica com glicocorticoides. Ressalta-se
que, apdés adequado treinamento, é necessario a implementacdo de mais estudos
pertinentes a OPIG, com numero populacional mais abrangente, frente a auséncia
de demais investigacdes e metodologias em grupos homélogos.

Biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo

A presente investigacdo avaliou a expressao dos niveis de cinco
biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo, a partir de sua expressao salivar,
entre o grupo estudado (n=25) e seus respectivos controles saudaveis, pareados por
sexo e idade (n=25), um ano apds instituicio da terapia medicamentosa (T+1).
Adicionalmente, no grupo dos participantes da pesquisa (analise intragrupal -
doentes), os niveis dos cinco biomarcadores relacionados ao turnover 6sseo foram
avaliados, a partir de sua expressao sérica, sendo investigado sua correlacédo a

expressao salivar.

Os multiplos componentes salivares ndo protegem apenas a integridade dos
tecidos orais, mas igualmente funcionam como biomarcadores de doencas e
condicoes sistémicas do individuo. A saliva humana contém uma ampla colecao de
proteinas, cada uma com fung¢des biolégicas distintas. Técnicas de proteémica
salivar ja detectaram mais de 3.000 proteinas diferentes, tornando,
progressivamente, a saliva em um objeto fidvel de diversos estudos, sendo ja
utilizada como fluido diagnéstico em varias situacdes, como na deteccao de HIV,
hepatite A, B e C, monitorizacdo de uma variedade de drogas (Cova et al., 2015).

Os marcadores de remodelacdo éssea sao Uteis para avaliar a eficacia de
adeséao, absorcao ou falha de resposta ao tratamento medicamentoso, assim como o
mapeamento de doencas sobre as taxas de reabsorcao e formagéao 6ssea, por meio
de alteragbes dindmicas do tecidos désseo, em um determinado intervalo de tempo.
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Nesta pesquisa, a escolha inicial do painel de biomarcadores compreendia o
total de 9 analitos concernentes ao metabolismo 60sseo; no entanto, por
indisponibilidade do painel completo para a realizacdo do imunoensaio Multiplex,
foram estipulados os cinco marcadores aqui analisados. Dentre as limitacoes
metodoldgicas encontradas em quaisquer investigacdes, o custo elevado de kits de
ensaios laboratoriais consiste em um dos maiores, o que, neste estudo, inviabilizou
sua realizacdo em demais tempos operatorios. Nao obstante, tal limitagdo nao fora
um impeditivo no desenvolvimento do estudo, o qual pronunciou resultados

significantes.

Cem por cento dos marcadores foram detectados no fluido salivar, tanto no
grupo de estudo, como controle. Um ano apds o inicio do regime terapéutico com
corticosteroides, os pacientes apresentaram uma concentragdo salivar média de
osteoprotegerina (OPG) de 240,6 + 252 pg/mL; ja a média avaliada no grupo
controle consistiu em 87,47 + 109,8 pg/mL. A analise comparativa entre os dois
grupos revelou diferenga estatisticamente relevante (p< 0,0001).

A osteoprotegerina corresponde a um receptor solivel do RANKL, sendo um
regulador negativo da osteoclastogénese, pelo bloqueio da ligacdo RANK/RANKL.
Os glicocorticoides possuem a capacidade de suprimir a expressdao de
osteoprotegerina (Swanson et al., 2006; Weinstein, 2011); no entanto, o presente
estudo revelou concentragdes elevadas de OPG no grupo avaliado, quando
comparado ao individuos saudaveis. Este quadro pode ser resultante de uma
resposta sistémica compensatéria, frente a reabsorcdo Ossea induzida por
corticoides, sendo esta uma evidéncia semelhante a observada por Chmielnicka et
al., (2014), cujas analises séricas de OPG mostraram-se elevadas (p<0,02), em
pacientes com pénfigo vulgar, quando comparadas aos controles. Jgrgensen et al.
(2009), também verificaram niveis elevados de OPG, e evidenciaram sua associa¢ao
positiva a perda 6ssea (p = 0,005); no entanto, em modelo de osteoporose primaria,

envolvendo mulheres menopausadas ndo submetidas a terapia hormonal.
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O processo de remodelacao 6ssea resulta da interacdo de multiplos fatores,
dos quais ressaltam-se o estimulo mecéanico por pressao, e a interacao de diversas
citocinas e hormdnios, os quais mantém o equilibrio entre o processo de reabsorcao
e neoformagéo 0ssea. A interacao entre as proteinas RANK e RANKL corresponde a
um dos principais protagonistas, nessa cascata biolégica. A fusdo entre RANKL,
regulador do processo de reabsorcao 6ssea, e RANK — expresso em osteoclastos —
potencializa o processo de osteoclastogénese, a partir de alteracbes morfolégicas
em células precursoras, e pela expressdo de genes que tipificam a linhagem

osteoclastica (Del Fattore et al., 2002).

Esta investigacdo observou concentracdes salivares significativamente
aumentadas de RANKL, em pacientes submetidos a corticoterapia crénica, quando
comparadas aos controles (p<0,0001). Em Ti1, pacientes com pénfigo vulgar
exibiram uma média de 14,18 £ 559 pg/mL, frente a 7,96 + 5,60 pg/mL, em
individuos saudaveis. Os valores aumentados de RANKL, expressos no fluido
salivar, possivelmente resultam da cronicidade de altas doses de corticosteroides, os
quais aumentam a expressao do M-CSF (macrophage colony stimulating factor) e de
RANKL, reduzindo as taxas apoptéticas de osteoclastos, desta forma, intensificando
0 processo de osteoclastogénese, resultando em baixa densidade mineral éssea,
nestes pacientes.

A expressao de Vitamina D revelou-se significativamente maior (p = 0,0274),
nos pacientes com pénfigo vulgar (278.377 + 802.865 pg/mL), quando comparada ao
grupo controle (55.079 = 88.151 pg/mL). A concentracdo reduzida, exibida em
individuos-controle, poderia ser justificada pela hipovitaminose D altamente
prevalente na populacao geral, frente a reducdo a exposicao solar, sobretudo, em
grandes cidades. Medidas preventivas e educacionais, tal como a suplementacéo
vitaminica com colecalciferol 1.000 Ul/dia, foram instituidas, ja no inicio da terapia
(To), a todos os pacientes, 0o que, de acordo com a andlise supracitada, pode
representar significativamente um efeito benéfico a esse grupo de pacientes. Nao
obstante, a instituicdo de correlacdo estatistica se faz necessaria para maiores

afirmagoes.
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Pacientes com pénfigo vulgar exibiram uma concentracdo salivar média de
colageno tipo | de 569,6 + 712,4 pg/mL, frente a 469,3 = 357,2, no grupo controle,
ndo havendo diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. No tecido
0sseo, a averiguacao de alteracdes provenientes da proteina colageno | é realizada
a partir de seus fragmentos terminais (telopeptideos), os quais sao clivados por meio
de colagenases e, entdo liberados a circulacdo sanguinea. Os telopeptideos
carboxiterminal e aminoterminal do colageno tipo | sdo liberados durante a
degradacao do colageno tipo I, dando origem aos telopeptideos N-Terminal do
colageno tipo | (NTX) e C-Terminal do colageno tipo | (CTX) Essas substancias,
subprodutos do colageno tipo |, correspondem a marcadores relacionados a
reabsorcdo déssea, cujos valores de normalidade variam entre diversos grupos,
sobretudo, em diferentes faixas etarias (Kuo; Chen, 2017). No entanto, frente a sua
indisponibilidade para a referida metodologia, s6 fora possivel avaliar a expressao
da concentracao da proteina, em sua integralidade.

A expressao salivar da glicoproteina osteopontina também n&o demonstrou

diferencas significantes entre o grupo de pacientes e controles saudaveis (p
0,1622). A osteopontina corresponde a uma proteina multifuncional relacionada a
remodelacdo Ossea, sobrevivéncia celular e regulacado inflamatéria (Kahles et al.,
2014). Algumas investigacdes reportaram o aumento na expressao sérica de
osteopontina como um fator de risco a osteoporose primaria, sendo positivamente
correlacionada a concentracdo de marcadores de reabsorcdo 6ssea, como CTX
(carboxy-terminal collagen crosslinks); além de correlacao a baixa densidade mineral
0ssea, e a ocorréncia de fraturas vertebrais, em mulheres menopausadas (Chang et
al..2010; Fodor et al. (2013).

Apesar da etiopatogénese e curso clinico diferirem entre a osteoporose
induzida por glicocorticoides e sua analoga primaria, ambas apresentam uma
significancia clinica notoriamente relevante, em razdo do impacto substancial ao
tecido 6sseo e demais acometimentos locais e/ou sistémicos. Tendo em vista que os
beneficios terapéuticos dos glicocorticoides justificam o seu uso em diversos
disturbios, é necesséario que todos os profissionais de saude estejam atentos a
necessidade de minimizar seus efeitos secundarios, tal como instituir, precoce e

regularmente, medidas preventivas pertinentes a manutencao da homeostase
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0ssea, inclusive frente ao embate dispendioso nas politicas publicas de saude.

A andlise comparativa entre a expressao salivar e sérica mostrou correlacao
altamente significativa em 4 dos 5 analitos (p<0,0001), com a excecao de RANKL (p
= 0,9421), evidenciando o potencial da investigacdo de Osteoprotegerina (OPG),
Vitamina D, Colageno tipo | e Osteopontina (OP), no fluido salivar, em pacientes
submetidos ao uso crénico de corticoesteroides. A deteccdo de quantificacdes
proteicas no fuido salivar condiz com a possibilidade destas serem integradas a
estudos para validacdo de biomarcadores, frente ao seu significado funcional, ao
refletir o espectro do estado de saulde, discriminacdo de alteracées advindas de
doencas ou processos moleculares subjacentes ou em resposta a regimes

medicamentosos.

No entanto, neste estudo, a afirmagdo de quaisquer evidéncias observadas
no ensaio sérico se torna limitrofe, frente a auséncia de amostras-controle
comparativas — sendo eticamente justificavel - as quais possibilitariam correlacdes
potencialmente relevantes. Torna-se imprescindivel a realizacdo de mais
investigacdes longitudinais pertinentes a osteoporose induzida por glicocorticoides,
assim como amostras populacionais maiores e pertencentes a outras doencas auto-

imunes, por meio de diferentes ensaios comparativos.
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7 CONCLUSOES

" Pacientes submetidos ao regime prolongado de corticoterapia apresentam
alteragbes densitométricas significativamente relevantes, em detrimento,
majoritariamente, a medicacdo, sendo esta um dos principais fatores na génese de

obesidade nessa populacao;

= O indice radiomorfométrico mandibular cortical pode ser avaliado de uma forma
reprodutivel, em radiografias panoramicas, na investigacdo de alteracbes da
arquitetura 6ssea, em pacientes suscetiveis ao desenvolvimento de osteoporose

induzida por glicocorticoides;

= Os achados sugerem a utilizagdo da saliva como uma ferramenta de
diagnéstico auxiliar, perante a deteccao de biomarcadores relacionados ao turn over

osseo.
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto:
OSTEOPOROSE MEDICAMENTOSA: EXPRESSAD SALIVAR DE BIOMARCADORES OSSEDS EM PACIENTES
SUBMETIDOS A CORTICOTERAPIA E SUA CO HRELA{_:.ED ENTRE iNDICES RADIOMORFOMETRICOS VERSUS
DENSITOMETRIA OSSEA

Pesquisadores: Doutoranda Cibele Pidgrodeski Nagano, Profa. Dra. Silviz Vanessa Lourengo e Profa. Dra.
Emika Saito Afjig

Instituicbes: Faculdade de Odontologia da Universidade de 5do Paulo (FOUSP) e Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de 530 Paulo (HC-FMUSP)

Local: Ambulatorio de Estomatologia do Hospital das Clinicas (HC-FMUSP)

Convite paro participocdo voluntdrio

As informacdes abaixo destinam-se @ esclarecer e solicitar sua participacdo voluntdria nesta pesquisa.
Antes de concordar, € de extrema importdncia gue ofa) participante da pesquisa compresnda as informagdes
e instrughes contidas neste documento. 05 pesquisadores estdo aptos a esclarecer suas davidas a gualquer
momento. Salientamos, ainda, gue ofa) participante da pesquisa tem plena liberdade de desistir @ gualquer
momento de participar do estudo. Sua desisténcia ndo trarda nenhum prejuizo em sua relagdo com os
pesguisadores ou com o seu tratamento realizado no Hospital das Clinicas.

1. Objetivos do estudo: Com esta pesquiza, poderemos avaliar trés métodos de disgnostico para a deteccdo da
osteoporose, sendo um laboratorial, no qual avaliaremos a saliva, e dois exames de imagem, com &
finalidade de estudar possiveis alteracdes no tecido osseo de pacientes em tratamento com medicamentos
denominados corticoides { por gx: Prednisona), por um periodo prolongado (tempo maior que 3 meses);

2. Procedimentos: Sua participacdo nesta pesguisa consistira em ser avaliado pelos métodos citados no item 1:

- Coleta da amostra: A coleta da amostra de sua saliva sera realizada no mesmo dia de sua consulta, ja
pre-agendada, no Ambulatorio de Estomatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Meadidna da
USP [HC-FMUSP), na@o acarretando em desiocamentos adicionais aos que ja realiza durante seu
tratamento. Caso o (a) Srfa) ndo seja portador da doenca pénfigo vulgar, a coleta do material (saliva) serd
realizada atraves da mesma teonica para COMparacao CoMm 05 pacientes que a apresentam.

Vocé serd instruido a ficar por 2 horas sem s2 alimentar ou ingerir liguidos, assim como realizar higiene
aral ou fumar, antes da coieta salivar. A coleta sera realizada pelo periodo da manha entre 8:00 & 12:00.
Sentado confortavelmente em uma cadeira em ambiente bem ventilado e arejado, com a cabega
levemente inclinada para frente, sem deglutir, sera solicitado gue vocé colete um pouco de saliva, de
forma a expelir (cuspir) em um frasco apropriado, por 5 minutos. Posteriormente, sua saliva sera enviada
para analizes de laboratorio.

- Avaliagdo imaginglégica: Sendo ofa) participante da pesquisa portador de pénfigo vulgar e padente do
Departamento de Dermatologia do Hospital das Clinices, periodicamente, lhe sdo solicitados diversos
exames para um adequado controle de sua saude. Dentre eles, a densitometria dssea (para avaliar a saude
do esqueleto} e a radiografia panordmica (a gual contribui para a avaliacdo da salde oral & dos ossos que
suportam o5 dentes), realizados no Instituto de Radiclogia do Hospital das Clinicas. Mos, pesguisadores,
analisaremos o resultado destes exames por via computadorizada, dentro do proprio complexo hospitalar;

3. Riscos e desconfortos: Os riscos e desconfortos relacionados @ sua participacdo s&o0 minimos & inerentes a
cofeta de saliva, na qual Ihe serd solicitado para cuspir em um recipiente apropriado. Mo caso de apresentar
dificuldade para a realizagdo deste procedimento, o participante da pesquisa tem total autonomiz para ndo
redliza-la ou decidir fazer em outro momento em que se sinta mais confortavel. &4 amostra utilizada na
pesquisa sera coletada por profissional habilitado, sob condigdes adequadas de seguranca e limpeza, nao
acarretando prejuizo ou desconforto adicional ao do procedimento qgue serd realizado;

Rubrica (participante da pesguisa): Rubrica {pesquisader):
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4. Beneficios: Sua participagdo neste estudo trard beneficios diretos com a realizagdo de exame clinico oral,

informacoes atualizadas pertinentes a sua doenca & suas possivels repercussoes No organismo (saude oral
e do corpo todo); crientacdo profissional medica & odontologica, culminando em um diagnostico e
acompanhamento mais precisos de swa doenca. Indiretamente, vocé iré colaborar com o conhecimento
cientifico nesta area, possibilitando a definicdo de um melhor método de diagnostico, mais confortavel,
nao invasivo, nos protocolos de tratamento de pénfigo vulgar e osteoporose.  Menhum custo lhe sera
cobrada;

Garantia do sigilo da identidade do participante da pesquisa e descarte do material: as informacbes
fornecidas serdo confidencizis e de conhecimento apenas dos pesguisadores responsdveis. Os
participantes da pesquisa ndo serdo identificados em nenhum momento, mesmo guando os resultados
desta pesquisa forem divulgados em gualquer forma. 4s amostras salivares ndo utilizadas serdo
descartadas em recipiente proprio (lixo biologica)

Desisténcia: Ofa) participante da pesquisa tem o direito de desistir de participar da pesquisa a qualguer
momento, sem nenhuma penalidade & sem perder os beneficios aos quais tenha. Ressaltz-se que 3
desisténcia de suz participacdo nesta pesquiza nao culminara, de nenhuma forma, na continuidade de seu
tratamento realizado no Ambulatdrio de Estomatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de 530 Paulo (HC-FWUSP).

Este documento € eloborodo em duas viags, sendo uma do participonte da pesquiza € uma do pesquisadar
Comité de Etica em Pesquisa (Seres Humanos) Faculdade de Qdontologia da Universidade de S3a Paula Av.
Prof. Linew Prestes, 2227 — 05508-000 — 530 Paulo — 5P Fone: {11) 30917960 — E-mail: cepfo@usp.br Horario
de Funcionamento; segunda a sexta-feira das B a5 17h (exceto feriados e recesso universitario). O Comité &
um colegiado interdisciplinagr e independents, de relevancia publica, de carater consultivo, deliberativo e
educativo, criado para defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade
para contribuir no desenvolvimento da pesguisa dentro de padries éticos. (Resolucdo CHS ng 466 de 2012)

Pesguisadores:

Doutoranda Cibele Pidorpdeski Nagano Prof Drd Silvia Vanessa Lourengo

- comsate do pesquisador: cibele.nagano@usp.br; 1el; (11) 2648-8219, Faculdade de Cdomtologia —
USP: Ay, Prof. Lineu Prestes, 2227

Apds ter sido informado e ter minhas dividas suficientemente esclarecidas pelo pesquisador, concordo em
participar de forma voluntaria desta pesquisa.

SioPauwlo, __ de_ CR | | ST

ASSINATURA (Participante da pescn.lisa_]



