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RESUMO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenga autoimune que se caracteriza pela formacao
de complexos antigeno-anticorpo que se depositam em diferentes tecidos, levando ao dano
tecidual, incluindo os tecidos periodontais. Embora alguns estudos tenham demonstrado
possivel associacdo entre LES e doenca periodontal, os mecanismos patogénicos envolvendo
as duas condigdes ainda ndo foram esclarecidos. O objetivo primario deste estudo foi avaliar a
deposicao de complexos imunes no tecido gengival de individuos diagnosticados com LES
comparativamente a individuos sauddveis sistemicamente. Foram incluidas no estudo 50
mulheres de 20 a 65 anos de idade, sendo 25 com diagnostico de LES (grupo LES+) e 25
sistemicamente saudaveis (grupo LES-). O exame periodontal incluiu as medidas de
profundidade de sondagem (PS), nivel de inser¢do clinica (NIC), indice de sangramento
gengival (ISG) e indice de placa (IPl). A distidncia da jun¢do cemento-esmalte a crista dssea
alveolar (JCE-CA) foi avaliada em radiografias panoramicas obtidas no exame inicial. Biopsias
de tecido mole gengival dos primeiros quinze pacientes submetidos a tratamento cirtrgico
periodontal, em cada grupo, as quais foram analisadas por microscopia Otica e por
imunofluorescéncia direta para investigacdo da deposicdo de complexos antigeno-anticorpo.
Nao houve diferengas significantes entre os grupos (p> 0,05; Mann Whitney) em relagdo a
idade, etnia, fumo, indice de massa corporal (IMC), consumo de anti-hipertensivos e
anticoncepcionais orais. Onze pacientes (44%) apresentavam LES ativo (LES-A) e quatorze
(56%) pacientes apresentavam LES inativo (LES-I), com diferencas significativas entre esses
subgrupos em relagdo ao consumo diario de prednisona (p= 0,049; Mann Whitney), alteragdes
no sistema respiratorio (p= 0,03; Chi-quadrado), niveis elevados de anticorpos séricos anti-
DNA (p= 0,02; Chi-quadrado) e diminuidos de C4 (p= 0,02; Chi-quadrado), com maior
proteinuria no grupo LES-A (p= 0,008; Chi-quadrado). Piores condi¢des periodontais (p<
0,05; Mann Whitney), especialmente nas medidas de P.S., NIC e ISG foram observadas no
grupo LES—. Menor NIC foi observado em pacientes que faziam uso de doses baixas (<10
mg/dia) de prednisona do que em participantes que utilizavam doses mais altas. Houve
correlacdo negativa entre perda dentaria e dose didria de prednisona no grupo LES-A (p=10,038;
teste de correlagdo de Spearman). Houve marcacao por imunofluorescéncia significativamente
maior de IgM (p= 0,03; Mann Whitney) e de complexos imunes de uma forma geral (p= 0,01;
Mann Whitney) em bidpsias gengivais no grupo LES+ do que no grupo LES—. Os resultados

obtidos sugerem que as condigdes periodontais de pacientes com LES sdo melhores do que







aquelas observadas em pacientes sistemicamente saudaveis, provavelmente devido ao uso
continuo de imunossupressores. Pacientes com LES apresentam maior deposi¢ao de complexos
antigeno-anticorpo no tecido gengival do que pacientes saudaveis sistemicamente, sugerindo

que bidpsias gengivais podem ser consideradas no diagnostico complementar de LES.

Palavras-chave: lupus eritematoso sist€émico; periodontite; perda Ossea; auto-imune,

imunofluorescéncia.







ABSTRACT

Deposition of immune complexes in gingival tissue in the presence of periodontitis and
systemic lupus erythematosus: microscopic and immunofluorescence analysis

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disorder characterized by the deposition
of antigen-antibody complexes in different tissues, leading to tissue injury, including in
periodontal tissues. Although some studies have suggested a possible association between SLE
and periodontal disease, underlying pathogenic mechanisms are not fully understood. The
primary goal of this study was to investigate the deposition of immune complexes at gingival
tissues of SLE patients compared to systemically healthy ones. It was included in the study 50
women, 20 to 65 years old, including 25 diagnosed with SLE (group SLE+) and 25 systemically
healthy (group SLE-). Probing depth (PD), clinical attachment level (CAL), full-mouth gingival
bleeding index (GBI) and plaque-index (PII) were investigated. The distance of cementum-
enamel junction (JCE) and alveolar crest (AC) in panoramic X-ray images were obtained at
baseline. Gingiva soft tissue biopsies were obtained from the first 15 patients submitted to
surgical periodontal treatment in each group. Samples were analyzed by optical microscopy
and direct immunofluorescence to investigate the deposition of antigen-antibody complexes.
No significant differences (p> 0.05; Mann Whitney) were founded between groups according
to age, ethnicity, smoking, body mass index, anti-hypertensive and oral contraceptives
consumption. Eleven (44%) patients were diagnosed with active SLE (SLE-A) and fourteen
(56%) with inactive SLE (LES-I), with significant differences between them in the mean daily
intake of prednisone (p=0.049; Mann Whitney), prevalence of respiratory alterations (p= 0.03;
Chi-squared test), elevated plasma levels of anti-DNA (p= 0.02; Chi-squared) and reduced
levels of C4 (p= 0,02; Chi-squared test), with greater proteinuria in LES-A (p= 0.008; Chi-
squared). Worst periodontal conditions (p< 0,05; Mann Whitney) were observed in SLE- than
in SLE+ patients, especially in PD, CAL and GBI. CAL was reduced in patients using lower
doses of prednisone (<10 mg/day) than in participants intaking higher doses of prednisone.
Negative correlation between tooth loss and prednisone dosage was founded at SLE-A (p=
0.038; Spearman correlation test). Significant greater IgM and immune complexes
immunofluorescence staining (p= 0.03; Mann Whitney) were observed in gingival biopsies at
SLE+ than at SLE-. The results obtained suggest that better periodontal conditions were
observed at SLE+ than at SLE-, probably explained by the continuous use of immune

suppressors. SLE patients showed higher deposition of antigen-antibody complexes at gingival







tissues, suggesting that gingival biopsies could be complementary in the diagnosis of SLE.

Key words: systemic lupus erythematosus; periodontitis; bone loss; auto-immune
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1 INTRODUCAO

O lupus eritematoso sistémico (LES) ¢ uma doenca inflamatéria cronica,
multissistémica, de causa desconhecida e de natureza autoimune, caracterizada pela presenca
de diversos autoanticorpos em diferentes tecidos, visto que o autoanticorpo (anti-DNA)
caracteristico das lesdes lupicas pode afetar qualquer regido que contenha DNA (BORBA et
al., 2008). Viérias alteracdes imunologicas sao observadas nos quadros de LES, incluindo
depressdo de componentes do complemento, geragdo de muitos anticorpos, circulacdo e
deposi¢do de complexos imunes em diferentes tecidos (LLOYD, SCHUR 1981). E uma doenca
relativamente rara, com maior predile¢do por mulheres do que por homens, em proporcao de

10:1 (UGARTE-GIL et al. 2019; CARRANZA et al. 2012), que ndo tem cura.

O diagnostico do LES deve incluir pelo menos 4 de 11 critérios descritos pelo Subcomité
de Critérios para Lupus Eritematoso Sistémico do Comité de Critérios Diagnésticos e
Terapéuticos da Associagdo Americana de Reumatologia (TAN et al. 1982). Dentre os critérios
incluidos estdo: rash malar, rash discoide, fotossensibilidade, ulceras orais ou nasofaringeas,
artrite envolvendo 2 ou mais articulagdes, serosite (pericardite ou pleurite), desordens renais
(proteinuria persistente > 0,5 mg/dia ou maior que +++, quando ndo ha quantificagdo ou
cilindros urindrios), desordens neuroldgicas (convulsdo ou psicose), desordens hematologicas
(anemia hemolitica ou leucopenia (< 4000/mm® em duas ocasides diferentes) ou linfopenia
(<1500/mm*® em duas ocasides diferentes) ou trombocitopenia (<100.000/mm’® em duas
ocasides diferentes), desordens imunoldgicas (anticorpo para DNA nativo em titulacdo anormal
ou presenca de anticorpos contra antigeno nuclear Sm ou niveis anormais de IgM ou IgG
anticardiolipina ou teste positivo para anticoagulante lipico ou VDRL falso-positivo por pelo
menos 6 meses e confirmado por imobilizagdo do Treponema pallidum ou teste de absor¢ao do
anticorpo fluorescente para Treponema) e titulo anormal de anticorpo antinuclear por
imunofluorescéncia ou ensaio equivalente em qualquer momento no tempo e na auséncia de

medicamentos sabidamente associados com a sindrome ltpica induzida por medicamentos.

O LES se caracteriza por surtos de atividade e inatividade e por grande variacdo de
manifestacdes, o que dificulta o diagnostico da doenga, sendo necessario longos periodos de
observagao até que o diagndstico possa ser feito com precisdo (UGARTE-GIL et al. 2019). Por
ser uma doenca grave, ¢ de extrema importancia que o diagndstico e o tratamento sejam

realizados o mais brevemente possivel. Provas sorologicas podem ser utilizadas para a
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avaliagdo da doencga, sendo as mais importantes a dosagem de anticorpos anti-DNA e outros
critérios que fazem parte da Academia Americana de Reumatologia (FREIRE; SOUTO;
CICONELI, 2011). Embora tenha se observado melhora na identificacdo do LES,
desenvolvimento de novos critérios de classificacdo (PETRI et al. 2012; ARINGER et al. 2018)
e reconhecimento de diversos biomarcadores utilizados isoladamente ou em combinagdo, o
diagnédstico do LES ainda ¢ um desafio, especialmente no inicio da doengca (UGARTE-GIL et
al. 2019).

O diagnéstico do LES requer a presenca de pelo menos 4 critérios, sendo
necessariamente 1 clinico e 1 laboratorial ou diagndstico de nefrite lapica confirmada em
bidpsias renais com anticorpos para ANA ou anti-dsDNA. (PETRI et al. 2012). Recentemente,
foi proposto um sistema de escores baseados em achados clinicos, sendo necessaria a pontuacao
minima de 10 para diagnostico do LES, com historia positiva de ANA por meio de
imunofluorescéncia Hep-2 (ARINGER et al. 2018). A produgdo de anti-dsDNA também ¢
considerada como um sinal cardinal do lupus, estando seus niveis correlacionados com

atividade de doenga (YUNG, CHAN 2016).

Embora alguns estudos tenham sugerido piores condi¢des periodontais em pacientes
lupicos (NOVO et al. 1999; FERNANDES et al. 2007; FABBRI et al. 2014; WANG et al. 2015;
CALDERARO et al. 2016), resultados de outras pesquisas (MUTLU et al. 1993; KOBAY ASHI
et al. 2003; MICELI et al. 2005), incluindo do nosso grupo (PESSOA 2016), demonstraram que
as condicdes periodontais de pacientes lupicas ¢ de igual ou menor gravidade do que de
pacientes sistemicamente saudaveis de mesma faixa etdria. Portanto, outros estudos sao

necessarios para confirmar esses achados e entender a dualidade dessa doenca no periodonto.

Existe alguma similaridade entre o mecanismo de destruicdo tecidual dos tecidos
periodontais durante o processo de doenga e aqueles presentes em outras doengas autoimunes,
como a artrite reumatoide e o LES, o que tem estimulado a investigacdo de possiveis
associacdes entre a doenga periodontal e doengas sistémicas autoimunes, incluindo o LES
(GONZALES et al. 1999; MARQUES et al. 2015). A influéncia da resposta imune na doenga
periodontal ¢ induzida pela presenga de lipopolissacarideos bacterianos (LPS) presentes em
bactérias Gram-negativas, causando lesdes imunoldgicas nos tecidos periodontais dependente
da resposta linfocitaria. A manifestacdo mais grave ou mais suave da doenga ¢ dependente da
resposta imune local e sistémica, que determina maior ou menor grau de destruigdo dos tecidos

periodontais (ALI et al. 2011).
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Apesar das doencas apresentarem etiologias diferentes, a existéncia de mecanismos
destrutivos semelhantes poderia explicar a eventual associacdo entre a periodontite e o LES
(MARQUES et al.,, 2015). Esses possiveis mecanismos em comum podem envolver
desregulagdes principalmente no sistema imune inato, com agdes de células fagociticas e de
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1 e IL-18, na patogénese de ambas as condi¢des, o que
contribui para a destruicdo tecidual. (SETE; FIGUEREDO; SZTANJBOK, 2015)._A relevancia
e inovacdo deste estudo estdo no fato de investigar a presenca de autoanticorpos relacionados
ao LES no tecido gengival, o que poderia contribuir para a degradacdo tecidual e para o

diagnostico do LES.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lipus Eritematoso Sistémico (LES)

2.1.1 Conceito

O lupus eritematoso sistémico ¢ uma doenca inflamatéria cronica, multissistémica, de
causa desconhecida e de natureza autoimune, caracterizada pela presenca de diversos
autoanticorpos (BORBA et al., 2008). Normalmente, o LES evolui com manifestagdes clinicas
polimérficas, com periodos de exacerbacdes e remissdes. De etiologia ndo esclarecida, o
desenvolvimento da doenga pode estar ligado a predisposi¢ao genética e a fatores ambientais,

como luz ultravioleta e alguns medicamentos (LOURENCO et al., 2007).

A doenca afeta mais mulheres na idade de reproducado, genes relacionados a imunidade
no cromossomo X contribuem para a suscetibilidade feminina ao LES (SAADAT et al. 2019).
Devido a sua caracteristica de heterogeneidade clinica, pode afetar diferentes 6rgaos e tecidos,
sendo as manifestagdes mais comuns artrite, fadiga e eritema malar, além de complicagdes
renais, neurolédgicas e disfun¢do cardiopulmonar (CRISPIN et al. 2010; MAIDHOF, HILAS
2012).

Sua incidéncia € pequena ao redor do mundo, com prevaléncia de 56/100.000 habitantes
nos Estados Unidos (LIM et al. 2014), 37/100.000 habitantes no Reino Unido (HOPKINSON
et al. 1993) e 87/100.000 no Nordeste do Brasil (VILAR et al. 2002).

Para o diagnodstico do LES, a Academia Americana de Reumatologia elaborou critérios
que se fundamentam na presenca de, pelo menos, quatro dos onze critérios descritos no Anexo
A (TAN et al. 1982; HOCHBERG 1997). Os 11 critérios segundo a revisdo da classifica¢do de
LES em 1997 pelo ACR sdo: eritema malar ou rash malar (area avermelhada que afeta as
bochechas e o nariz, que lembram a forma das asas de uma borboleta), erup¢ao discoide (lesdes
descamativas em forma de disco), fotossensibilidade, presenca de ulceras orais, artrite
(inflamacdo nas articulagdes), serosite (inflamacdo de uma membrana serosa, podendo ser
expressa como uma pleurite e/ou derrame pleural, pericardite e/ou derrame pericardio,

peritonite e/ou ascite), disturbio renal, disturbio neurolédgico, distirbio hematologico, disturbio
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imunolégico e presenca de anticorpo antinuclear. Estes critérios foram desenvolvidos com o

objetivo de uniformizar os estudos cientificos da doenca.

Os principais autoanticorpos associados ao LES sdo os anticorpos anti-nucleares
(ANA), anti-DNA de dupla hélice (anti-dsDNA) e anti-Smith (anti-Sm) (CROKER &
KIMBERLY 2005), na porcentagem de 71,4%, 47,1% e 42,9% respectivamente (MOLANO-
GONZALEZ et al. 2019).

A andlise histopatologica de biopsias de LES usualmente mostram hiperceratose,
degeneragdo das células basais, atrofia epitelial e inflamagdo perivascular. A andlise por
imunofluorescéncia direta deve demonstrar a presenca de IgG ou IgM com ou sem depositos
de C3 na jun¢do entre a derme e a epiderme, enquanto que andlise por imunofluorescéncia
indireta demonstra ANA em > 95% dos casos e anticorpos anti-DNA e —-ENA em >50% dos
casos (AGUIRRE et al. 2015).

O exame por imunofluorescéncia indireta do anticorpo anti-DNA nativo utiliza a
Crithidia luciliae como substrato, com alta especificidade para LES, mas baixa sensibilidade e
pode ser usado como previsor de atividade de doenca, especialmente atividade renal. O
anticorpo anti-Sm ¢ detectado por exame de imunodifusdo dupla (IDD), de alta especificidade
para LES, mas baixa sensibilidade. O anticorpo antinuclear (FAN) ¢ direcionado a anticorpos
contra fatores nucleares e estdo presentes na maioria dos pacientes com LES e outras doencgas

do colageno (de ASSIS et al. 2009).

Atualmente ndo existem exames exclusivo para o diagnostico de LES. No entanto, a
positividade no exame de FAN ou ANA (fator ou anticorpo antinuclear), principalmente em
titulos elevados, associado a sintomas caracteristicos de LES, permite o diagnostico preciso
desta doenga. Outros testes incluem os anticorpos anti-Sm e anti-DNA que sdo muito

especificos, mas ocorrem apenas entre 40% a 50% das pessoas com LES (SBR, 2011).

O ntimero de autoanticorpos especificos em pacientes com LES aumenta gradualmente
até o momento do diagnostico. Depois, eles deixam de se acumular (ARBUCKLE et al. 2003).
Portanto, a presenca de pelo menos trés fases no desenvolvimento de autoimunidade patogénica
tem sido sugerida. Individuos assintomdticos sem autoanticorpos LES caracterizam a primeira
fase ou normal. Entdo, por meio da influéncia de fatores genéticos e ambientais, essa imunidade
normal progride para autoimunidade benigna - a segunda fase - onde ANAs, anticorpos anti-

Ro / SSA, anti-La / SSB, ou anti-aPL sdo mais provaveis de estarem presentes, mas
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manifestagdes clinicas podem ou ndo estar. De fato, esses anticorpos sdo relativamente comuns
em pessoas normais que nunca desenvolvem sintomas de doengas reumaticas. A terceira fase,
ou autoimunidade patogénica, ¢ caracterizada pela presenga de anticorpos anti-dsDNA, anti-
Sm e anti-RNP, e pelo aparecimento de sinais e sintomas de doenca clinica. Esses anticorpos
sdo muito raros em individuos normais (ARBUCKLE et al. 2003). Caso contrario, muitos
individuos positivos para ANA permanecem saudaveis, sugerindo que a desregulagcdo imune

adicional contribui para o desenvolvimento de LES clinico (UGARTE-GIL et al. 2019).

Os medicamentos mais utilizados para o tratamento do LES sdo os corticosteroides em
associacdo com antimaldricos e os anti-inflamatdrios nao esteroidais. Imunossupressores como
a azatioprina e metrotexato também estdo associados no tratamento a esses pacientes. E
necessario levar em conta os fatores ambientais que influenciam a resposta do paciente e saber
as caracteristicas do local onde cada um desses pacientes habita, pois sdo fatores influenciadores

no tratamento da doenca (NAKASHIMA et al., 2011).

A medicacdo utilizada no LES produz intimeros efeitos colaterais. Os corticosteroides
devem ser utilizados na dose efetiva para o controle da atividade da doenca, e, assim que
possivel, deve haver reducdo gradual da sua dose ou entdo associagdo com alguma outra
medicacdo. E importante o diagnéstico diferencial do LES com outras doengas a fim de que a
medicacgdo seja prescrita corretamente e a atividade da doenca em associagdo com infecgdes e
outras comorbidades sejam controladas. Medicamentos tais como a dexametasona, azatioprina,

prednisona, metrotexato sdo empregados na doenga lupica. (SATO et al., 2006).

Ribeiro et al. (2011) discutiram sobre a frequéncia do envolvimento musculoesquelético
no LES, o que pode ser um indicador precoce da atividade da doenca. A partir dai, compreende-
se que o exame radioldgico ¢ algo de suma importancia no diagndstico de doengas articulares
associadas ao LES. O grau de envolvimento apresenta alta associa¢do ao tratamento com

corticosteroides, que em doses altas ¢ um fator determinante da presenga de osteonecrose.

Os aspectos histologicos do LES sdo semelhantes com os do Lupus Eritematoso
Cutaneo na cavidade oral. Porém, ¢ imprescindivel mencionar que os aspectos morfolégicos do
LES podem ser confundido com outras condigdes clinicas. Quando necessario, deve-se fazer o

diagnéstico diferencial através de exames histoldgicos (LOURENCO et al., 2007).

A literatura mostra que a dificil obten¢do do correto diagnostico faz com que muitos

pacientes sejam acompanhados por diversas especialidades médicas, o que os leva a apresentar
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um quadro de inseguranga, medo, angustia e estresse até a obtencdo do diagnostico efetivo

(ALVES et al., 2014; SATO et al., 2006).

2.1.2 Critérios para andlise de atividade do LES

Dentre os pardmetros para verificar se a doenga estd ativa no paciente, o SLEDAI
(Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index), conforme ANEXO B, ¢ o indice mais
utilizado na pratica médica, por ser o mais sensivel as modifica¢des da atividade da doenca e
por ser de facil aplicabilidade. Os critérios que preenchem o SLEDALI sdo: convulsdo, psicose,
sindrome organica cerebral, distirbios visuais, disturbios dos pares cranianos, cefaleia lipica,
AVC, vasculite, artrite, miosite, cilindraria, hemattria, proteindria, pidria, novo rash cutaneo,
alopecia, ulceras em mucosas, pleurite, pericardite, complemento baixo, anti-DNA reagente,
febre, trombocitopenia e leucopenia. Cada critério apresenta uma pontuagdo. Pacientes com
SLEDAI < 2 sdo considerados sem atividade do lapus (MIRZAYAN, SCHMIDT, WITTE,
2000). Estes pesos sdo somados resultando em um escore final (maximo 105), que quanto mais

alto representa maior grau de atividade da doenca (BORBA et. al. 2008).

O SLEDAI ¢ uma medida de pardmetro para o prognostico de pacientes com LES. Deve
haver um acompanhamento periddico a estes pacientes para a caracterizagdo do elevado risco
a alguns pacientes que devem ser acompanhados mais de perto. (MACKAY et al. 2016;

MIRZAYAN, SCHMIDT, WITTE, 2000).

Ayache e Costa (2005) verificaram que os fatores psiquicos t€ém importancia como
codeterminante, desencadeante ou exacerbante da doencga lupica, podendo ocorrer alteragdes de
personalidade devido ao estresse psiquico causado pela doenga. Contudo, ndo € possivel afirmar
uma alteracdo padrdo na personalidade de pacientes lupicos pela complexidade dos inimeros

fatores citados, que podem causar interferéncia para acarretar essa mudanga.

O LES muitas vezes apresenta lesdes mucocutaneas, tais como o eritema multiforme,
liquen plano, vesiculas bolhosas, entre outras. Embora apresente um potencial debilitante, as
mortes causadas pelo LES devido a atividade da doenca sdo cinco vezes maiores em mulheres
do que em homens e trés vezes maiores em mulheres negras do que em brancas. O LES pode
seguir um curso clinico variavel, indo desde uma doenga benigna a uma doenca rapidamente
progressiva, com faléncia multipla de orgdos e morte fulminante. Logo, ¢ preciso

acompanhamento dos pacientes com LES por uma equipe multiprofissional, incluindo o
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atendimento odontoldgico especializado para controle de higiene oral e prevencao de infec¢des
dentarias e orais. Além disso, a assisténcia ao diagnostico de lesdes mucocutaneas da cabeca e

pescogo € necessaria para o prognodstico de pacientes com LES (ALBILIA et al., 2007).

Mirzayan, Schmidt e Witte (2000) realizaram estudo para verificar o nimero de
ocorréncias de pacientes com LES que entravam em atividade em um periodo de 2 anos de
acompanhamento. Foram incluidos 120 participantes que estavam com a doenga em remissao
ou estavel. O SLEDALI foi utilizado como critério de analise, sendo reavaliado com intervalo de
3 meses. Os autores verificaram que, no primeiro ano de acompanhamento, 65,5% dos 120
participantes entraram em atividade da doenga. Os valores para o SLEDAI variaram de 3 a 14
pontos e em 88% dos casos houve a necessidade de aumentar a dose de prednisona ou adicionar
outro agente imunossupressor. De acordo com os autores, os principais fatores associados a

ativacdo foram: anemia, leucopenia e a presenga de anti-DNA reagente.

A constatagdo de lesdo irreversivel ou sequela decorrente da doenca pode ser medida
por meio do SLICC (Systemic Lupus International Colaborating Clinics) — ANEXO C. Este
indice pode ficar estavel ou aumentar com o tempo e possui um maximo de 47 pontos (BORBA

et al., 2008).

O estado de saude, a qualidade de vida, o impacto da doenga e o tratamento a pacientes
com LES sdo medidas que devem ser amplamente compreendidas e conhecidas para o uso
cotidiano nas clinicas (FREIRE; SOUTO; CICONELLI, 2011). Pacientes com LES vivenciam
varias experiéncias que devem ser compreendidas e analisadas por um tratamento humanizado

a0s mesmos.

O Indice de Dano do SLICC (Systemic Lupus International Collaborating
Clinics/Colégio Americano de Reumatologia (ACR-DI) ¢ uma medida aceitdvel do dano
permanente a 6rgaos no LES. Em 2012, Petri et al. reportaram a investigagdo de varidveis
associadas com as taxas de dano conforme medidas pelo SDI em 2054 pacientes com LES
diagnosticados, em média, aos 33 anos. O SDI foi calculado retrospectivamente na entrada e
prospectivamente no acompanhamento. A relagdo entre caracteristicas invaridveis do paciente
e as taxas de dano foram avaliadas com base no escore de dano na ultima visita de
acompanhamento. A relagdo entre caracteristicas do paciente dependentes do tempo e o dano
foram avaliadas com base na determinagdo do dano durante a participagdo no coorte. De forma

geral, o SDI aumentou na taxa de 0.13 ao ano. Maiores taxas de dano foram observadas em
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individuos mais velhos, homens ou afroamericanos, que tinham menor renda ou nivel
educacional, eram hipertensos, positivos para anticoagulante do Iupus ou tinham proteinuria.
Durante o acompanhamento, o risco de dano foi maior para individuos mais velhos, com maior
atividade de doenga, baixos niveis de complemento, positivos para anti-DNA dupla hélice,
satisfizeram mais critérios ACR para LES ou estava recebendo corticosteroides. Menor risco
foi observado entre pacientes utilizando hidroxicloroquina. Apos o ajuste para outras variaveis,
idade, hipertensdo e uso de corticosteroides foram identificados como os previsores mais
importantes do dano. Esses dados indicaram que as taxas de dano variam em subgrupos
demograficos, mas houve maior variacao relacionada a hipertensio e uso de corticosteroides

(PETRI et al. 2012).

A dificuldade na obten¢do do diagndstico, a compreensdo da cronicidade da doenga,
suas peculiaridades, a mudanga que ocorre no corpo devido as consequéncias da doenga com o
tempo — tal como: alopecia, dores, inchacos, causando cansaco fisico e emocional aos pacientes,
o uso de medicamento por tempo indeterminado sdo algumas das experiéncias que marcam e
mudam a vida do paciente com LES. Existe a necessidade de o profissional ter uma correta
compreensdo da doenga mantendo um exato manejo do paciente até mesmo em periodos de

inatividade da doenca (ALVES et al., 2014).

2.2 Doenca Periodontal no LES

Lesdes orais estao presentes em 36% (BURGE et al. 1989) a 45% (JONSSON et al.
1984) dos pacientes com LES. Essas lesdes se caracterizam por serem usualmente ulcerativas,
discoides ou eritematosas (JONSSON et al. 1984; BURGE et al. 1989), podendo ser ou nao
similares ao liquen plano, acometendo mucosa bucal, palato duro e vermelhdo do labio
(JONSSON et al. 1984; BURGE et al. 1989). Sua prevaléncia ndo estava relacionada com
atividade de doenga, mas lesdes discoides e ulcerativas foram vistas apenas em pacientes com
LES ativo. A analise histopatologica revelou degeneracao liquefeita em 6 bidpsias de 10 lesdes,
com imunofluorescéncia positiva para todos os casos (JONSSON et al. 1984). A
imunofluorescéncia direta das areas perilesionais e do tecido normal mostraram depositos de
imunoglobulinas e C3 na interface derme-epiderme. Anticorpos antinucleares estdo presentes

em mais do que 95% dos casos, enquanto que anticorpos contra acido desoxirribonucleico e
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antigeno nuclear extraivel estdo presentes em mais do que 50% dos casos (AGUIRRE et al.

2015).

Existem poucos estudos investigando a associacao entre doenca periodontal e LES, com
resultados conflitantes na literatura. Alguns estudos demostraram prevaléncia de 60% a 93,8%
de doenca periodontal em pacientes com LES (RHODUS & JOHNSON 1990; NOVO et al.
1999; UMBELINO et al. 2010; FABBRI et al. 2014;). Contudo, outros estudos encontraram
melhores condig¢des periodontais em pacientes com LES do que naqueles sistemicamente
saudaveis, com menores profundidades de sondagem (MUTLU et al. 1993; KOBAYASHI et
al. 2003; MICELI et al. 2005; PESSOA 2016), perda de inser¢do, perda 6ssea alveolar, placa e
sangramento (MEYER et al. 2000; KOBAYASHI et al. 2003; AL-MUTAIRI et al. 2015).

Esses achados poderiam ser justificados pelo tratamento sistémico do LES com uso de
corticosteroides e anti-inflamatorios ndo esteroidais por longo prazo, diminuindo a resposta
inflamatoria periodontal nos pacientes acometidos (MUTLU et al. 1993), embora Fernandes et
al. (2007) tenham observado que pacientes com LES juvenil apresentavam maiores indices de
placa e sangramento a sondagem do que pacientes saudaveis sistemicamente, com correlagdo

positiva entre a dose acumulada de prednisona e esses parametros.

Ha aspectos do LES que podem favorecer o desenvolvimento da doenga periodontal. O
LES possui patogénese com caracteristicas semelhantes a patogénese da doenca periodontal,
como hiperatividade de linfocitos B, elevada producdo de anticorpos IgG, existéncia de
influencias genéticas, ambientais, hormonais e imunoldgicas (GONZALES, COLEMAN,
2000). Isso tem impulsionado muitos estudos que buscam estabelecer uma relagdo entre a
doenga periodontal e LES (MICELI et al., 2005. Porém, essa associagdo ainda ndo ¢ bem
esclarecida. A hiperatividade de células B a carga antigénica presente nos sitios com
periodontite poderia ser um fator desencadeador da ativagdo do LES, como resultado da
resposta imune anormal (MICELI et al., 2005). Disbiose da microbiota subgengival, maior
abundancia de Prevotella, Fretibacterium, e géneros de Selenomonas associadas & menor
diversidade microbiana, e inflamagdo periodontal foram associadas a escores graves no LES
(IVANOV et al. 2008). Na presenca de LES juvenil, menor percentual de sitios com até 3mm
de profundidade de sondagem sdo observados, embora os valores de IP1l, SS e NIC > 2 mm
sejam semelhantes entre os grupos teste e controle. Por outro lado, Souza (2006) demonstrou
que entre os portadores de lupus ativo e inativo, haviam diferengas significantes nos indices de

placa e sangramento, favoraveis ao lipus ativo.
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Polimorfismos genéticos de receptores de células inflamatorias podem estar
relacionados a maior susceptibilidade de individuos com LES desenvolverem doenga
periodontal, embora os pardmetros clinicos periodontais de pacientes com e sem LES tenham

sido similares (KOBAYASHI et al. 2007).

Figueiredo et al. (2008) demonstraram que pacientes com lipus apresentam menor
concentragdo de IL-18 e IL-1B e maior concentragdo de elastase no fluido gengival quando
comparado a pacientes sistemicamente saudaveis, o que estaria associado a maior degradacao

tecidual.

Pessoa (2011) relatou a associa¢do da doenga periodontal com a atividade da doenga
lupica. Apos 30 dias da desinfeccdo periodontal foi observada significativa reducao nos niveis
de PCRus, marcador biologico inflamatdrio, que estavam elevados anteriormente em pacientes
com LES inativo, sendo necessaria a consideracdo da repercussdo sistémica da doenca
periodontal como parte da analise de processo inflamatorio no paciente com LES. A doenga
periodontal pode influenciar no quadro inflamatério sistémico do paciente com LES,
acarretando em um aumento nas doengas cardiovasculares, uma das principais causas de morte

em pacientes com LES.

Fabbri et al. (2014) avaliaram 49 pacientes com doenga periodontal sob tratamento de
LES com terapia imunossupressora (corticosteroides e terapia de pulso com ciclofosfamida —
IVCYC). Neste estudo, a doenga periodontal foi definida por sangramento a sondagem > 1. Os
pacientes foram alocados em dois grupos, de acordo com as intervengdes odontoldgicas, em
tratados (n= 32) e ndo tratados (n= 17). Os parametros periodontais e de SLEDAI foram
determinados no baseline e aos 3 meses. Os dois grupos apresentaram a mesma duragdo de
doenga, nimero de IVCYC, SLEDALI e parametros periodontais no baseline. Ao final do estudo,
o grupo tratado teve melhora no SLEDAI, com redu¢dao no indice de sangramento, da
profundidade de sondagem e da perda de inser¢cdo. O grupo nao tratado ndo mostrou alteragao
do SLEDAI e dos parametros de doenga periodontal. Esses achados sugeriram que o tratamento
periodontal tem efeito benéfico no controle da atividade do LES em pacientes sob terapia

imunossupressora.

Wang et al. (2015) realizaram uma analise entre bactérias periodontais e outros fatores
associados a doenca periodontal em pacientes com LES ativo (n=30), LES inativo (n=23) e

grupo controle. Houve maior prevaléncia de doenca periodontal nos grupos de LES ativo e
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inativo comparativamente ao grupo controle. Nao foram observadas diferengas nos niveis de
bactérias periodontopatogénicas entre os grupos, porém houve aumento na producdo de
autoanticorpos anti-b2GPI e anti-CL nos pacientes com LES e doenca periodontal. Esses
achados sugerem que o tratamento periodontal de pacientes com LES pode ser benéfico no

controle sist€émico da doenca.

Os niveis de citocinas inflamatorias na saliva de pacientes com LES e sistemicamente
saudaveis foram investigados em pacientes com e sem doenga periodontal (MARQUES et al.
2016). Individuos sistemicamente saudéveis com periodontite apresentaram maiores niveis de
citocinas comparados aos individuos saudaveis periodontalmente. Os niveis de citocinas dos
pacientes saudaveis com doenga periodontal foi semelhante aos niveis observados em amostras
de saliva obtidas de pacientes com LES, independentemente da condi¢do periodontal. Houve
correlacdo positiva em pacientes com LES entre niveis salivares de IL-1b e pardmetros clinicos

periodontais e entre IL-4 vs. sangramento gengival e acumulo de placa.

Calderaro et al. (2016) compararam a frequéncia e severidade de periodontite cronica
em pacientes com LES (n= 75) comparativamente a pacientes sem doengas reumaticas (n= 75)
pareados quanto a idade, nivel educacional e renda. Do total, 51 (68%) dos pacientes com LES
e 42 (56%) dos controles apresentaram periodontite cronica, sem diferencas entre os grupos.
Dentro do grupo com periodontite cronica, os pacientes com LES eram significativamente mais
novos do que os controles. Esses achados sugeriram que a periodontite ndo estava associada
com atividade ou terapéutica nos pacientes com LES, mas ocorre em estagios mais precoces

nesses pacientes.

2.3 Mecanismos etiopatogénicos envolvidos na associaciao entre doenca periodontal e LES

Considerando-se a presen¢a de fator reumatoide IgG observada em lesdes periapicais
de pacientes com lesdes reumatoides, ¢ possivel que possa se observar eventos
imunopatoldgicos e manifestacdes de doenga nos tecidos periapicais. Para investigar a
formacao de complexos imunes nos tecidos periapicais, amostras obtidas de 26 pacientes foram
analisadas por método de imunofluorescéncia para avaliar a presenca de complexos imunes ou
antigeno-anticorpo, observando-se sua presenga perivascular em apenas um paciente, o qual se

encontrava em tratamento de LES (MORTON et al. 1977).
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Amostras de sangue de 48 pacientes com LES foram avaliadas em série para
determinagdo de C3, anticorpo anti-DNA e complexos imunes circulantes (CIC), os quais foram
medidos por ensaios de ligagdo de fase fluida (FC1q) e fase sélida (SC1q). As manifestagdes
de LES estavam associadas com elevacao de SC1q, incluindo doenga renal ativa e artrite, assim
como mudancas no grau de atividade da doenga, requerendo interven¢ao médica. Anormalidade
de FClq, anticorpo anti-DNA e C3 ndo foram associados com ou considerados como previsores

de mudangas na atividade da doenga (ABRASS et al. 1980).

Os dados de 27 pacientes com alta atividade do LES, ainda sem diagnéstico, antes de
qualquer interven¢do farmacologica sugerem que o perfil de expressao lipico pode fornecer
informagdes clinicamente tteis na avaliagdo de um paciente gravemente doente com lupus,
cujos sintomas clinicos podem ser atribuidos a uma infeccdo ou a um surto de doenca.
Clinicamente, 0 grupo de  exacerbagdo do LES foi  diferenciado
daqueles com infec¢do por aumento da frequéncia de baixos niveis de C3, maiores escores
SLEDALI e auséncia de febre. Portanto, ¢ possivel que uma medida composta por um escore
SLEDAI aumentado, C3 baixo e expressao de genes transcritos selecionados possa melhorar a
capacidade de rapidamente distinguir a exacerbacdo de LES de infec¢do em um cenario clinico

(MACKAY et al. 2016).

Existe uma associacdo entre periodontite e anticorposo citoplasmaticos anti-neutr6filos
(ANCA) em pacientes com LES e a hiperresponsividade de células B policlonais. A ativagdo
de células B no LES por bactérias periodontais pode promover aumento de anticorpos ANCA
e estar associado com a intima relacdo entre autoanticorpos e periodontite nos pacientes

portadores de LES (NOVO et al. 1999; SHOENFELD et al. 2001).

A presenca constante de agentes patogénicos pode estimular o aumento da imunidade
antimicrobiana estimulado pelas HSPs. Com a persisténcia do estimulo, a resposta do sistema
imune aos antigenos bacterianos pode estimular a resposta imune constantemente, levando ao
aparecimento de desordens autoimunes que, portanto, podem ser disparadas por processos

infecciosos (ZUGEL et al. 1999).

Os requisitos para a ativagdo e a resposta de células B autorreativas — a fonte de
autoanticorpos — parecem ser semelhantes as células B normais maduras. Sdo liberados
autoanticorpos na circula¢do sanguinea por células B efetoras, proporcionando a formagao dos

complexos imunes. Em excesso, os imunocomplexos se acumulam em vasos sanguineos de
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pequeno calibre, como no rim, onde induzem resposta inflamatoria exacerbada, que ¢ acentuada
pelos mesmos, por ativagdo do complemento e/ou ligacdo dos receptores Fc, levando a
degranulacdao de mastdcitos e infiltragdo de neutrdfilos e macrofagos (TSAO & GROSSMAN
2001; SAADAT et al. 2019).

Durante o processo de doenca periodontal, observa-se alta expressio de HSP-60
estimulada por micro-organismos patogénicos presentes na area, estimulando a produgdo de
citocinas pro-inflamatdrias, principalmente, por macrofagos. Os anticorpos anti-CD14 e anti-

TLR-4 inibem a atividade da HSP60 (UEKI et al. 2002).

Diversos estudos demonstraram aumento da titulagdo de imunoglobulinas séricas (IgG)
contra patogenos periodontais em pacientes de periodontite cronica (MOUTON et al. 1981;
EBERSOLE 1990; TAUBMAN et al. 1992; McARTHUR & CLARK 1993). Além disso, as
concentragdes de IgG no fluido gengival sdo geralmente mais elevadas do que as concentragdes
séricas (TEW et al. 1985). Esses achados sugeriram que a formagdo de complexos imunes nas
bolsas periodontais, mais especificamente a deposi¢cdo de IgG com fatores do complemento
ativados sdo encontrados no tecido gengival de pacientes com periodontite (TOTO et al. 1978;
NIKOLOPOULOU-PAPACONSTANTINOU et al. 1987). Os niveis de complexos imunes no
fluido gengival foram maiores em sitios com periodontite do que em sitios saudaveis (TURNER

et al. 1992).

A formacdo de complexos imunes, que ¢ um dos principais contribuintes para a
morbidade e mortalidade no LES (SAADAT et al. 2019), resulta da via classica de ativagao do
complemento e na ativacao de neutrofilos. Os neutrdfilos ativados participam da destrui¢ao dos
tecidos periodontais pela liberagdo de mediadores inflamatdrios, tais como citocinas e enzimas
proteoliticas. Em estudos in vivo, apds a inje¢do de LPS ou albumina como antigenos e suas
imunoglobulinas especificas (IgG) como anticorpos, observou-se perda de inser¢ao e presenca
de C1gB nos dois grupos de estudo (albumina e LPS). O grupo estimulado com LPS e seu
anticorpo especifico (IgG) apresentou maior perda de insercdo. Houve aumento da quantidade
de células inflamatdrias nos tecidos periodontais nos dois grupos, bem como, aumento do
niamero de osteoclastos na crista dssea no grupo estimulado com LPS-anti-LPS IgG, o que
sugere que a formacdo de complexos imunes estd envolvida na fase aguda de destruicao
periodontal e que a atividade biologica dos antigenos ¢ importante no processo inflamatorio

periodontal (KURAMOTO et al. 2012).
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Tanto na doencga periodontal quanto no LES s3o encontradas grandes quantidades de
células B e células imunes no tecido afetado, sugerindo resposta imune comum na
etiopatogénese das duas condigdes (MARQUES et al. 2015). Adicionalmente, existem grandes
quantidades de ANCA, metaloproteinases e produ¢do alterada de citocinas, como o TNF-«,

e niveis elevados de proteina C reativa no sangue (SALES et al. 2008). A doenga periodontal
resulta em aumento da concentracdo de proteina-C reativa, fibrinogénio e citocinas, que estao
relacionadas a indugdo da aterosclerose (MARQUES et al. 2015). No mecanismo de interacao
entre doenca periodontal e LES, a reagdo exacerbada de células B aos determinantes antigénicos
presentes nos sitios de doenca periodontal podem estimular a ativagdo de novas células B,

levando a formagao de ANCA no LES (PIHLSTROM et al. 2005).

Na periodontite cronica e agressiva localizada, existe autorreatividade com o estimulo
autoimmune representado por proteinas de choque de calor ou heat shock (HSP) e membros da
matriz extracelular, como vimentina, espectrina, filamina, actina, laminina, ceratina e tubulina.
Esses processos autorreativos promovem a destruicdo tecidual, que podem ser varidveis de

acordo com o tipo e fase da periodontite. (KOUTOUZIS et al. 2009).

A interagdo entre bactérias patogénicas formadoras da placa e os mecanismos imunes
do hospedeiro leva ao desenvolvimento da doenca periodontal inflamatéria cronica cujos
principais componentes estdo envolvidos na modulagdo de linfocitos e mondcitos, os quais
promovem a destruicao do tecido conjuntivo para protecdo dos tecidos de suporte (MARQUES
et al. 2015). A IL-1 favorece a apresentacdo de antigenos as células T, facilitando sua
proliferacdo pela inducdo de IL-2, IFN- y e PGE> (ALI et al. 2011), o que pode demonstrar a

influéncia da resposta imune a progressao ou estabilizacdo da doenga periodontal.

Simultaneamente, a doenga periodontal pode atuar como reservatorio continuo de
disseminagdo de antigenos bacterianos, citocinas e outros mediadores inflamatorios
(MARQUES et al. 2015). Alguns estudos demonstraram que a doenga periodontal esta
associada com diferentes doengas sistémicas, incluindo LES, artrite reumatoide, diabetes e
doencas cardiovasculares, de forma direta ou indireta, ou seja, pela translocagao de bactérias
por via hematogénica para sitios distantes da cavidade bucal ou por resultar em aumento dos
niveis locais e séricos de mediadores inflamatdrios, respectivamente (KIM & AMAR 2006;

LINDEN et al. 2013).
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O LES ¢ caracterizado por hiperativacao de linfocitos T e B, producdo aumentada de
IgG (VIKERFORS et al. 2013) e deposi¢cdo de complexos imunes decorrente da formagao de
autoanticorpos contra antigenos nucleares nos tecidos, levando a sua destrui¢ado (CARNEIRO-

SAMPAIO et al. 2008).

O LES afeta diferentes 6rgaos e tecidos do corpo em decorréncia da produgdo de
autoanticorpos contra DNA celular. Uma das caracteristicas mais importantes do LES, do ponto
de vista clinico e histopatolédgico, ¢ a nefrite lipica, que afeta cerca de 70% dos pacientes com
LES e ¢ causa frequente de faléncia renal. Um dos sinais cardinais da nefrite lapica ¢ a perda
de autotolerancia, producdo de autoanticorpos, deposi¢do de imunocomplexos e
desenvolvimento de lesdo imunomediada no rim, resultando em proliferacdo celular
aumentada, apoptose, indu¢do de processos inflamatorios e fibroticos que destroem os néfrons
normais. A produgdo de anti-dsDNA ¢, portanto, um sinal cardinal do lupus e seus niveis se
correlacionam com atividade de doenca. Adicionalmente a formacao dos imunocomplexos que
disparam a ativacdo do complemento, a ligacao do anti-dsDNA a células mesangiais e epiteliais
tubulares renais dispara os mecanismos inflamatodrios e fibroticos, aumentando a secregdo de
citocinas pro-inflamatdrias e deposicao de proteinas de matriz que contribuem para o processo

patologico no parénquima renal (YUNG, CHAN 2016).

Em pacientes com LES, a exposi¢ao continua do sistema imune a células mortas leva a
produgdo de autoanticorpos contra cromatina. A deposicdo de complexos cromatina/anti-
cromatina pode levar a inflamacdo em varios 0rgdos. A reatividade dos pacientes com LES a
anticorpos antiH4p (peptideo H4 da histona acetilado nas lisinas 8, 12 e 16) e antiH2Bp
(peptideo H2B acetilado na lisina 12) apresentaram alta correlagdo com atividade de doenga.
Além disso, pacientes que reagiram a multiplos peptideos histona modificados apresentaram

maior SLEDAI e menores niveis de C3 (DIEKER et al. 2016).

Recentemente, a presenca de microparticulas circulantes como resultado da
morte/ativacdo celular no LES foi investigada em 280 pacientes comparativamente a 280
individuos saudéveis, tendo-se observado que em pacientes com LES a presenca de
microparticulas, independentemente do feno6tipo ou tamanho, ¢ de 2-10 vezes maior do que em
pacientes saudaveis, com prevaléncia de microparticulas ndo associadas a expressdo de
fosfatidilserina. No grupo com LES especificamente, essas particulas foram predominantes em
mulheres e tabagistas. O niimero dessas particulas diminuiu com o declinio da fungdo renal,

mas nao foi observada uma clara associacdo com a atividade da doenga. Essas microparticulas
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poderiam ser vistas como “bidpsias liquidas” para avaliar a produgdo e clearance de células
mortas, em processo de morte e ativadas, eventos essenciais na patogénese do LES

(MOBARREZ et al. 2016).

Arbuckle et al. (2003) obtiveram amostras de 130 militares antes de serem
diagnosticadas com LES e 88% tinham pelo menos um autoanticorpo de LES presente até 9,4
anos (média 3,3 anos) antes do diagndstico. Além disso, o nlimero de autoanticorpos especificos
em pacientes com LES aumenta gradualmente até o momento do diagndstico; eles deixam de

se acumular depois disso.

Clq exerce papel importante no clearance de imunocomplexos e células apoptoticas. O
clearance prejudicado leva a exposi¢do de antigeno nativo Cle a formacao de anticorpos anti-
Clg. Os niveis de anti-C1q sdo maiores em pacientes com nefrite lipica e estdo associados com
SLEDALI, baixo C4 e manifestacdes mucocutaneas (KABEERDOSS et al. 2017; UGARTE-
GIL et al. 2019).
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3 PROPOSICAO

O objetivo primdrio deste estudo foi investigar a deposi¢do de complexos imunes no
tecido conjuntivo gengival em areas comprometidas por doenca periodontal em individuos

saudaveis sistemicamente e com diagndstico de lupus eritematoso sistémico.
Os objetivos secundarios deste estudo foram:

e Comparar a prevaléncia, extensao e severidade de doencga periodontal em pacientes

com LES e em pacientes sistemicamente saudaveis;

e Comparar a prevaléncia de gengivite em pacientes com LES e em pacientes

sistemicamente saudaveis;

e Comparar a perda d0ssea alveolar observada radiograficamente em pacientes com

LES e em pacientes sistemicamente saudaveis;

e Correlacionar os parametros clinicos e radiograficos de doenca periodontal com os

parametros de LES (SLEDALI e SDI).

3.1 Hipotese

A deposi¢do de imunocomplexos nos glomérulos renais, levando a nefropatia lapica, é
um sinal cléssico e essencial para o diagndstico de LES, ndo tendo sido ainda descrito em outros
orgaos ou tecidos. Considerando-se os aspectos autoimunes observados no processo de doenga
periodontal, com deposi¢ao de imunocomplexos associados a atividade de doenca, aventa-se a
hipotese de que em individuos lupicos possa ocorrer deposi¢do de maior quantidade de

imunocomplexos, o que poderia servir como método diagnéstico auxiliar do LES.

3.2 Hipotese nula

Nao existem diferengas relativas a deposi¢do de imunocomplexos no tecido gengival de

pacientes com periodontite lipicos e saudaveis sistemicamente.







4 MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia de Bauru — USP (FOB-USP) n. 2.340.969 (ANEXO D) e aprovado pela Comissao
Cientifica do Instituo Lauro de Souza Lima no processo n. 339/17 (ANEXO E). As pacientes
foram informadas verbalmente e por escrito quanto aos objetivos, riscos e beneficios do estudo.
A coleta de dados foi realizada ap6s consentimento livre e esclarecido, por escrito (APENDICE

A), sendo protocolada por meio de documento especifico.

4.1 POPULACAO DO ESTUDO

4.1.1 Critérios de Inclusdo

Foram incluidos no estudo individuos do sexo feminino com diagndstico de LES (LES+
n=25), que estavam em tratamento no Instituto Lauro de Souza Lima ou no Hospital Estadual
de Bauru, de acordo com os critérios definidos pelo SLICC/ACR (PETRI et al. 2012) e
sistemicamente saudaveis (LES— n = 25), com idade entre 20 e 65 anos, com necessidade de
tratamento periodontal. Todas as pacientes, quando atendendo aos critérios de
inclusdo/exclusdo, foram convidadas a participar do estudo, respeitando-se as caracteristicas de

idade dos grupos experimentais, possibilitando pareamento entre os grupos.

4.1.2 Critérios de Exclusdo

Foram excluidos do estudo: portadores de outras desordens autoimunes e/ou
reumatoldgicas (ex.: artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, penfigoide, liquen plano, outras),
diabéticos, gestantes, presenga de aparelho ortodontico fixo, uso de antibidticos nos seis meses
precedentes a pesquisa, tratamento periodontal cirirgico ou ndo cirtrgico realizado hé doze
meses ou menos, desdentados totais, < 8 dentes remanescentes, insuficiéncia renal cronica

requerendo didlise, diagnostico de neoplasias malignas hd menos de 5 anos.
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4.2 LOCAL DO ESTUDO

Este estudo do tipo caso-controle foi realizado na clinica de Periodontia da Faculdade
de Odontologia de Bauru — USP (FOB-USP). Os participantes foram selecionados a partir de
levantamento epidemioldgico nos prontudrios do Servigo de Arquivo Médico e Estatistico
(SAME) do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL), em Bauru, Sao Paulo, e de pacientes em
tratamento no Hospital Estadual de Bauru (LES+) ou na FOB-USP (LES-).

Os procedimentos odontoldgicos envolvendo as pacientes de ambos os grupos foram
realizados na clinica de Periodontia e de Pos-graduacdo da FOB-USP, onde foram realizadas
as bidpsias gengivais, além da avaliacdo clinica periodontal, exame da cavidade bucal e
raspagem sub e supragengival, quando necessario. A analise das biopsias gengivais foi realizada

no Laboratério de Patologia do ILSL.

4.3 DIAGNOSTICO DO LES

O diagnéstico de LES foi determinado pelo médico responsavel. Para inclusdo no
estudo, o participante apresentava previamente diagnostico de LES determinado, com base em

exames clinicos e laboratoriais que foram informados pelos participantes durante a anamnese.

O critério classificatorio para diagnodstico do LES segue as diretrizes do American
College of Rheumatology proposto por Tan et al. (1982), com adaptagdes propostas por
Hochberg (1997). O diagnéstico de LES requer a presenca de pelo menos 4 dos 17 critérios,
incluindo pelo menos 1 dos 11 critérios clinicos e 1 dos 6 critérios imunologicos. Além destes,
o individuo que tenha nefrite comprovada por bidpsia compativel com LES na presenca de

anticorpos ANA ou anti-dsDNA (ANEXO A).

Quando possivel, foram também investigados nos Uultimos exames laboratoriais
(realizado ha, no maximo, 6 meses) hemograma completo, taxa de sedimentagdo de eritrocitos
(ESR), proteina-C reativa (CRP), niveis séricos de C3 e C4 do complemento. Os anticorpos
antids-DNA foram detectados por imunofluorescéncia utilizando Crithida luciliae como

substrato.
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A atividade e dano do LES foram avaliados, respectivamente, pelo Indice de Atividade
de Doenga do Liipus Eritematoso Sistémico (SLEDAI) (GLADMAN et al. 2002) ¢ pelo Indice
de Dano para Lupus Eritematoso Sist€émico (SDI) do SLICC (Systemic Lupus International
Collaborating Clinics)/Colégio Americano de Reumatologia, conforme ANEXOS B e C,
respectivamente. (GLADMAN et al. 1996). A nova classificagdo proposta por Petri et al.
(2012), a ser utilizada para diagndstico da doenga, estd descrita no ANEXO F.

A inatividade do LES foi definida por SLEDAI < 2, doses estaveis de medicagdes por 3
meses ou mais e¢/ou dose maxima de prednisona de 10 mg/dia (BOMBARDIER et al. 1992;
PETRI et al. 2012). A atividade de lupus, portanto, foi definida por SLEDAI > 2 ou uso de
doses maximas de prednisona > 10 mg/dia, enquanto que a presen¢a de dano aos o6rgaos foi

definida por SDI>1 (PETRI et al. 2012 a,b).

4.4 GRUPOS DE ESTUDO

Os participantes foram divididos em dois grupos, de acordo com o diagnostico de LES:

e LES+: participantes com diagnostico de LES determinado pelo médico responsével

(n=25)
e LES-: participantes sistemicamente saudaveis (n= 25).

O grupo LES+ foi ainda subdividido, para analise estatistica, em dois subgrupos de acordo
com o indice de atividade de doenga: LES-A (ativo) ou LES-I (inativo), de acordo com os

critérios descritos no item 4.3.

4.5 ANAMNESE E EXAME CLINICO GERAL

Todos os participantes tiveram a ficha de identificacdo preenchida e responderam ao
questionario de saude (ANEXO G e ANEXO H) para avaliacdo da historia médica e
odontolodgica pregressa e atual. O exame clinico visual da cavidade bucal foi realizado com
auxilio de espatulas de madeira descartaveis, sendo realizado de forma padronizada na seguinte
sequéncia: labios inferior e superior (por¢des interna e externa), mucosa jugal (lado esquerdo e
direito), regido retromolar (lado direito e esquerdo), lingua (por¢des laterais, dorso e ventre),

assoalho bucal, palato duro e mole, istmo das fauces e mucosa gengival superior e inferior.
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4.6 EXAME RADIOGRAFICO

Como parte da documentacdo inicial necessaria a realizagdo do tratamento
odontologico, foram obtidas na clinica de Radiologia da FOB-USP radiografias panoramicas,
as quais foram digitalizadas para andlise da perda dssea interproximal. As imagens
radiograficas foram obtidas em aparelho panoramico digital Kodak 8000C disponivel na
departamento de Radiologia da FOB-USP, utilizando-se como parametros para obten¢do das
imagens 74kV, 12mA e 13.9seg de exposi¢do. Na presenca de perda 6ssea periodontal
diagnosticada na imagem panoramica, foram obtidas radiografias intrabucais periapicais pela
técnica do paralelismo para determinagdo mais precisa do plano de tratamento. As radiografias
periapicais, quando necessario, foram obtidas em aparelho de raios-X existente na Clinica II da
FOB-USP, com parametros de exposi¢do a serem determinados de acordo com a regido de

interesse.

Para analise da perda 6ssea radiografica, as imagens panoramicas foram calibradas na
dimensdo de 1:1 em programa de computador, de acordo com a medida real do filme
radiografico. A distancia da jun¢do cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (CA) na
face proximal dos 4 sitios (mesial e distal de cada dente posterior) com pior condi¢do de cada
paciente, por meio do sofiware Imagel (NIH, Bethesda, EUA). A classificacdo atual das
doengas e condic¢des periodontais e peri-implantares considera que distancias JCE-CA de 1 a3

mm sdo consideradas como fisiologicas (TROMBELLI et al. 2018).

Figura 1 — Imagem radiografica panordmica de paciente diagnosticado com
LES hé quinze anos, na forma ativa (LES—A)
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4.7 AVALIACAO PERIODONTAL

Todos os participantes foram avaliados periodontalmente por examinador Unico,

previamente treinado, utilizando sonda periodontal milimetrada, posicionada paralelamente ao

longo eixo do dente para determinar as condi¢des periodontais:

Profundidade de sondagem (P.S.): determinada pela distancia da margem gengival
ao fundo do sulco ou bolsa, em milimetros, com a sonda posicionada paralelamente
ao longo eixo do dente, com pressdo suave (aproximadamente 25g), até perceber
resisténcia dos tecidos a introducdo da sonda, observando-se ligeira isquemia do
tecido gengival. Quando a medida ficar localizada entre duas marcas, o valor sera

arredondado de acordo com a menor medida.

Recessdo (REC) ou Hiperplasia (HP): distdncia da margem gengival a jungdo
cemento-esmalte, posicionando-se a sonda o mais paralelamente possivel ao longo
eixo do dente. As medidas de recessdo foram anotadas na ficha clinica do
voluntario com sinal positivo, enquanto as medidas de hiperplasia foram anotadas

na ficha com sinal negativo (em milimetros);

Indice de sangramento gengival (ISG): determinado pela presenca (1) ou auséncia
de placa (0), observadas até 10 segundos ap6s a remog¢ao da sonda do interior do

sulco, conforme proposta de Ainamo e Bay (1975);

indice de placa (IP): determinado pela presenga (1) ou auséncia de placa (0), por

meio de investigacdo visual, conforme preconizado por O’Leary et al. (1972).

Apoés a obtencdo dessas medidas, a perda de inser¢do clinica (PIC), representando a

distancia (em mm) da juncao cemento-esmalte ao fundo do sulco ou bolsa foi determinado de

acordo com a aplicag@o da formula:

PIC =P.S.—HP
ou

PIC = P.S.+REC
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As medidas de profundidade de sondagem, recessdo ou hiperplasia, indice de
sangramento ¢ perda de inser¢do clinica foram determinadas em 6 sitios por dente
(mesiovestibular — MV, centro da face vestibular — V, distovestibular - DV, mesiolingual — ML,
centro da face lingual — L, distolingual — DL). O indice de placa foi determinado em 4
sitios/dente (MV, V, DV, L). Todos os dados foram anotados em ficha clinica apropriada

(ANEXO I) constante do prontudrio clinico do participante.

4.8 PREPARO INICIAL PERIODONTAL

Como forma de padronizagdo da amostra, todos os participantes foram submetidos a
tratamento prévio periodontal incluindo raspagem e alisamento radicular supra e subgengival,
instru¢do de higiene oral, eliminac¢do de fatores de reten¢do de placa (cavidades de cérie abertas,
restauracdo em excesso, dentes condenados), controle do trauma oclusal (ajuste oclusal e/ou

movimentagdo ortodontica menor) e esplintagem de dentes moveis.

4.9 ANALISE MICROSCOPIA E POR IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

As bidpsias incisionais foram avaliadas por analise microscopica e imunologica da area
da lesdo dos pacientes com LES, incluindo manifestacdes bucais de gengivite descamativa ou
de é4reas gengivais marginais em 15 pacientes com LES consecutivamente incluidos que
apresentassem indicagdo de tratamento cirargico periodontal ou lesdes de gengivite
descamativa requerendo bidpsia incisional para diagnostico final, determinados apos exame

clinico e periodontal realizado na clinica de Periodontia da FOB-USP.

Do grupo controle, foram obtidas amostras de 15 pacientes com tecido gengival
removidos durante procedimento cirurgico periodontal indicado para o tratamento de cada
participante. Os tratamentos incluiram: gengivectomia e gengivoplastia, gengivectomia interna,
osteotomia ou osteoplastia, em forma de cunha, aumento de coroa clinica e/ou exodontias. As
cirurgias foram realizadas, de acordo com a indicagdo de cada caso, na clinica de Procedimentos

Periodontais Complexos, da disciplina de Periodontia da FOB-USP.
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Figura 2 — Amostra de tecido gengival obtida durante procedimento cirtirgico periodontal

Apos a obtengdo, as amostras teciduais foram colocadas em tubos eppendorf estéril e
imersas em soro fisiologico estéril previamente colocado em geladeira. Os eppendorf foram
identificados com o codigo correspondente ao participante do estudo. Em seguida, as amostras
foram transferidas para o meio de inclusdo de congelamento (KILLIK-OCT 100ml), imersas

em nitrogénio liquido e armazenadas imediatamente em freezer a -80°C até o processamento.

Figura 3 — Armazenamento imediato da bidpsia gengival. (A) Posicionamento das biopsias teciduais em tubo
eppendorfindividualizado; (B) colocagao de soro fisioldgico no eppendorf; (C) bidpsia tecidual imersa em solugdo
de soro fisiologico para congelamento

Os fragmentos foram previamente montados em meio de inclusdo gelatinoso para
tecidos congelados (Killik-OCT), envoltos em papel-aluminio e congelados em nitrogénio

liquido a -95°C (Figura 4).
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Figura 4 — Preparo das amostras. (A) Remogdo dos fragmentos gengivais imersos em soro fisiolégico dos
eppendorfs ; (B) Envolvimento das amostras em meio gelatinoso para tecidos congelados (Killik- OCT) com papel
aluminio; (C) Amostras dos fragmentos gengivais congelados com nitrogénio liquido; (D) Amostra tecidual
incluida para analise microscopica e por imunofluorescéncia

Posteriormente, os fragmentos foram descongelados e incluidos em outro meio
gelatinoso (Tissue-Tek® O.C.T. Compound). As amostras foram seccionadas em criostato
(Leica CM1850, Leica Biosystems, Buffalo Grove, EUA) na espessura de Sum e na
temperatura de -20°C, sendo obtidas 7 laminas de cada amostra, cada uma contendo 2 cortes
(Figuras 5). Todos os processamentos foram realizados no laboratério de Patologia do Instituto
Lauro de Souza Lima, em Bauru, Sao Paulo, sob a supervisdo dos Drs. Adauto José Ferreira

Nunes e Maria Renata Sales Nogueira.
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Figura 5- Corte das amostras para analise por microscopia oOtica e por imunofluorescéncia direta. (A)
Descongelamento das amostras; (B) Inclusdo da amostra em meio glicélico e resinoso soliivel em agua (Tissue-
Tek, Sakura Finetek Europe BV, Holanda) para corte seriado com Sum em (C) criostato Leica CM1850 a -22°,
permitindo a obten¢do de (D) 7 laminas com dois cortes de cada amostra, destinadas as analises de IgG, IgM, IgA,
C1, C3, F1b e coloragdo por hematoxilina-eosina para analise por microscopia otica convencional.

Os cortes corados com HE (Figura 6) foram destinados & andlise histopatologica
descritiva, enquanto que as demais ldminas se destinaram a andlise por imunofluorescéncia

direta.

Figura 6 — Cortes corados com HE para analise microscopica por microscopia 6tica convencional
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Para a reagdo de imunofluorescéncia direta, os cortes foram delimitados com fino trago
de esmalte. Adicionou-se, por pipetagem sobre os cortes congelados, 100uL dos anticorpos
conjugados a fluoresceina (respectivamente, anticorpos anti-IgG, -IgM, -IgA, -Clq, -C3 e -
fibrinogénio ou -F1b), previamente diluidos em PBS a 1:20 (IgM, IgA, Clq, C3, F1b) ou 1:80
(IgG). Em seguida, as amostras foram incubadas em camara imida e escura por 30 min. As
laminas foram rapidamente lavadas em PBS e montadas com laminula em solucdo glicerinada
de Azul de Evans a 0,1% (Figura 7). As laminas foram previamente envoltas em papel-aluminio

e deixadas em freezer, a temperatura de -20°C até o inicio da reagdo de imunofluorescéncia,

Figura 7— Preparo para a reacdo de imunofluorescéncia. (A) Delimitagdo dos fragmentos gengivais com finos
tragos de esmalte nas 6 ldminas a serem analisadas na imunofluorescéncia; (B) Dilui¢do dos anticorpos a serem
pipetados (C) em cada lamina. (D) Manutengdo das amostras em estufa por 30min a 37°C; (E) Lavagem das
laminas com PBS; (G) Montagem em meio tamponado glicerinado; (H) Laminas prontas para analise de
imunofluorescéncia

As preparagdes foram mantidas em geladeira a 4°C até serem levadas para andlise no
microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axioplan 2, Carl Zeiss Microscopy, Sao Paulo, Brasil). Os
laudos e as respectivas laminas foram fornecidos pelo laboratério de Patologia do Instituto

Lauro de Souza Lima.

A imunofluorescéncia direta foi realizada em todas as bidpsias (n= 15/grupo) com
anticorpos anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA, anti-C1q, anti-C3 e anti-fibrinogénio (F1b) conjugados
a fluoresceina, sendo classificadas semiquantitativamente de acordo com a intensidade da

imunofluorescéncia, podendo variar de 1 a 3 (+, ++, +++).
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pelo software GraphPad Prism 8.0 para Mac,
adotando-se em todas as andlises nivel de significancia de 5%. As caracteristicas gerais da
amostra e comparag¢ao entre os grupos LES+ e LES- e entre os subgrupos LES-A e LES-I foram
analisadas pelo Teste t ndo pareado e andlise bivariada do Chi-quadrado. Os parametros
periodontais clinicos e radiograficos foram comparados entre os grupos por meio do Teste t ndo
pareado para medidas lineares ou paramétricas e por Mann Whitney para medidas ndo lineares
e ndo paramétricas. A associacao entre condigdes sistémicas e condi¢des bucais foi investigada
por meio de andlise bivariada pelo teste Chi-quadrado e matriz de correlacdo de Spearman. A
analise por microscopia Otica foi descritiva, enquanto que os resultados da imunofluorescéncia
direta foram analisados em escores por meio do teste de Mann Whitney para comparagao entre

os grupos LES+ e LES-.
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S RESULTADOS

5.1 Caracteristicas gerais da amostra

Foram analisados 104 prontudrios com diagnostico de LES do Servigo de Arquivo
Meédico e Estatistico (SAME) do Instituto Lauro de Souza Lima (ILSL) e incluidas 13 mulheres
com o diagndstico exclusivo de LES que entravam nos critérios de inclusdo. Para completar o
grupo de estudo, foram ainda incluidas 12 pacientes em atendimento no Hospital Estadual de

Bauru (LES+) com diagnostico de LES confirmado por reumatologista (Figura 8).

Ap6s a determinagdo do grupo teste (LES+), foi realizada a selecdo e composi¢ao do
grupo controle (LES-), pareado em relagdo ao sexo e idade com o grupo LES+. Dentro dessas
caracteristicas, foram incluidas aleatoriamente no grupo LES- 25 mulheres de mesma faixa
etaria, sistemicamente saudaveis, recrutadas dentre os pacientes inscritos para tratamento

odontolégico na Faculdade de Odontologia de Bauru — USP (Figura 9).
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104 prontuarios analisados do

SAME no ILSL

vl

14 homens

§ aparelho
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total de dentes
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83 idade de 18
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|
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2 ohite

25 dificuldade
geografica

10 fizeram uso de
antibiético Artrite reumatoide
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Fibromialgia

15outra Sin. Sjogren

Diabete
Qutras

19 néo
responderam as
ligagdes

12 ndo
comparecimento

as outras etapas

24 pacientes selecionados
Hospital Estadual de Bauru

1aparelho
artoddntico

1 com auséncia

total de dentes
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25 pacientes LES+
selecionadas

Figura 8- Fluxograma epidemioldgico da populacdo de estudo selecionada (Grupo LES+)
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39 pacientes LES-
selecionadas

2 com auséncia / = 3 fizeram uso de
__total de dentes 3 excluidas antibiético <6 meses
1 procedimentos por motivo
_ <Gmeses :
< 7 ndo comparecimento
as outras etapas

L 4
25 pacientes LES-
selecionadas

Figura 9- Fluxograma epidemioldgico da populagdo de estudo selecionada (Grupo LES-).
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Nao houve diferenga estatisticamente significante em relagdo a idade média observada
nos grupos LES+ e LES- (respectivamente, 41,34+12,39 vs. 43,73+£14,04). Também ndo houve
diferenga entre os grupos em relacdo a etnia, fumo, indice de massa corporal (IMC) e uso de

medicamentos anticoncepcionais e anti-hipertensivos, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra

LES+ LES- P
(n=25) (n=25)
Idade (média; dp) 41,34 (12,39) 43,73 (14,04) 0,53™
IMC (média, dp) 27,46 (5,95) 26,60 (5,32) 0,587
Etnia
Branca (n, %) 16 (64) 22 (88) 0,08"
Parda (n, %) 6 (24) 3(12)
Negra (n, %) 3(12) 0(0)
Fumo
Fumante (n, %) 3(12) 0(0) 0,20"
Ex-fumante (n, %) 4 (16) 5(20)
Ndo fumante (n, %) 18 (72) 20 (80)
Medicamentos
Anticoncepcional oral (n, %) 4 (16) 6 (24) 0,47"
Anti-hipertensivo™ (n, %) 2(8) 4 (16) 0,38"

" teste t; significante se p< 0,05
" Chi-quadrado; significante se p< 0,05
* Hidroclorotiazida
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5.2 Caracteristicas dos subgrupos de LES ativo (LES-A) e inativo (LES-I)

De acordo com os critérios estabelecidos para determinagao de atividade ou inatividade
de LES, onze pacientes (44%) foram classificadas como lupus ativo (LES-A), enquanto que as
demais (n= 14; 56%) foram classificadas como lipus inativo (LES-I). Na Tabela 2, estao
demonstradas as caracteristicas relativas ao LES nos subgrupos LES-A e LES-I. Foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos em relagao a alteragdes no
sistema respiratorio (ausente em pacientes com LES-A), dose méaxima diaria de prednisona
(maior em LES-A do que em LES-I), anti-DNA elevado (maior prevaléncia em LES-A do que
em LES-I), baixo C4 (maior prevaléncia em LES-A comparado ao LES-I) e SLEDAI médio

(significativamente maior em LES-A do que em LES-I).

Em relagdo a frequéncia dos descritores de atividade de doenca nos grupos LES-A e
LES-I, houve diferengas significantes entre os grupos em relagdo a proteinuria, a qual foi
significativamente prevalente em LES-A em comparacdo aos LES-I, conforme demonstrado na

Tabela 3.
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Tabela 2 — Caracteristicas relativas ao LES no grupo teste

LES-A LES-I Valor do p
Idade (média £d.p.) 38,18 £12,26 43,82 + 12,36 0,317
Sexo: feminino (n, %) 11 (100%) 14 (100%) --
Etnia [n; (%)] 0,23"
Branca 5 (45,45) 11 (78,58)
Parda 4 (36,36) 2 (28,58)
Negra 2 (18,19) 1(7,14)
Historia de doenca SNC (n, %) 2/8 (25) 0/5 (0) 0,15
Historia de doenca renal (n, %) 5/8 (62,5) 3/7 (42,86) 0,44"
Historia de alteracdo no SR (n%) 0/8 (0) 3/7 (42,86) 0,03"
Historia de DCV (n, %) 4/8 (50) 3/7 (42,86) 0,78"
Historia de alteracoes GI (n; %) 1/8 (12,50) 1/7 (14,29) 0,91"
Co-morbidades (n, %)
Sobrepeso ou obesidade (IMC > 25) 4/11 (36,36) 10/14 (71,43) 0,07"
Hipertensdo 4/8 (50) 3/7 (42,86) 0,78"
Fumo (fumantes e ex-fumantes) 2/11 (18,18) 5/14 (35,71) 0,33"
Medicacoes em uso
Prednisona (mg/dia) [média +dp] 18,64 + 17,76 3,57 +3,63 0,049
Anti-malarico (n; %) 11/11 (100) 11/14 (78,57) 0,107
Anti-hipertensivo (n; %) 2/11 (18,18) 6/14 (42,86) 0,18"
Anti-depressivo/ansiolitico (n, %) 1/11 (9,09) 4/14 (28,57) 0,22"
Imunossupressor (n, %) 1/11 (9,09) 4/14 (28,57) 0,22"
Quimioterdpico (n, %) 2/11 (18,18) 1/14 (7,14) 0,39"
Resposta imuno-inflamatoria
Anti-DNA elevado (n, %) 5/8 (62,5) 0/5 (0) 0,02"
Baixo C4 (n, %) 5/8 (62,5) 0/5 (0) 0,02°
Baixo C3 (n, %) 3/8 (37.,5) 1/5 (20) 0,50"
SLEDAI (média #d.p.) 11,0 + 8,42 0,4 +0,89 0,005

Historia médica e exames laboratoriais ndo disponiveis para toda a amostra; apresentados os dados disponiveis (n°
de casos positivos/n°® total de casos); SNC — sistema nervoso central; SR — sistema respiratorio; DCV — doengas
cardiovasculares; GI — gastrointestinais ** teste t; significante se p< 0,05; * Teste Chi-Quadrado; significante se p<

0,05
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Tabela 3 — Frequéncia dos descritores do indice de atividade de lipus eritematoso sistémicos estratificado de
acordo com os grupos LES-A (ativo) e LES-I (inativo)

LES-A LES-I p
Vasculite (n, %) 1/8 (12,5) 0/5 (0) 0,41"
Miosite (n, %) 0/5 (0) 1/8 (12,5) 0,18"
Cilindros+ urina (n, %) 1/8 (12,5) 0/5 (0) 0,41°
Hematuria (n, %) 4/8 (50) 0/5 (0) 0,05"
Proteinuria (n, %) 6/8 (75) 0/5 (0) 0,008"
Pinria (n, %) 1/8 (12,5) 0/5 (0) 0,41"
Rash malar (n, %) 2/8 (25) 0/5 (0) 0,22"
Ulceras nasais ou orais (n, %) 1/8 (12,5) 0/5 (0) 0,41"
Pleurite (n, %) 1/8 (12,5) 0/5 (0) 0,41"
Plaquetas < 100.000/mm’ (n, %) 0/8 (0) 0/5 (0) --
Contagem células brancas < 3000/mm’ (n, %) 0/8 (0) 0/5 (0) --

Nao houve ocorréncia de convulsdo, psicose, sindrome cerebral orgénica, distirbios visuais, distirbios dos nervos
cranianos, cefaleia lupica, AVE, artrite, alopecia, pericardite e febre > 38°C. *Chi-quadrado; significante se p<

0,05

5.3 Condicoes periodontais

As condigdes periodontais de pacientes incluidas no grupo LES- foram, de forma geral,
piores do que nas mulheres incluidas no grupo LES+. As medidas médias de P.S., PIC e ISG
foram significativamente maiores no grupo LES- do que no grupo LES+ (Tabela 4). Por outro
lado, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em relagdo ao IPl,

distancia JCE-CA e perda dentéria.
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Tabela 4 - ParAmetros periodontais clinicos e radiograficos (medidas lineares) ¢ perda dentaria observados nos
pacientes saudaveis sistemicamente e com LES

Grupo LES+ Grupo LES- Valor de p
[66edia (dp)] [66edia (dp)]
Recessdo 0,15 (0,19) 0,22 (0,39) 0,41"
P.S. 2,18 (0,55) 2,87 (1,006) 0,01°
PIC 2,34 (0,53) 3,07 (1,14) 0,005"
ISG 0,27 (0,16) 0,49 (0,33) 0,01°
Ipl 0,50 (0,21) 0,53 (0,35) 0,05°
JCE-CA 1,37 (0,68) 1,23 (0,52) 0,26°
Perda dentaria 7,68 (5,44) 8,28 (5,18) 0,69

*Mann-Whitney; significante se p< 0,05
P.S. — profundidade de sondagem; PIC — perda de insercdo clinica; ISG — indice de sangramento gengival; [Pl —

indice de placa; JCE-CA: distancia linear da jungdo cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar

Houve maior percentual de sitios com P.S. > 5 mm nas pacientes do grupo LES- do que
LES+, conforme demonstrado na tabela 5. Embora o grupo LES+ apresentasse menor
percentual de sitios com PIC >4 mm, ndo houve diferengas significantes em relagdo ao grupo
LES- nesse quesito (p= 0,06). Foram também observadas diferencas significantes entre os
grupos LES+ e LES- em relagdo ao percentual de sitios com sangramento a sondagem (SS),

com maior prevaléncia no grupo LES-.

Tabela 5- Prevaléncia e extensdo de doenga periodontal em pacientes dos grupos LES+ ¢ LES-

Grupo LES+ Grupo LES- Valor de p
[mediana (95% CI)] [mediana (95% CI)]
% sitios P.S. > 5 mm 1,23 (1,51; 6,35) 6,94 (6,97; 19,95) 0,02°
% sitios PIC >4 mm 7,14 (7,99; 16,74) 22,22 (17,36; 35,69) 0,06
% sitios com SS 23,89 (20,19; 33,52) 50 (35,59; 63,48) 0,017

“*Mann-Whitney; estatisticamente significante se p< 0,05; SS- sangramento & sondagem

Relativamente a classificacdo da doenga ou condi¢ao periodontal, ndo foram observadas
diferengas entre os grupos LES+ e LES- (p > 0,99; teste Chi-quadrado), conforme demonstrado
na Tabela 6. Os achados demonstram alta prevaléncia de periodontite na populagdo estudada

(88% no grupo LES+ e 80% no grupo LES-).
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Tabela 6 — Analise bivariada (teste exato de Fischer) da classificagdo das doengas e condi¢des periodontais das
pacientes incluidas nos grupos LES+ e LES-

Sauvde

Gengivite

Periodontite

Periodontite estdagio 2

Periodontite estdagio 3

Periodontite estdagio 4

Periodontite Grau A

Periodontite Grau B

Periodontite Grau C

Extensdo

Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Sim
Nao
Loc

Gen

LES +
2 (8%)
23 (92%)
1 (4%)
24 (96%)
22 (88%)
3 (12%)
4 (16%)
21 (84%)
17 (68%)
8 (32%)
1 (4%)
24 (96%)
5 (20%)
20 (80%)
13 (52%)
12 (48%)
4 (16%)
21 (84%)
19 (86,36%)
3 (13,64%)

LES-
5 (20%)
20 (80%)
0 (0%)
25 (100%)
20 (80%)
5 (20%)
0 (0%)
25 (100%)
18 (72%)
7 (28%)
2 (8%)
23 (92%)
6 (24%)
19 (76%)
11 (44%)
14 (56%)
3 (12%)
22 (88%)
12 (60%)
8 (40%)

Valor de p
0,41

>0,99

0,70

0,10

>0,99

>0,99

>0,99

0,77

>0,99

0,08

Loc- localizada (< 30% sitios afetados); Gen — generalizada (> 30% dos sitios afetados); significante se p< 0,05

5.4 Correlacao entre condicdes periodontais e sistémicas nos pacientes com LES

Esses achados podem estar relacionados ao maior consumo de medicamentos nos

pacientes com LES. Assim sendo, foi realizada analise bivariada pelo teste Chi-quadrado para

investigar a associacdo entre consumo de corticoides e/ou imunossupressores € parametros

periodontais. Observou-se menor perda de insercdo em pacientes que faziam uso de doses

baixas (< 10mg/dia) de prednisona, conforme demonstrado na Tabela 7.
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Tabela 7— Analise bivariada da associagdo entre doses altas (> 10 mg/dia) de prednisona e parametros periodontais
clinicos e radiograficos

Prednisona > Prednisona < P* OR (95% CI)

10 mg/dia 10 mg/dia
P.S.>2 3 (12%) 9 (36%) 0,91 1,11 (0,21-5,72)
P.S.<2 3 (12%) 10 (40%)
PIC >3 2 (8%) 1 (4%) 0,03 12,67 (1,03-189,6)
PIC<3 3 (12%) 19 (76%)
ISG > 30% 1 (4%) 7 (28%) 0,74 0,66 (0,04 —5,30)
ISG <30% 3 (12%) 14 (56%)
JCE-CA >2 1 (4%) 1 (4%) 0,36 3,6 (0,15—-71,43)
JCE- CA<2 5 (20%) 18 (72%)

" teste Chi-quadrado; significante se p< 0,05

A andlise de correlagdo de Pearson no grupo LES-A mostrou moderada correlagdo
negativa entre perda dentéria vs. dose de prednisona e entre idade vs. dose de prednisona, dentre

outras, conforme apresentado na Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz de correlagdo de Spearman entre as variaveis periodontais, perda dentéria, idade e dose diaria
de prednisona no grupo LES-A

r p n 95%CI
P.S. vs. PIC 0,92 0,0001 11 0,72 2 0,98
ISG 0,72 0,015 11 0,19 20,92
NIC vs. ISG 0,76 0,008 11 0,37 20,86
Perda Idade 0,86 0,001 11 0,54 2 0,96
dentaria vs. Prednisona -0,640 0,038 11 -0,90 a-0,04
Idade vs. Prednisona -0,662 0,03 11 -0,90 a -0,08
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Dentre as participantes com LES inativo, houve correlagdo positiva entre P.S. vs. PIC
(r= 0,884; p= 0,00003) e entre perda dentaria vs. idade (r= 0,738; p= 0,003), conforme

demonstrado na Figura 10.
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Figura 10— Matriz de correlagdo de Spearman das variaveis periodontais, perda dentaria, idade e dose de
prednisona entre pacientes com LES-I

5.5 Analise microscopica

5.5.1 Caracteristicas histopatologicas

Foram analisadas quinze bidpsias gengivais de cada grupo de pacientes

(LES+ e LES—) que necessitaram de tratamento periodontal cirargico.

Nas bidpsias coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Figura 11) dos pacientes com LES
(LES+), pode-se verificar a mucosa gengival com minimo infiltrado mononuclear no cérion,
predominantemente perivascular, sem alteracdes morfoldgicas no epitélio e membrana basal
intacta (Figura 11, A-D). J& nos pacientes do grupo LES- observa-se intenso infiltrado

inflamatorio linfoplasmocitério (Figura 11, E-H).
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TECIDO GENGIVAL

Lapus Eritematososo sistémico

Doenca Periodontal (Controle)

Figura 11 — Corte histologico de regido entre gengiva marginal e inserida de paciente com lupus eritematoso
sistémico (A-D; LES+) e de paciente com doencga periodontal sem doenga sistémica (E-H; LES-). (A-B) Nota-se
que a mucosa gengival permanece saudavel; (C-D) sem alteragdes displasicas ou estruturais nas camadas do
epitélio (circulo amarelo) ou na lamina propria (circulo preto). (E-F) E possivel observar nos pacientes sem doenga
sistémica, mas com doenga periodontal, o inicio de exocitose (F; seta azul), bem como, areas de ulceragio (G) e
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario intenso (H; cabega de seta) na ldmina propria adjacente. (A-B e E-F:
ampliagdo de 100pm; C-D e G-H: ampliagdo de S0um).
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5.5.2 Imunofluorescéncia direta

Conforme mencionado anteriormente, a imunofluorescéncia direta foi realizada em
todas as bidpsias (n= 15/grupo) com anticorpos anti-IgG, anti-IgM, anti-IgA, anti-C1q, anti-C3
e anti-fibrinogénio (F1b) conjugados a fluoresceina. Em pacientes sauddveis sistemicamente
(LES-) observamos apenas a marcagao de depositos de fibrinogénio no tecido conjuntivo. Por
outro lado, pacientes LES+ demonstraram imunopositividade para os anticorpos IgG (Figura
12, A-D) e IgM (Figura 12, E-H), principalmente nas regides de tecido conjuntivo frouxo
permeando as cristas epiteliais. O fibrinogénio foi altamente expresso de forma homogénea no
tecido conjuntivo da mucosa de pacientes LES+ (Figura 12, I-L). O anticorpo anti-C1q nao foi

reagente a imunofluorescéncia em nenhum paciente de ambos os grupos.

Lupus Eritematososo sistémico (LES?)

Imunofluorescéncia

~

2 |
c
@
80
o |
e

Fibri

Figura 12 - Imunofluorescéncia para detec¢ao de imunoglobulinas (IgG e IgM) e fibrinogénio em tecido gengival
de pacientes com lupus eritematoso sistémico. Coloragdo de hematoxilina e eosina para confirmagdo do
diagndstico patologico (A, E e I). Imunofluorescéncia para analise da presenca de IgG (B-D), IgM (F-H) e
fibrinogénio (J-L). A imunomarcagdo das imunoglobulinas foi de aspecto granular, concentrando-se
principalmente nas areas de conjuntivo frouxo préximo a membrana basal. No entanto, a detec¢ao do fibrinogénio
também foi encontrada em células epiteliais (L).
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5.5.2.1 Quantificacdo da expressiao por imunofluorescéncia

Os resultados obtidos com a analise de imunofluorescéncia realizada em bidpsias
gengivais estdo descritos na Tabela 7. Houve marca¢do moderada de IgM no grupo LES quando
comparado ao grupo controle por meio do teste t. Além disso, a soma dos escores do grupo LES
foi significativamente maior do que a soma dos escores do grupo controle. Todos as biopsias
do grupo LES, exceto uma, apresentaram positividade para fibrinogénio de intensidade fraca
(n=6) a moderada (n= 8). Houve ainda positividade para IgM em 7 pacientes, com intensidade
variavel de fraca (n= 6) a intensa (n= 1). No grupo controle, houve positividade para
fibrinogénio de intensidade fraca (n= 12) a moderada (n= 3). Para IgM, apenas uma amostra foi

positiva no grupo controle, com intensidade fraca.

Tabela 9 — Resultados dos escores de imunofluorescéncia observados em pacientes com LES e em pacientes
sistemicamente saudaveis

*

LES+ LES- P

[mediana; (média + dp)] [mediana; (média + dp)]

IgG 0(0,13£0,51) 0 (0) >0,99
IgM 0 (0,60 + 0,82) 0 (0,06 £ 0,25) 0,03
IgA 0 (0,06 £ 0,25) 0 (0) >0,99
Clq 0 (0) 0 (0) >0,99
C3 0 (0,20 £ 0,41) 0 (0,06 £ 0,25) 0,59
F1b 2 (1,46 £ 0,63) 1 (1,20 £ 0,41) 0,12
Total 2 (2,46 + 1,55) 1(1,33+0,81) 0,01

*Mann-Whitney; significante se p< 0,05
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou a deposi¢ao de complexos imunes no tecido conjuntivo gengival
em areas comprometidas por doenca periodontal em individuos saudaveis sistemicamente e
com diagndstico de lupus eritematoso sist€émico. Os resultados obtidos demonstram que
pacientes com LES apresentam maior deposi¢do de complexos antigeno-anticorpo no tecido
gengival do que pacientes sauddveis sistemicamente, com diferencas significativas na presenca
de IgM, sugerindo que bidpsias gengivais podem ser consideradas no diagnostico

complementar de LES.

O diagnostico do lupus € bastante dificil de se determinar, devido a variabilidade e
complexidade dos sinais e sintomas clinicos, que podem nao ser exclusivos do lupus. Em 2012,
o grupo SLICC revisou e validou a classificagdo do Colégio Americano de Reumatologia e
determinou que pelo menos 4 dos 17 critérios fossem preenchidos, sendo necessariamente um
clinico e outro imunolégico. Outra alternativa seria o diagndstico de nefrite lpica determinado
por bidpsia renal na presenga de anticorpos anti-dsDNA (UGARTE-GIL et al. 2019). Portanto,
a presenca de complexos antigeno-anticorpos associados ao lipus no tecido gengival de
pacientes poderia ser de grande utilidade no diagndstico precoce do lupus eritematoso

sistémico.

Estudo cléassico relatou que reacdes citotdxicas ocorrem quando anticorpos,
especialmente 1gG e IgM (ALBILIA et al. 2007), reagem com antigenos de células ou tecidos
formando complexos imunes soluveis. Esses antigenos podem ser um constituinte celular real
ou antigenos, tais como antigenos bacterianos que temporariamente adsorvem as células
(NISENGARD 1977). O padrao observado ¢ uma reacdo de hipersensibilidade do tipo III,
disparada por antigeno endogeno que pode ser generalizado ou de um o6rgdo especifico

(CERVERA et al. 1993).

Reacdes citotdxicas sdo vistas em doengas autoimunes em que os anticorpos reagem
com os componentes proprios do tecido, tal como ocorreu em nosso estudo. Isso ocorre, por
exemplo, no pénfigo, onde os autoanticorpos reagem com componentes dos desmossomos, e
no penfigoide, onde os anticorpos reagem, com a membrana basal epitelial (NISENGARD
1977). Similarmente, em nosso estudo, os anticorpos encontrados estavam presentes na

membrana basal, em padrdo granular caracteristicos do LES. As caracteristicas microscopicas
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das lesdes orais associadas ao LES sdo semelhantes ao liquen plano e eritema multiforme. Uma
caracteristica comum ¢ a inflamagao subepitelial em banda. No entanto, em pacientes com LES
e eritema multiforme, o infiltrado inflamatdrio se estende mais profundamente no tecido
conjuntivo e apresenta padrdo perivascular. Vesiculas submucosas profundas podem estar
presentes também. O teste de imunofluorescéncia direta mostra deposi¢ao de imunoglobulinas
e proteinas do complemento ao longo da membrana basal em padrdo granular, caracteristico de
lesdes de hipersensibilidade do tipo III (ALBILIA et al. 2007). Em nosso estudo, houve
positividade para fibrinogénio na imunofluorescéncia direta em 14 amostras, sendo 6 de
intensidade fraca (n= 6) a moderada (n= 8) e para IgM em 7 amostras, com diferencas
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle. Esses achados denotam a
deposi¢cao mais intensa de complexos imunes em pacientes com LES do que em pacientes

sistemicamente saudaveis, ambos com doenga periodontal.

O pré-diagnostico do lupus inclui individuos que tenham predisposi¢do genética para
desenvolvimento de LES, mas ndo se enquadram nos critérios diagndsticos propostos pelo
Colégio Americano de Reumatologia ou pelo SLICC, assim como aqueles que apresentam
autoanticorpos multiplos e achados clinicos sugestiveis de LES, sem preencher os requisitos de
classificagdo do LES (UGARTE-GIL et al. 2019). Inclui-se nesta etapa os casos de lipus pré-
clinico ou lupus latente, possivel, potencial ou incompleto (ROBERTSON, JAMES 2014;
BERTSIAS et al. 2013; GANCZARCZYK et al. 1989; AL DAABIL et al. 2014; GREER,
PANUSH 1989). Muitos pacientes com sinais e sintomas clinicos do lipus ndo desenvolvem
de fato a doenga, enquanto outros se enquadram na defini¢do do termo doenga indiferenciada
de tecido conjuntivo (DITC), que se caracteriza por manifestagdes clinicas de doenca
autoimune sist€émica sem se enquadrar em critérios definidos para alguma delas, tais como
lupus, artrite reumatoide, esclerose sistémica, poli/dermatomiosite, sindrome de Sjogren e/ou
doenga mista de tecido conjuntivo (UGARTE-GIL et al. 2019). O ltpus pode causar danos
irreversiveis aos 0rgaos e, portanto, tanto o diagndstico quanto o tratamento devem ser iniciados
0 mais precocemente possivel, sendo assim, importante, determinar-se métodos diagndsticos

sensiveis, especificos e mais precisos.

A presenca de autoanticorpos associados ao lupus pode acontecer em individuos
aparentemente saudaveis (LU et al. 2016), sendo que alguns destes se encontram na fase pré-
clinica, embora vérios possam nao desenvolver a doenca (UGARTE-GIL et al. 2019). Cerca de
25% da populagdo em geral sao ANA-positivos em titulagdes > 1:40, 5% em titulagdes > 1:160
e 2% em titulacdes consideradas geralmente como patologicas (OLSEN, KARP 2014). Por
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outro lado, mais de 99% dos pacientes com LES sdo ANA-positivos em algum momento
durante o curso evolutivo da doenca, podendo estar presentes, assim como outros
autoanticorpos (anti-Ro, anti-La, anti-fosfolipides ou aPL, anti-dsSDNA e anti-RNP), em
amostras de sangue anos antes do aparecimento clinico do LES (UGARTE-GIL et al. 2019). O
numero de autoanticorpos especificos no LES aumenta gradualmente at¢é o momento do
diagnostico, deixando de se acumular posterioremente (ARBUCKLE et al. 2003). Assim, trés
fases sdo estabelecidas no curso da doenga autoimune: (1) fase normal, em individuos
assintomaticos sem autoanticorpos do LES; (2) autoimunidade benigna, sob influéncia de
fatores genéticos e ambientais, caracterizada pela presenca de autoanticorpos (ANA, anti-
Ro/SSA, angi-La/SSB ou anti-aPL) no sangue periférico na auséncia de manifestagdes clinicas;
(3) autoimunidade patogénica, caracterizada pela presenca de anti-dsDNA, anti-Sm e anti-RNP

e pelo desenvolvimento de sinais e sintomas clinicos (UGARTE-GIL et al. 2019).

Em nosso estudo, foram incluidos apenas mulheres com diagndstico de LES definido
pela equipe médica responsavel, baseado em critérios clinicos e imunolédgicos. Portanto, nessas
pacientes, a fase de deposi¢ao de autoanticorpos nos tecidos e 6rgaos ja havia acontecido. Ainda
assim, pdde-se notar presenca de maiores niveis de [gM na membrana basal de pacientes com
doenca periodontal diagnosticados também com LES comparados aqueles sistemicamente

saudaveis, assim como maiores niveis de complexos imunes de forma geral.

Achados sorologicos anormais, incluindo diminui¢do dos componentes do
complemento, muitos auto-anticorpos e complexos imunes circulantes e depositados nos
tecidos sdo observados mais frequentemente nos periodos de atividade do lupus, especialmente
com nefrite aguda, os quais tendem a normalizar com a melhora clinica do quadro de atividade
de doenga (LLOYD, SCHUR 1981; BARNETT et al. 1979; DAVIS et al. 1977; HUGHES et
al. 1971). Pacientes com doenga renal ativa tiveram tendéncia a apresentar niveis menores de
CHS50 e C3 e niveis mais altos de complexos imunes detectados por C1gBA do que aqueles
com manifestacdes extra-renais apenas. Pacientes com manifestacdes renais e extrarrenais
apresentaram niveis mais baixos de CH50, C4 e C3, mas a deposi¢do de complexos imunes nao
foi maior do que em pacientes com neftrite apenas (controle). Baixos niveis de complemento
sem niveis elevados de C1qBA sugerem improvavel doenca renal. Elevagdes nos niveis de
CH50, C4, C3, C1gBA sao os melhores marcadores de atividade lupica (LLOYD, SCHUR
1981). Em nosso estudo, pacientes com LES-A apresentaram niveis significativamente mais
elevados de anti-DNA e mais baixos de C4 do que pacientes com LES-I, corroborando os

achados anteriores.
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Diferentes estudos demonstraram aumento nas titulagdes de IgG sérica contra patdgenos
periodontais em pacientes com periodontite cronica (MOUTON et al. 1981; EBERSOLE 1990;
TAUBMAN t al. 1992; McARTHUR, CLARK 1993), bem como titulagdes ainda maiores no
fluido gengival (TEW et al. 1985), sugerindo a forma¢ao de complexos imunes e depdsitos de
IgG com fatores ativados do complemento na gengiva de pacientes com periodontite (TOTO et
al. 1978; NIKOLOPOULOU-PAPACONSTATINOU et al. 1987). A deposicao de complexos
imunes no tecido conjuntivo gengival estd relacionada com maior nimero de osteoclastos na
crista O0ssea alveolar, sugerindo envolvimento dos mesmos na fase aguda de destruicao
periodontal (KURAMOTO et al. 2012). Na patogénese da doenga periodontal, observa-se em
tecido gengival de cdes e seres humanos, grandes quantidades de imunoglobulinas,
especialmente IgG e menos de 2% de IgM (CLAGETT, PAGE 1978). Em nosso estudo, houve
predominio de IgM em pacientes com LES, podendo este ser considerado como uma possivel

caracteristica diferencial da doenca periodontal associada ao LES.

O envolvimento periodontal em desordens de tecido conjuntivo ¢ relativamente raro,
quando existente, associada principalmente a perda de inser¢do generalizada decorrente de
recessdo gengival. A analise histopatologica revelou, em relato de caso clinico descrito por
Nagler et al. (1999), extensa infiltracdo linfocitica no estroma abaixo do epitélio, sendo a
maioria positivos para células T (CD3+, CD43+, CD45RO+) e alguns poucos positivos para
células B (CD19+, CD20+, CD45RA+). Houve aumento do niimero de capilares e pequena

hiperplasia das células endoteliais, especialmente proximo ao epitélio.

A condic¢do periodontal de pacientes com LES foi melhor do que a de pacientes do grupo
controle, ao contrario do sugerido em outros estudos (FERNANDES et al. 2007; UMBELINO
et al. 2010; WANG et al. 2015; CORREA et al. 2017). Estudo recente (GOFUR et al. 2019)
realizado em 61 mulheres diagnosticadas com LES de 17 a 51 anos de idade, das quais 54
(88,53%) tinham periodontite, sendo 11 (20,37%) casos de periodontite leve e 43 (79,63%) de
periodontite severa. Essas condi¢cdes eram piores quanto maior fosse o escore do SLEDAI,
estando, assim, associado com atividade de doenca. Esses resultados foram opostos aqueles
observados em nosso estudo. Essas diferencas podem ser atribuidas a variagcdes metodoldgicas
e de defini¢des de doenca periodontal, bem como a co-existéncia de outras comorbidades, tais

como artrite reumatoide.

O uso continuo de corticoesteroides e imunossupressores em pacientes com LES pode

ter impacto sobre a resposta inflamatoria periodontal. Para investigar essa possivel associagao,
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foram aplicados os testes de correlagdo de Pearson e analise bivariada pelo teste Chi-quadrado,
os quais demonstraram que pacientes que tomam doses didrias mais baixas de prednisona (LES-
I) tem menor risco de desenvolver periodontite do que aquelas que tomam doses didrias mais
altas de prednisona (LES-A). Outro estudo (AL-MUTAIRI et al. 2015) também ndo encontrou
diferencgas significantes na condicdo periodontal de pacientes com e sem LES. Dentre os
pacientes que ndo apresentaram atividade da doenga por mais do que um ano, houve maior
percentual de sangramento a sondagem e bolsas mais profundas do que aqueles que haviam
apresentado atividade de doenca em menos de um ano antes do inicio do estudo. Esses achados
confirmam os resultados observados neste estudo e também nos estudos anteriores conduzidos
por essa equipe de pesquisa (PESSOA 2016, 2019). Outra observagdo interessante ¢ que o
mesmo grupo de pesquisa encontrou resultados distintos em dois estudos diferentes. Em 2018,
Corréa et al. ndo encontraram diferencas na prevaléncia de doenca periodontal em pacientes
com e sem LES, contradizendo seus achados anteriores. Essas divergéncias justificam a
necessidade de realizagdo de mais estudos para investigar as implicagdes periodontais clinicas

possivelmente associadas ou ndo ao LES.

O percentual de sitios com profundidade de sondagem > 5 mm e com sangramento a
sondagem > 30% foi significativamente maior em pacientes no grupo LES- do que no LES+,
sem diferencas entre os mesmos relativamente a prevaléncia de casos de satde, gengivite e
periodontite em seus diferentes estagios, graus e extensdo, segundo a nova classificagdo das
doengas e condicdes periodontais e peri-implantares (CATON et al. 2018). Esses achados
podem ser, ao menos parcialmente, explicados pela composicdo do grupo controle. O
recrutamento de pacientes para o grupo controle foi realizado na Faculdade de Odontologia de
Bauru- USP. Embora os pacientes tenham procurado atendimento odontologico por diferentes
razdes, inimeros pacientes foram buscar tratamento periodontal, o que pode ser considerado
como um Vviés do estudo. O grupo controle foi aleatoriamente escolhido dentre mulheres da
mesma faixa etaria do grupo teste (LES+), para diminuir o risco de viés. No entanto, assim
como em pesquisa anterior conduzida por este grupo de pesquisa (PESSOA 2016), pode-se
observar que, dentro da mesma faixa etaria e caracteristicas de etnia, fumo, indice de massa
corporal, uso de anti-hipertensivos e anticoncepcionais, o grupo LES+ apresentou melhores
condi¢des periodontais que o grupo LES-. Esses resultados foram também encontrados por
outros autores, os quais demonstraram que pacientes com LES apresentam condi¢des

periodontais semelhantes ou até melhores do que pacientes sistemicamente saudaveis (MUTLU
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etal. 1993; MEYER et al. 2000; KOBAYASHI et al. 2003; SOUZA et al. 2006; MICELI et al.
2005; FIGUEREDO et al. 2008)

Estudo de revisdo sistematica e meta-analise recente (RUTTER-LOCHER et al. 2017),
que incluiu 8§ estudos casos-controle, com 487 casos de LES e 1383 participantes no total, e
encontro que o risco de periodontite em casos de LES foi significativamente maior do que nos
controles sistemicamente saudaveis, com RR de 1.76 (95% CI 1.29 - 2.41; p = 0.0004). No
entanto, ndo foram observadas diferengas significantes entre os grupos em relacdo as medidas
periodontais, tais como profundidade de sondagem e perda de inser¢do clinica, como também

observado em nosso estudo.

Pessoa et al. (2019) avaliaram o impacto reciproco da microbiota subgengival na
inflamagdo sistémica em pacientes com LES. Foram recrutadas 91 mulheres, sendo 31
sistemicamente saudaveis, 29 com LES inativo e 31 com LES ativo. Houve alta expressao de
citocinas pro-inflamatdrias em pacientes com LES comparativamente ao controle saudavel. Em
LES-I, observou-se inflamacdo de baixa intensidade, enquanto que uma potente citocina anti-
inflamatoria, IL-10, atenuou os fenotipos clinicos. De 24 abundancias microbianas orais
significativas encontradas em pacientes com LES, 14 perfis bacterianos subgengivais tinicos
estavam elevados em LES, com particular elevacio dos niveis de 7. denticola e T. forsythia em
pacientes com LES-A comparativamente ao controle. As correlagdes citocinas-bactérias
mostraram que os patégenos periodontais dominando o ambiente aumentaram os niveis
sistémicos de citocinas. Bolsas mais profundas e maior perda de inser¢do foram observadas em
pacientes com LES, especialmente LES-I, possivelmente em decorréncia de inflamacao
cronica, de longa duracdo e baixa intensidade. Assim, levando-se em consideracdo ainda
resultados de outro estudo (CORREA et al. 2017), pode-se hipotetizar que, embora haja
disbiose em pacientes com LES, a manifestacdo clinica de periodontite nesses pacientes fica

mascarada pelo uso de corticoides e imunossupressores.

Tal como ¢ feito em bidpsias renais, consideramos em nosso estudo a possibilidade de
se fazer bidpsias gengivais parar verificar a deposi¢dao de auto anticorpos do LES. Até onde
sabemos, nenhum estudo investigou essa possibilidade. Adicionalmente, até o presente
momento, nenhum biomarcador de soro ou urina ¢ suficientemente preciso no diagndstico de
nefrite lipica incipiente ou recidivante, para que as biopsias renais possam ser substituidas
(BAKSHI et al. 2018). No entanto, os resultados observados em nosso estudo podem ser

considerados como preliminares, visto que as biopsias foram obtidas de pacientes com
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diagnéstico definido de LES, ja em fase de tratamento, com longa durag¢do da doenga. Outras
pesquisas sdo necessarias para investigar melhor se bidpsias gengivais obtidas em fases de pré-
diagnédstico de lupus poderiam ser utilizadas como método adjunto de diagndstico com alta

especificidade e sensibilidade, o que ndo foi ainda testado em nosso estudo.

Além das bidpsias terem sido obtidas de pacientes ja diagnosticados e em tratamento de
LES, houve dificuldade de fechamento da amostra no nimero previsto de pacientes, em
decorréncia dos critérios de exclusdo serem rigidos. A amostra foi composta por 100% de
mulheres, o que também impede comparagdes entre géneros. Portanto, as conclusdes deste
estudo sdo aplicdveis a mulheres, sendo necessarios outros estudos para investigar esses
parametros em homens. Embora existam limitacdes, este ¢ um estudo inédito que contribui para
o melhor entendimento da relacdo entre doenga periodontal e LES, podendo servir de base para

outros estudos.







7 CONCLUSAO







Conclusao 85

7 CONCLUSAO

Dentro da metodologia proposta, pode-se concluir que:

= Pacientes com LES ativo e inativo, previamente diagnosticados, apresentam maior
deposicao de complexos antigeno-anticorpo no tecido conjuntivo gengival do que

pacientes saudaveis sistemicamente com doenga periodontal;

= A prevaléncia, extensdo e severidade de doenca periodontal sio maiores em

pacientes sistemicamente saudaveis do que em pacientes em tratamento para LES;

= Nao ha diferenca na prevaléncia de gengivite e periodontite observada em pacientes

com LES e sistemicamente saudaveis;

= Nao hé diferenca na perda dssea observada radiograficamente em dentes posteriores
de pacientes em tratamento para LES em comparacdo a pacientes sistemicamente

saudaveis;

= Ha correlagdo entre consumo de baixas doses diarias de prednisona e perda de

inser¢do clinica.

Esses achados sugerem que pode ocorrer deposi¢do de maior quantidade de
imunocomplexos no tecido conjuntivo gengival de pacientes com LES, o que poderia contribuir

para o diagnostico clinico de LES.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

I- DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

L. Titulo do protocolo de pesquisa: Deposicao de imunocomplexos no tecido gengival na
presencga de periodontite e lGpus eritematoso sistémico: analise microscdpica e por imunofluorescéncia

Pesquisadora: Julien Rodrigues Pires Cargo/funcio: Cirurgid-Dentista (CRO-SP 121992)
2. Avaliac¢ao do risco da pesquisa*™:

()Sem risco (X)Risco minimo ( )Risco médio ( )Risco baixo ( )Risco maior
* Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo.

11— REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU
SEU REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa:

O(A) senhor(a) esta sendo convidado (a) neste momento a contribuir para a realizagdo de uma pesquisa intitulada
“DEPOSICAO DE IMUNOCOMPLEXOS NO TECIDO GENGIVAL NA PRESENCA DE
PERIODONTITE E LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: ANALISE MICROSCOPICA E POR
IMUNOFLUORESCENCIA”. Ao assinar este documento, o(a) senhor(a) concorda em participar
voluntariamente do estudo, apds receber por escrito e de forma verbal, todas as explicagdes quanto ao tipo de
pesquisa, porque sera realizada, quais sdo os beneficios e os riscos que o(a) senhor(a) correra ao participar do
mesmo.

O objetivo desse estudo ¢ investigar a deposi¢ao de algumas células de defesa (anticorpos) que se unem ao
agente que causa a doenga (antigeno) na gengiva, onde pode causar inflamagdo da gengiva e perda do osso que
da sustentagdo ao dente. Esses anticorpos unidos a antigenos se depositam nos rins de pessoas que tem lupus.
Assim, queremos saber se isso também acontece na gengiva e se tem mais quantidade dessas células na gengiva
de pessoas com lupus do que em pessoas que sdo saudaveis.

2. Procedimentos que serao realizados:

O Sr.(a) sera avaliado(a) pelo médico que preenchera um questionario com informagdes do lupus. Sera realizado
uma avaliacdo odontoldgica que constara de exame clinico bucal completo, para avaliar se todas as estruturas da
boca estdo sadias, e de um exame periodontal especifico, em que ird constar de avaliagdo do grau de
comprometimento das estruturas que suportam o dente, verificar se a sua gengiva tem inflamagdo ou ndo e
também solicitaremos que vocé faga radiografia, para saber se existe perda do osso em volta do dente. Estes
procedimentos serdo realizados na primeira sess@o, levando em torno de 60 a 120 minutos (1 a 2 horas).

Se vocé precisar passar por tratamento de cirurgia periodontal ou se vocé tiver alguma les@o na boca que precise
ser removida para diagnostico, iremos mandar esse tecido para fazer analise histologica para descobrir o que € a
lesdo e também uma andlise por imunofluorescéncia para saber se esses anticorpos ligados a antigenos estdo
presentes na sua gengiva. Os procedimentos cirurgicos serdo realizados em sessdes de 120 a 240 minutos (2 a 4
horas), 07 (sete) dias ap6s o procedimento cirurgico o paciente retornard para avaliagdo e remogao dos pontos.
Havera um acompanhamento mensal, trimestral, semestral e anual no primeiro ano apds a alta do paciente, ainda
que a pesquisa se encerre.

Todos os pacientes que apresentarem doenga periodontal, serdo tratados com o tratamento convencional:
remocdo de placa bacteriana, remocao de calculo dentario e raspagem radicular. Nos dentes com cérie extensa
sera utilizado um cimento provisoério com o objetivo de impedir a progressio da lesdo cariosa. Outros
procedimentos serdo feitos nos casos de emergéncia (extracdo do dente e/ou protocolo de descontaminagao
intracanal dentario quando indicado), tendo em vista que a prioridade ¢ a eliminagdo de focos de infecgdo bucal,
ndo tendo a preferéncia, neste periodo da pesquisa, de procedimentos unicamente estéticos.

O tratamento sera realizado de acordo com a disponibilidade de agenda do servigo. Pacientes com situagdes mais
graves de infecgdes terdo preferéncia no atendimento.
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3. Desconfortos e riscos esperados:

Durante exame periodontal, pode haver sangramento decorrente da gengiva inflamada. Apds a limpeza dos
dentes através da profilaxia e terapia periodontal no consultério e a cooperacgdo de higiene bucal do paciente, a
gengiva e os tecidos envolta do dente melhoram e param de sangrar. Durante tratamento periodontal, sera
necessaria realizagdo de anestesia local, e o paciente pode sentir um leve desconforto de curta duragdo. Pode
ocorrer a impressdo de que o dente “aumentou de tamanho” apds o tratamento, com a possibilidade de ficar
exposta uma parte da raiz do dente. Este fato ocorre devido & diminui¢do da inflamagdo, pois o tecido deixa
de estar “inchado”. No entanto, ¢ importante relatar que o combate de infec¢des bucais ¢ altamente relevante
e supera qualquer condi¢do estética. Outra condi¢cdo que pode eventualmente ocorrer apos o tratamento, € uma
sensibilidade no dente, mas procedimentos odontoldgicos poderao ser realizados para atenuar esses
sintomas, caso aparegam. Pessoas que tomam remédios anti-agregantes plaquetérios (para deixar o sangue mais
fluido) de qualquer natureza correm maior risco de hemorragia durante esse procedimento e deverdo comunicar
a pequisadora o uso do medicamento antes do exame clinico. A pesquisadora devera entrar em contato com
seu médico para que o

procedimento de sondagem possa ser realizado de forma segura.

Também existe risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana, que ¢ uma grave infec¢ao do coragdo que
acontece quando bactérias da boca caem na circulagdo sanguinea e se instalam no coragdo. Algumas pessoas
tém mais risco de ter endocardite bacteriana, como, por exemplo, pessoas que usem protese no coragido, que
tenham doengas no corag@o que ndo foram tratadas ou que tenham tido infarto nos 6 meses antes do tratamento.
Se esse for o seu caso, vocé precisa informar a pesquisadora para que esta tome algumas medidas importantes
para minimizar esse risco, como uso de antibidtico antes do atendimento. Nesse caso, vocé serd excluido do
estudo, mas o seu tratamento vai continuar normalmente.

Sera preciso tirar radiografias para avaliar a perda 6ssea. Para isso, vocé sera exposto a radiagdo, que ¢ bem
pequena, mas que fica no corpo. Para ndo ter exposi¢do desnecessaria a radiagdo, iremos usar o menor tempo e
dose de radiagdo possivel e também iremos colocar em vocé avental de chumbo, para evitar que outros 6rgaos
também sejam expostos a radiagdo desnecessariamente.

Pode ter ainda algumas complica¢des ralacionadas ao tratamento periodontal ndo cirurgico, podera haver
sintomatologia dolorosa durante ou depois do procedimento de limpeza, sangramento local, necessidade de
remocdo de carie ativa, recontorno de restauracdes deficientes, exodontia de dentes condenados e esplintagem
de dentes moveis. Esses procedimentos para remover a placa e o calculo (tartaro) acumulado nos dentes,
permitindo eliminar a inflamagdo e alguns fatores que facilitam o aciimulo de placa e célculo serdo realizados
somente depois que for explicado a vocé o motivo do tratamento e apenas se vocé concordar. O controle da dor
durante o atendimento serd resolvido pelo profissional por meio de anestesia local; casos de dor ou desconforto
depois do tratamento deverdo ser resolvidos com uso de medicamentos topicos ou sistémicos para tirar a dor.
Poderao acontecer também complicagdes cirurgicas, como: sensibilidade dolorosa durante e depois da cirurgia,
hemorragia, edema, desconforto, alteragdo do paladar e necessidade de retorno para remogao de pontos e
acompanhamento pos-operatorio. Os casos de dor serdo resolvidos com uso de anestésico local durante a cirurgia
e de medicamentos apropriados, quando necessario, mais especificamente uso de analgésicos ¢ anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, caso niao haja restricio de seu uso, no periodo pds-operatorio. O risco de
sangramento serd controlado pelo profissional fazendo compressdo da area com gaze embebida em soro
fisioldgico e sutura em massa ou, se necessario, administragdo de acido tranexamico por via oral. O controle do
edema, desconforto e alteragdo do paladar deverdo ser minimizados por medidas a serem informadas ao
participante, de acordo com cada caso clinico.

4. Beneficios que poderao ser obtidos:

Os pacientes terdo a eliminagdo de focos de infecgdes bucais. Esses procedimentos associados a cooperacao do
paciente com a higiene bucal, contribuira para elimina¢do do mau halito, caso a origem do problema seja apenas
bucal. Procedimentos poderdo ser realizados de forma a manter os dentes que tiverem condi¢des de serem salvos
através do tratamento e manutencao do paciente, impedindo desta forma a perda precoce de varios dentes.

Os beneficios esperados para todos os participantes sdo o diagnostico e tratamento prioritario das condigdes
periodontais por meio de técnicas ndo cirurgicas e cirargicas. Em caso de necessidade de outros tratamentos,
como tratamento endodontico, por exemplo, vocé serd encaminhado ao Setor de Triagem da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP, que fara seu encaminhamento para as clinicas de outras especialidades, de acordo
com a existéncia de vagas para tratamento e com o interesse didatico.

E no caso desta pesquisa obter dados concretos e significativos, espera-se saber se a deposi¢do dos complexos
antigeno- anticorpo esta associada com a doenga periodontal e se s3o mais graves em pessoas com lipus.

Isso pode trazer beneficios para muitas outras pessoas que também sofrem com o lipus. Podera contribuir para
haver um setor de atendimento odontoldgico para todo paciente com lupus, tendo em vista a sua importancia
para a saude do paciente.
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5. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo

O tratamento que sera feito para a doenga periodontal, ja ¢ o classicamente realizado na pratica odontologica.
Nao hé procedimentos alternativos mais vantajosos.

I — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE
GARANTIAS DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

1. Os pacientes que concordarem em participar do estudo receberdo tratamento na Clinica de Periodontia
da FOB-USP.

2. O(A) senhor(a) recebera uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para que possa, a
qualquer momento, tirar suas davidas.

3. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem
que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

4. A sua identificagdo ou dos seus dados médicos e odontologicos serdo mantidos em sigilo durante todas
asetapas.

5. Os custos relativos ao seu tratamento serdo de responsabilidade do pesquisador, o qual ndo recebera

qualquer tipo de honorario. Aqueles que sentirem que houve dano decorrente da pesquisa terdo direito a
indenizagdo por parte dos responsaveis.

IV- INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO
EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

1) Julien Rodrigues Pires (aluna pesquisadora) / (61)98135-1053

2) Prof'Dr* Adriana Campos Passanezi Sant’ Ana (orientadora) / Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia de Bauru, Al. Octavio Pinheiro Brisolla 9-75. Disciplina de Periodontia — Departamento de
Protese / (14) 3235-8278

3) Prof'Dr* Larissa Costa de Moraes Pessoa (co-orientadora) / UNIP-Brasilia, SGAS 912/13. Odontologia

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o Sr. (a)

portador da cédula de identidade , ap6s leitura minuciosa das informagdes
constantes neste TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, devidamente explicada pelos
profissionais em seus minimos detalhes, ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera submetido, nio
restando quaisquer duvidas a respeito do lido e explicado, DECLARA e FIRMA seu CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta. Fica claro que o participante da
pesquisa, pode a qualquer momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de
participar desta pesquisa e ciente de que todas as informagdes prestadas tornar-se-do confidenciais e guardadas
por forga de sigilo profissional (Art. 9° do Cédigo de Etica Odontologica).

Por fim, como pesquisador(a) responsavel pela pesquisa, DECLARO o cumprimento do disposto na Resolugdo
CNS n° 466 de 2012, contidos nos itens IV.3 e V.4, este ltimo se pertinente, item IV.5.a e na integra com a
resolu¢do CNS n°® 466 de dezembro de 2012.

Por estarmos de acordo com o presente termo o firmamos em duas vias igualmente validas (uma via para o
participante da pesquisa e outra para o pesquisador) que serdo rubricadas em todas as suas paginas e assinadas

ao seu término, conforme o disposto pela Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens IV.3.fe IV.5.d.

Bauru, SP, de de 20..

Assinatura do Participante da Pesquisa Julien Rodrigues Pires
Pesquisadora
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ANEXO A — CRITERIOS CLASSIFICATORIOS PARA DIAGNOSTICO DO LES (Tan
et al. 1982; Hochberg 1997)

Presenca de 4 ou mais dos seguintes critérios:

1. Eritema malar: eritema fixo, plano ou elevado nas eminéncias malares, tendendo a poupar a
regido nasolabial.

2. Lesdo discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas queratoticas aderidas e tampdes
foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e discromia.

3. Fotossensibilidade: eritema cutaneo resultante de reagdo incomum ao sol, por historia do
paciente ou observacdo do médico.

4. Ulcera oral: ulceragao oral ou nasofaringea, geralmente nao dolorosa, observada pelo médico.

5. Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo 2 ou mais articulagdes periféricas, caracterizada por
dor a palpagdo, edema ou derrame.

6. Serosite: a) pleurite - historia convincente de dor pleuritica ou atrito auscultado pelo médico
ou evidéncia de derrame pleural; ou b) pericardite - documentada por eletrocardiografia ou
atrito ou evidéncia de derrame pericardico.

7. Alteragdo renal: a) proteinuria persistente de mais de 0,5 g/dia ou acima de 3+ (+++) se ndo
quantificada; ou b) cilindros celulares - podem ser hematicos, granulares, tubulares ou mistos.

8. Alteracdo neurologica: a) convulsdes na auséncia de farmacos implicados ou alteracdes
metabolicas conhecidas (por exemplo, uremia, cetoacidose, disturbios hidroeletroliticos); ou b)
psicose na auséncia de farmacos implicados ou alteragdes metabolicas conhecidas (por
exemplo, uremia, cetoacidose, distirbios hidroeletroliticos).

9. Alteragdes hematologicas: a) anemia hemolitica com reticulocitose; ou b) leucopenia <
4.000/mm3 em duas ou mais ocasides; ou c) linfopenia < 1.500/mm3 em duas ou mais ocasioes;
ou d) trombocitopenia < 100.000/mm3 na auséncia de uso de farmacos causadores.

10. Distarbios imunologicos: a) presenga de anti-DNA nativo em titulagdo anormal; ou b)
presenca de anti-Sm; ou c¢) achados positivos de anticorpos antifosfolipidios baseados em
concentragdo sérica anormal de anticardiolipina IgG ou IgM, em teste positivo para
anticoagulante lupico, usando teste-padrdo ou em VDRL falso-positivo, por pelo menos 6
meses e confirmado por FTA-Abs negativo.

11. Anticorpo antinuclear (FAN): titulo anormal de FAN por imunofluorescéncia ou método
equivalente em qualquer momento no tempo e na auséncia de firmacos sabidamente associados
com a sindrome lipica induzida por medicamentos.
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ANEXO B - SLEDAI

SLEDAI - indice de atividade de doenga em pacientes com LES.

pEso Intercorréncia Definigao

& [ ]Convulsao Inicio recente, excluindo-se outras causas - (metabadlica, infecciosa, uso de drogas,
etc..)

& [ |Psicose Disturbio grave na percepgéo da realidade : alucinagdes, incoeréncias, pensamento
ilégico, bizarro e desorganizado, comportamento catatdnico. Excluir uremia e uso de
dragas.

& [ ]Sindrome organica Fungio mental alterada com comprometimento da orientagdo, memoria e outras

cerebral fungdes intelectuais, com inicio rapido e flutuagdes do quadro clinico. Inclui turvagao da
consciéncia com redugio da capacidade de concentracdo, disturbio da percepcéo,
incoeréncia na fala, insénia ou hipersonia diurna, com aumento ou diminuicio da
atividade psicomaotora. Excluir causas metabdlicas, infecciosas ou uso de drogas

& [ |Distarbios visuais Modificagdes retinianas do LES. presenca de corpos citdides, hemorragias retinianas ,
exsudatos serosos ou hernorragicos da coroide ou neurite optica. Excluir hipertensao,
infeccdo ou uso de drogas

& [ |Distarbios dos pares Neuropatia sensitiva ou motora envolvendo pares cranianos

cranianos

& [ ]Cefaléialupica Cefaléia intensa persistente Pode ser do tipo vascular mas ndo responde aos
tratamentos habituais.

g8 [ JAV.C Acidente vascular cerebral (A.V.C.) de acometimento recente. Excluir aterosclerose

& [ ]Vasculite Ulceracio, gangrena, ndduios digitais dalorosos, infartos peniungueais, hemarragias
subungueais, biopsia sugestiva de vasculite.

4 [ ]Artrite Mais de duas articulacGes acometidas, com dor & sinais flogisticos (calor, rubor e
edema).

4 [ ]Miosite Mialgia ou fraqueza proximal, associada a elevacio da creatinofosfocinase, aldolase, ou
eletromiografia ou bidpsia muscular sugestivas.

4 [ ]Cilindrdria Cilindros hematicos ou céreos no sedimento urinario.

4 [ ]Hematuria Mais de cinco hemacias por campo no sedimento urinario. Excluir litiase, infeccao e
outras causas.

4 [ ]Proteindria Mais de 0,5g em 24 horas ou aumento de mais de 0,5g/24h em relagdo a contagens
basais.

4 [ ]Pidria Mais de cinco leucocitos por campo no sedimento urinario. Excluir infeccao.

2 [ ]Novo'rash” cutdneo "Rash’ do tipo inflamatério de inicio recente ou recorrente

2 [ ]Alopécia Alopécia difusa ou localizada de inicia recente au recarrente

2 [ ]Ulceras mucosas Ulceras orais ou nasais de inicio recente ou recorrente

2 [ ]Pleurite Dar pleuritica com atrito, derrame ou espassamento pleural

2 [ ]Pericardite Dar pericardica com pelo menos um dos componentas: atrito ou derrame

2 [ ]Complemento baixo Diminuigdo do C3, C4 ou CH50

2 [ ]JAnti-DNA Aumento de 25% acima dos valores de referéncia.

1 [ ]Febre =37, 7°C. Excluir infecgio.

1 [ ]Trombocitopenia < 100 000 plaguetas/mm?®

1 [ ]lLeucopenia < 3000 leucdcitos/mm?®. Excluir efeito de drogas

FICHA DE COLETA DE DADOS
SLEDAI
NOME oo e DATALL

Obs : Considerar os dez dias anteriores a avaliagdo na definicda das intercorréncias

TOTAL DE PONTOS = SLEDAL. ...
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ANEXO C - SDI (SLICC/ACR)

SLICC- Systemic Lupus International Collaborating Clinics

Escore Dano

OCULAR

1 Catarata em qualquer olho, primdria ou secundaria a corticoterapia, documentada por oftalmoscopia

1 Alteragdo retinal documentada por oftalmoscopia

1 Atrofia optica documentada por exame oftalmoscopico
NEUROPSIQUIATRICO

1 Disfungao cognitiva (por exemplo, prejuizo de memoria, dificuldade de calculo, prejuizo da concentragdo, dificuldade de
linguagem falada ou escrita) documentada por exame clinico ou teste neurocognitivo

1 Psicose maior definida por distirbios graves da percep¢do da realidade caracterizados por delirios, alucinagdes auditivas ou

visuais, incoeréncia, perda de associagdo de idéias, empobrecimento de idéias, pensamento ilogico, comportamento bizarro,
desorganizado ou catatdnico

1 Convulsdes caracterizadas por movimentos tonicos e clonicos, requerendo terapia anticonvulsivante por mais de seis meses
1(2) Acidente vascular cerebral que resulte em achados focais como paresia e fraqueza ou ressec¢do cirirgica por outras causas,
exceto malignidade (escore 2 se mais de um evento)
1 Neuropatia craniana ou periférica, excluindo-se neuropatia Optica, resultando em distirbio motor ou sensitivo
1 Micelite transversa (fraqueza de membros inferiores ou perda sensitiva com perda do controle esfincteriano retal e urinario)
RENAL
1 Taxa de filtracdo glomerular < 50%
1 Proteinuria > 3,5 g/24 horas
3 Insuficiéncia renal terminal (mesmo em didlise ou transplante)
PULMONAR
1 Hipertensao pulmonar (proeminéncia de ventriculo direito ou ausculta em foco pulmonar)
1 Fibrose pulmonar (exame fisico e radiografia)
1 Shrinking lung syndrome (radiografia)
1 Fibrose pleural (radiografia)
1 Infarto pulmonar (radiografia), ressec¢do por outra causa que ndo malignidade
CARDIOVASCULAR
1 Angina pectoris ou angioplastia
1(2) Infarto agudo do miocardio documentado por eletrocardiograma e perfil enzimatico (escore 2 se mais de um evento)
1 Miocardiopatia (disfun¢do ventricular documentada clinicamente)
1 Doenga valvular (murmiirio diastdlico ou sistdlico > 3/6)
1 Pericardite por seis meses ou pericardiectomia
VASCULAR PERIFERICO
1 Claudicacdo persistente por seis meses
1 Perda tecidual menor (perda de polpa tecidual)
1(2) Perda tecidual significante (por exemplo, perda digital ou de membro) (escore 2 se mais de um sitio)
1 Trombose venosa com edema, ulceragdo ou evidéncia clinica de estase venosa
GASTROINTESTINAL
1(2) Infarto ou ressec¢ao intestinal abaixo do duodeno, bago, figado ou vesicula biliar por qualquer causa (escore 2 se mais de um
sitio)
1 Insuficiéncia mesentérica com dor abdominal difusa ao exame clinico
1 Peritonite cronica com dor abdominal persistente e irritagdo peritoneal
1 Constri¢do esofagica observada por endoscopia ou cirurgia de trato gastrointestinal superior como corregdo da constri¢do,
cirurgia de ulcera, etc., ou por historia de insuficiéncia pancreatica requerendo reposi¢do enzimatica ou por pseudocisto
MUSCULOESQUELETICO
1 Atrofia muscular ou fraqueza muscular, demonstradas pelo exame fisico
1 Artrite deformante ou erosiva (incluindo-se deformidades redutiveis e excluindo-se osteonecrose) no exame fisico
1 Osteoporose com fratura ou colapso vertebral (excluindo-se osteonecrose) demonstrada radiograficamente
1(2) Osteonecrose demonstrada por qualquer técnica de imagem (escore 2 se mais de um evento)
1 Osteomielite documentada clinicamente e confirmada por cultura ou ruptura tendinea
DERMATOLOGICO
1 Alopecia cicatricial cronica documentada clinicamente
1 Cicatriz extensa ou paniculite em localiza¢do diferente do couro cabeludo ou polpa tecidual, documentada clinicamente
1 Ulceracdo cutinea (excluindo-se trombose) por mais de seis meses
FALENCIA GONADAL PREMATURA
1 Amenorréia secundaria antes dos 40 anos de idade
DIABETES
1 Requerendo tratamento e independente deste.
MALIGNIDADE
1(2) Documentada por exame patoldgico, excluindo displasia (escore 2 se mais de um sitio)
TOTAL

OBSERVACAO - Considera-se dano a alteragdo ndo reversivel e ndo relacionada com a inflamacéo ativa ocorrida desde o inicio do LES. A avaliagdo é feita por
médico e a alteracdo deve estar presente por pelo menos seis meses. Episddios repetidos devem ocorrer em intervalo de pelo menos seis meses para obterem
escore 2. A mesma lesdo n3o pode ser considerada duas vezes. O dano global do SLICC/ACR-DI descreve o escore total resultante do prdprio LES ou de qualquer
outro processo patolégico como aterosclerose, hipercoagulabilidade, HAS, terapéutica do LES e outras co-morbidades.

Nome do paciente:
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ANEXO D — TERMO DE APROVACAO DO CEP - FOB-USP

USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU DA w
USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DEPOS[CAD DE IMUNOCOMPLEXOS NO TECIQO GENGIVAL NA PRESE DE
ERIODONTITE E LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO: ANALISE MICROSCOPICA
E POR IMUNOFLUORESCENCIA

Pesquisador: JULIEN RODRIGUES PIRES

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 74444117.0.00005417

Instituic3o Proponente: Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.340.960

Apresentagido do Projeto:

O projeto visa estudar as relagdes entre Lipus Entematoso Sistemico & doenga periodontal, visanndo
aumentar eficiéncia do diagnostico do LES.

Objetivo da Pesquisa:

objetivo deste estudo € avaliar a deposicio de complexos imunes no tecdo gengval

de indviduos diagnosticados com LES comparativamente a individuos saudaveis sistemicamente, ambos
com doenca periodontal.

Cumentarios e Constderacnes sobre a Pesquisa:

Pesquisa em acordo com a Resolugédo 466/2012 e normas deste CEP. Possui relevancia social e potencial
deavango do conhecimento na rea.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentagio foram adequados e estdo em conformidade com as normas.

Recomendagdes:
MNé&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Todas as pendéncias apontadas anteriormente foram devidamente sanadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Esse projeto foi considerado APROY

DO na reunido ordinaria do CEP de 11/10/2017, com base nas
normas eticas da Resolugdo CNS 466/12. Ao término da pesqguisa o CEP-FOB/USP exige a apresentagéo
de relatonio final. Os relatonos parcials deverdo estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido
pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, incluséo ou excluséo de autores, cronograma & quaisquer
outras mudangas que sejam significativas deverdo ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de
néo aprovagido do relatdrio final. Quando da apresentagéo deste, deveréio ser incluidos todos os TCLEs efou
termos de doagdo assinados e rubricados, se pertinentes.
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ANEXO E — PARECER COMISSAO CIENTIFICA ILSL

PARECER DA COMISSAQ CIENTIFICA

Titulo do Projeto: Deposicdo de imunocomplexos no tecido gengival na presenca
de periodontite e lpus eritematoso sistémico: andlise microscopica e por
imunofluorescéncia.

Processo n®; 339/17

Coordenador: Adriana Campos Passanezi Sant’ Ana

COMENTARIOS ADICIONAIS

'T.i-_e desejar, comente os itens:

e

Se restringe 20s aspectos laboratoriais dimimuindo a abrangéncia e relevanci do estudo

Inmodugao:

O texto & claro e bem escrito, mas carece da descrigio dos mecanismos immnopatologicos envolvidos m etioloma
da doenga periodontal, em especial, sobre o papel dos parametros que serao avakiados no estado (anBcorpos.
complemento) justiScando o estudo.

Objenvos:

Ha total divergéncia entre o nrulo que enfoca os pardmetros laboratoriais (analise histopatologica, presenca de
imunocomplexos) @ 05 objetives que 52 referam apenas 205 aspectos clinicos.

AVALIAGAO FINAL

PROJETO EXCELENTE O
Projeto bem qualificado em todos ositens O
| Projeto qualificado, mas deficiente em alguns itens. Recomendo ser refeito X |
Projeto deficiente. Recomendo ser refeito O
Projeto com graves deficiéncias. NAO APROVADO O

Justifique a Avaliagdo:

Imprecisdo na metodologia apresentada O
Experiéncia insuficiente da equipe O
Objetivos excessivamente genéricos O
Orcamento incompativel O

Outros X, conforme detalhado nos comentarios

NOME DO RELATOR: Comissdo Cientifica
DATA: 09/10/2017
ASSINATURA:

A Comiss3o se compromete a manter sigilo da identidade do parecerista
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ANEXO F - CRITERIOS DE CLASSIFICACAO DE LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO SLICC/ACR (Petri et al. 2012)

Presenca de 4 de 17 critérios, incluindo pelo menos 1 dos 11 critérios clinicos e 1 dos 6 critérios

imunolégicos:
CRITERIOS CLINICOS
Lupus Cutineo Agudo Rash malar do ltipus (ndo contar se discoide malar)
Lupus bolhoso
Variante toxica de necrolise epidermal do LES
Rash maculopapular do lipus
Rash fotossensitivo do lapus
na auséncia de dermatomiosite
OU lupus cutaneo subagudo (forma psoriaca ndo induzida e/ou lesdes
policiclicas anulares que curam sem cicatriz, embora ocasionalmente
com despigmentacdo pos-inflamatoria ou telangectasias)
Lipus Cutineo Crénico Rash discoide classico
e Localizado (acima do pescogo)
e Generalizado (acima e abaixo do pescogo)
Lupus hipertréfico (verrucoso)
Lupus panniculitis (profundus)
Lupus mucoso
Lupus eritematoso timido
Luapus chillblain
Lupus discoide/sobreposi¢do com liquen plano
Alopécia (Nio Fibrotica) ~ Alopecia sem cicatriz (afinamento difuso ou fragilidade capilar com
cabelos quebrados visiveis) na auséncia de outras causas tais como
alopecia aerata, drogas, deficiéncia de ferro e alopecia androgénica
Ulceras Orais Ou Nasais Palato, vestibular, lingua OU dlceras nasais na auséncia de outras
causas, como vasculite, doenga de behcet, infecgdo por herpes virus,
doenga inflamatodria de bowel, artrite reativa e comidas acidas.
Sinovite Sinovite envolvendo 2 ou mais articulagdes, caracterizadas por edema
ou derrame OU fraqueza em 2 ou mais articulagdes e pelo menos 30
minutos de rigidez matutina
Serosite Pleurisia tipica por mais do que 1 dia
OU derrame pleural

OU rubor pleural
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Renais

Neurolégicas

Anemia Hemolitica

Leucopenia Ou
Linfopenia

Trombocitopenia

FAN

Dor pericardica tipica (dor com dectibito melhorado sentando-se para
a frente) por mais do que 1 dia

OU derrame pericardico

OU rubor pericardico

OU pericardtie por eletrocardiografia

na auséncia de outras causas, tais como infec¢do, uremia e
percicardite de Dressler

Taxa de proteina:creatinina na urina (ou proteina na urina de 24 hs)
representando 500mg proteina/ 24 horas OU globulos vermelhos
Tontura

Psicose

Mononeurite multiplex

na auséncia de outras causas conhecidas tais como vasculite primaria
Mielite

Neuropatia periférica ou craniana

na auséncia de outras causas conhecidas, tais como vasculite
primaria, infec¢do e diabetes mellitus

Estado de confusao aguda

na auséncia de outras causas, incluindo toxicas/metabolicas, uremia,

drogas

Mas atengdo: o encontro de anemia de doenga cronica ¢ comum no
doente lupico. Entretanto, apenas a anemia hemolitica ¢ critério
diagnostico.

(< 4000/mm’ pelo menos uma vez)

na auséncia de outras causas conhecidas como sindrome de Felty,
drogas e hipertensdo portal

ou

Linfopenia (< 1000/mm® pelo menos uma vez)

na auséncia de outras causas conhecidas, tais como uso de
corticoesteroides, drogas e infec¢oes

Plaquetas < 100.000/mm? pelo menos uma vez

na auséncia de outras causas conhecidas como drogas, hipertensao

portal e purpura trombdtica trombocitopénica
CRITERIOS IMUNOLOGICOS
Positividade para a pesquisa do FAN (fator antinuclear), positivo em

mais de 98% dos casos. Nivel de FAN acima da faixa de variagao
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Anti-DNA Dupla Hélice
(Anti-DNAds)

Anti-Sm

Anticorpos
Antifosfolipidio

Hipocomplementemia

Coombs Direto Positivo

de referéncia

Boa especificidade para o LES, presente em 75% dos casos. Nivel de
anticorpos anti-dsDNA acima da variagdo de referéncia do
laboratério (ou 2 vezes a variagdo de referéncia se for testado
por ELISA.

Presenca de anticorpos contra antigeno SM nuclear
Positividade de anticorpos anti-fosfolipides determinada por
algum dos seguintes:

Resultado positivo do teste para lupus anticoagulante
Resultado falso-positivo do teste para reagina do plasma rapida
Média ou alta titulagdo de anticorpos anticardiolipina (IgA, IgG
ou IgM)

Resultado positivo do teste para anti-B2-glicoproteina 1 (Iga,
IgG ou IgM)

C3 baixo, C4 baixo ou CH50 baixo.

Teste de Coomb direto positivo na auséncia de anemia hemolitica

Diagnéstico alternativo: Biopsia renal demonstrando padrio de nefrite lipica + positividade para FAN e/ou

anti-DNAdSs.
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ANEXO G - IDENTIFICACAO DO PACIENTE

IDENTIFICACAO
Nome completo: ‘ Género: ( )F ( )M
Data de nascimento: /] | Idade: anos | Estado civil:
Naturalidade: UF: | CPF: | RG:
Profissao: \ Cidade residente: \ ()B()P( )N
Telefones para contato:
N° de registro ILSL: ‘ CNS:
| HISTORIA SOCIAL
Fumante ( )sim ( )ndo Ex-fumante ( ) Parou hd quanto tempo? Obs.:
| HISTORIA MEDICA
Ano do diagnostico do LES: Altura: m Peso: kg IMC=
1°SLEDALI: ~~ DATA: __ / /  1°dosagem PCRus: __ DATA: / / Obs.:
2°SLEDAI: _ DATA:  / /_ 2°dosagem PCRus: _ DATA: / / Obs.:

Historico do LES:

Alergia: ( ) nega ( )afirma

Uso de medicacdes: ( ) nega ( ) afirma Citar:

Citar se tiver outro comprometimento sistémico:

Pratica atividade fisica? ( ) sim () ndo Qual? Quantas vezes por semana?
| ANALISE CLINICA BUCAL
Ultima ida ao dentista: Motivo:

Exame extrabucal: ( ) normal ( ) alterado

Exame intrabucal: ( ) normal ( ) alterado

N° total de dentes na 1° consulta: Requer outro tratamento odontoldgico além da Periodontia?
( )sim ( )ndo Qual? ( )Dentistica( )Endodontia ( )Estomatologia ( )Ortodontia ( )Prétese ( )outro
Outras informacoes:
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ANEXO H — QUESTIONARIO DE ANAMNESE

Suas gengivas sangram quando escova os dentes?

Ja fez tratamento de gengiva alguma vez?

Ja teve hemorragia apds extragdo de dentes?

E alérgico a:

() anestesia dentaria

() penicilina ou outros antibidticos

() sulfas
() aspirina
() Outros

E alérgico a outras substancias que ndo sejam medicamentos?

Se sim, qual?

Esta atualmente sob cuidados médicos?

Qual o motivo?

Esta tomando algum medicamento no momento?

Quais?

Ja tomou cortisona alguma vez?

Quais das enfermidades vocé tem ou ja teve?

() Febre reumatica

() Doengas cardiovasculares

() Diabetes (ou algum membro da familia)

Em caso afirmativo, qual tipo?

Ha quanto tempo?

() Tonturas

() Anemia

Esteve acamado por muito tempo nos ultimos anos?

Suas juntas doem ou incham com frequéncia?

Ja teve ulcera no estdmago ou duodeno?

Tem algum problema com figado ou vesicula?

Ja teve ou viveu com alguém que tivesse tuberculose?

Quando voce se corta a ferida sangra muito?

Sofreu alguma operag@o nos ultimos 10 anos?

Qual?

Sofreu varia¢do de peso ultimamente?

Ganho ou perda?

Ja fez algum tratamento radioterapico ou quimioterapico?

Qual regiao?

Por quanto tempo?

Tem problema com pressao arterial?

Pressao:

Tem ou teve problema associado a menstruagao?

Esta gravida?

E fumante?

Ha quanto tempo?

Quantos magos por dia?

E portador de alguma doenca infecto-contagiosa?

Se sim, qual?




Anexos 117

ANEXO I - PERIOGRAMA

Recessdo (+) ou Hiperplasia Profundidade de sondagem Nivel de inser¢do (P.S. + recessao) ou (P.S. - indice de sangramento gengival indice de placa

------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
%--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
--------------_-----------------
%--------------_-----------------m
--------------_-----------------Iﬂ
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