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RESUMO

Este € um estudo de intervencéao clinica controlado. O propdsito do presente estudo
foi avaliar o impacto do tratamento periodontal (TP) sobre marcadores sistémicos da
inflamacéo e determinar uma associagdo entre pré-hepcidina (pro-horménio da
hepcidina) e periodontite crénica (PC) em pacientes com doenga renal cronica
(DRC) que ainda nao foram submetidos a dialise. Nesse estudo foram incluidos 56
pacientes com PC moderada a severa, sendo 36 com DRC (grupo DRC) e 20 sem
doencga sistémica e com fungéo renal normal (grupo controle). A DRC foi definida de
acordo com K/DOQI da National Kidney Foundation. A PC foi definida segundo a
Associagcao Americana de Periodontia (AAP) pelo nivel de insergéo clinica (NIC) e
profundidade de sondagem (PS). Os participantes receberam tratamento periodontal
ndo cirurgico e os marcadores inflamatérios, proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-
us), interleucina-6 (IL-6) e pro-hepcidina foram avaliados antes do TP e trés meses
ap6s. Os resultados obtidos comprovaram a eficacia do TP com a redugéao
significativa dos valores de NIC e PS no grupo controle (2,37+0,40 vs. 2,02+ 0,43, p
<0,05 e 2,52+0,41 vs. 1,98+ 0,40, p <0,05) e no grupo DRC (2,92+0,92 vs. 2,20+
0,65, p <0,05 e 2,90+1,13 vs. 1,99+ 0,82, p <0,05). O TP resultou em uma
diminuicao estatisticamente significativa nos niveis de PCR-us e IL-6 em ambos os
grupos. Adicionalmente, houve uma queda significativa na dosagem sérica de pro-
hepcidina (ng/mL) apés o TP tanto no grupo controle (147,39+51,50 vs.
131,72+47,10, p <0,05) quanto no grupo com DRC (166,24+55,70 vs. 153,29+56,90,
p <0,05). Além disso, no modelo de regressao linear multivariada, a redugcédo dos
niveis de pro-hepcidina apés TP foi significativamente e independentemente
associada com niveis de IL-6 (p=0,02) no grupo controle. Portanto, concluiu-se que a
PC moderada a severa em pacientes com DRC, pode determinar aumento da
resposta inflamatoria sistémica. O TP eficaz pode induzir um declinio dessa carga
inflamatédria sistémica e uma diminuigdo na pro-hepcidina sérica. Esta terapia pode
constituir uma importante intervencdo na melhoria da inflamagado observada em

pacientes com DRC.

Palavras-chave: Proé-hepcidina. Periodontite cronica. Doenga renal crénica.
Marcadores inflamatérios. Hepcidina.



ABSTRACT

This is an interventional controlled clinical assay. The aim of this study was to
determine the impact of periodontal treatment (PT) on the systemic markers of
inflammation and to determine a correlation betwen serum level of prohepcidin
(prohormone of hepcidin) and chronic periodontitis (CP) in patients with chronic
kidney disease (CKD) who were not yet under dialysis. This study included 56
patients with CP moderate to severe, 36 with CKD (CKD group) and 20 without
systemic diseases and with normal renal function (control group). CKD was defined
as suggested by the K/DOQI of National Kidney Foundation. CP was defined by the
clinical attachment level (CAL) and the probing pocket depth (PPD), according to the
American Association of Periodontology (AAP). The participants received no surgical
periodontal treatment and inflammatory markers ultrasensitive C-reactive protein (us-
PCR), interleukin-6 (IL-6), and prohepcidin were evaluated before and 3 months after
PT. The results proven effective PT was by measuring decreases in CAL and PPD
following PT in the control (2,37+0,40 vs. 2,02+ 0,43, p <0,05 and 2,52+0,41 vs.
1,98+ 0,40, p <0,05), and CKD groups (2,92+0,92 vs. 2,20+ 0,65, p <0,05 and
2,90+1,13 vs. 1,99+ 0,82, p <0,05). PT resulted in a statistically significant reduction
in us-PCR and IL-6 levels in both groups. Additionally, there was a significant fall in
serum prohepcidin (ng/mL) after PT in the control group (147.39£5150 vs.
131.72447.10, p<0.01) and CKD group (166.24+55.70 vs. 153.29+56.90, p<0.05).
Moreover, in multivariated linear regression, the reduction of prohepcidin levels after
PT was significantly and independently associated with IL-6 levels (p=0.02) in the
control group. However, in conclusion CP moderate to severe in patients with CKD,
can determine increase in the systemic inflammatory response. Successful PT, by
inducing a decline in the systemic inflammatory burden and a decrease in serum
prohepcidin. This terapy might constitute an important intervention in ameliorating of

the inflammation seen in patients with CKD.

Key words: Prophepcidin. Chronic periodontitis. Chronic kidney disease.
Inflammatory markes, Hepcidin.
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1 INTRODUCAO

O interesse na relacdo entre a doenga renal cronica (DRC) e a
periodontite crénica (PC) tem sido crescente, especialmente na terapia renal
substitutiva (TRS) com pacientes em hemodialise (HD) (CRAIG et al.,, 2007). Em
parte, isso se deve aos recentes estudos sobre os efeitos sistémicos da PC na
Diabetes mellitus (DM) (SHULTIS et al., 2007) e nas doengas cardiovasculares
(DCV) como arterioesclerose (TONETTI et al., 2007), que s&o algumas das
principais comorbidades associadas com a DRC em todo o mundo (ELSAYED et al.,
2007).

A crescente incidéncia e a alta morbimortalidade da DRC tornaram essa
doenga um problema de saude publica mundial (DUBOSE, 2007; JAMES et al.,
2010; LEVEY et al., 2007). Em decorréncia da perda progressiva e irreversivel da
funcdo renal, ocorrem varias complicagdes, entre elas a anemia secundaria a
deficiéncia de eritropoetina (EPO) (ABENSUR et al.,, 2006), DCV e inflamacéao
cronica (BASTOS et al., 2004).

A PC é caracterizada por um processo inflamatério local causado por
bactérias que destroem os tecidos periodontais e induzem inflamagdo local.
Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e lipopolissacarideos, presentes no
biofilme subgengival, e citosinas pro-inflamatérias dos tecidos periodontais
inflamados podem agir na circulagdo, contribuindo para o aumento da resposta
imune e inflamatoria sistémica (BUHLIN et al., 2003; CRAIG et al., 2007,
KSHIRSAGAR et al., 2007; SALZBERG et al., 2006).

A susceptibilidade de pacientes com DRC desenvolverem PC pode estar
associada a estomatite urémica e ma higiene oral, hipossalivagcdo e xerostomia,
alteracbes degenerativas de células epiteliais, osteodistrofia renal, imunidade e
cicatrizagao diminuida (DAVIDOVICH et al., 2005, KADIROGLU et al., 2006). Além
disso, a crescente incidéncia da PC aumenta a probabilidade de que, cada vez mais,
pacientes com DRC apresentem essas doencas concomitantemente (FISCHER,;
TAYLOR, 2009).
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Estudos recentes sobre a associagao entre DRC e PC demonstraram que
a PC foi moderada a severa nesses pacientes (BORAWSKI et al., 2007), e foi
inclusive considerada um fator de risco nao tradicional para a DRC (FISCHER et al.,
2008). Desse modo, pode-se supor que parte do processo inflamatorio cronico,
descrito em pacientes com DRC, pode ser decorrente da PC, por meio de
mecanismos ligados a inflamagdo, que aumentam a expressao de marcadores
inflamatorios, como interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa (PCR), o que pode

influenciar na carga inflamatdria desses pacientes.

Entretanto, esta associacao em pacientes com DRC e PC ainda nao foi
totalmente elucidada. Além disso, a descoberta de novos marcadores, como a
hepcidina, um pequeno peptideo sintetizado pelo figado, (HUGMAN, 2006; KRAUSE
et al., 2000; PARK et al., 2001) que também parece ser regulado pela inflamacgao,
pode ter efeitos associados a PC com repercussdes na DRC. Por isso, o presente
estudo propds investigar os efeitos da PC e seu tratamento sobre marcadores
inflamatorios, especialmente sobre a pro-hepcidina (pro-horménio da hepcidina),
com a finalidade de estabelecer possiveis associagdes com DRC. Assim, esta é a
primeira vez que se busca estabelecer a associacdo causal entre a atividade da PC
e a hepcidina.

Para o levantamento bibliografico foi pesquisado o MeSH Database/PubMed,
Medline e Cochrane Library com os termos “chronic kidney disease or chronic renal

” 113 ” 13

insufficiency” em combinagdo com “chronic periodontitis”, “hepcidin”, “prohepcidin”
ou “inflammatory markers”. A pesquisa também incluiu a busca dos termos “chronic
periodontitis” em combinagdo com “hepcidin”, “prohepcidin®, ou “inflammatory
markers”. Inicialmente, foram selecionadas publicagdes dos ultimos 10 anos até
marcgo de 2011, de jornais de maior fator de impacto, porém, ndo foram excluidos os
artigos mais relevantes sobre o assunto, mesmo com data anterior a esse prazo.
Também, foi pesquisada a lista de referéncias dos artigos selecionados por esta
estratégia de pesquisa. Para a selegcdo dos artigos a serem incluidos na reviséo
foram considerados o conteudo e a clareza do texto a respeito do assunto. Além

disso, n&o se restringiu pela lingua de origem.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A doencarenal cronica

Os rins sao 6rgaos fundamentais para a manutengdo da homeostase do
corpo humano, pois atuam como orgaos de fungdo enddcrina, reguladora e
excretora, acdes estas fundamentais a manutencao do equilibrio no metabolismo
corporal (DUBOSE JR., 2007; ROMAO JR., 2004).

A DRC é definida como anormalidade estrutural e/ou funcional dos rins

baseada nos critérios da National Kidney Foundation (K/DOQI, 2002):

a. lesao presente por um periodo igual ou superior a trés meses, definida por
anormalidades estruturais e/ou funcionais do rim, com ou sem diminuicdo do
ritmo de filtracdo glomerular (RFG), manifestada por anormalidades patoldgicas
ou marcadores de lesdo renal, especialmente microalbuminuria, incluindo
alteracdes sanguineas ou urindrias, ou nos exames de imagem;

b. RFG <60 mL/min/1,73 m? por um periodo > trés meses, com ou sem les&o

renal.

Com base nesta definigdo, a nova classificagao e o estagiamento da DRC

sao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 - Estagiamento da doenca renal crénica

Estagio Descrigao RFG (mL/min/1,73 m?)
1 Lesao renal com RFG normal ou aumentado >90
2 Lesao renal com leve diminui¢gdo do RFG 60-89
3 Lesao renal com moderada diminuicdo do RFG 30-59
4 Lesao renal com acentuada diminuicao do RFG 15-29
5 Faléncia renal funcional ou TRS <15

Fonte: Modificado de K/DOQI, 2002.

RFG = ritmo de filtracao glomerular, TRS = terapia renal substitutiva



Efeitos do tratamento nao cirurgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC 16

Recentemente, o centro nacional americano para condigdes crénicas
propés uma modificagdo no estagiamento da doencga renal crénica apresentado no
quadro 1, sendo que o estagio 3 foi subdividido em estagio 3A e 3B. Neste caso, o
estagio 3A, representa lesédo renal com RFG entre 45 a 59 mL/min/1,73 m?, e o 3B
com RFG entre 30 e 44 mL/min/1,73 m2.

A DRC vem aumentando em todo o mundo e o numero de tratamento de
HD aumenta 10% a 15% anualmente (KLASSEN; KRASKO, 2002; LEVEY et al.,
2007).

Coresh et al. (2003) avaliaram o RFG e a presencga de lesdo renal em
15.625 individuos acompanhados no Third National Health and Nutrition Examination
Survey - NHANES llI. Os autores concluiram que a prevaléncia estimada de DRC na
populagcdo americana foi de 11% (19,2 milhées de individuos), com uma distribuicdo
entre os estagios da DRC de aproximadamente 5,9 milhdes (3,3%) de individuos no
estagio 1; 5,3 milhdes (3,0%) no estagio 2; 7,6 milhdes (4,3%) no estagio 3; 400 mil
(0,2%) no estagio 4 e 300 mil (0,2%) no estagio 5. Segundo dados parciais do
NHANES 1V, aproximadamente cerca de 28 milhdes de adultos americanos,
apresentaram prevaléncia estimada de DRC nos seus diferentes estagios até o ano
de 2007 (SAYDAH et al., 2007).

O Brasil ainda nao dispde de estudos epidemioldgicos da DRC utilizando
a nova definicdo da doenca, a nao ser aqueles referentes a TRS. Em 2007, Sesso e
Gordan estimaram que existe cerca de 1,96 milh&do (ou 1,87%) de brasileiros adultos
com RFG <60 mL/min/1,73 m?, ou seja, nos estagios 3, 4 e 5 da DRC. Segundo
estimativas da Sociedade Brasileira de Nefrologia em 2008, o numero de pacientes
em tratamento dialitico era de 87.044 pacientes, o que corresponde a um aumento
anual de 18,3%. A taxa média de prevaléncia de pacientes em TRS (incluindo os
transplantados renais) foi de 468 por milhdao da populagdo (pmp) (SESSO et al.,
2008). Ja a taxa de incidéncia anual reportada foi de 175 pacientes/pmp,
correspondendo a, pelo menos, 30.000 pacientes novos por ano. Na fase preé-
dialitica, o numero de pacientes nos diferentes estagios da DRC nao é exatamente

conhecido.

O numero estimado de 6bitos em 2007 foi de 13.338, 0 que corresponde
a uma taxa de mortalidade bruta de 15,2% em relacdo aos pacientes em risco por

ano. As principais causas de obito foram DCV (37%), infecciosas (26%),
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cerebrovasculares (10%), outras causas e desconhecidas (27%) (SESSO et al.,
2008).

As principais etiologias da DRC estdo associadas a hipertensao arterial
(HA) (36%), DM (26%), glomerulonefrites crbénicas, doencgas cisticas dos rins,
uropatia obstrutiva, rejeicdo crbnica do transplante, entre outras. Os principais
fatores de risco para a DRC sdo HA, DM, idade acima de 60 anos, o fato de ser
transplantado renal e possuir familiares em TRS (K/DOQI, 2002).

O curso geralmente silencioso da DRC, nos seus estagios mais iniciais,
dificulta o diagnéstico precoce da doenga, bem como restringe a implementacéo de
medidas nefroprotetoras. As intervengdes para diminuir ou reverter a progressao da
DRC mais frequentemente usadas sao: controle da pressao arterial, diminuicdo da
proteinuria, controle do diabetes, eliminagdo do habito de fumar, controle do peso,
restricdo da ingestao proteica e controle da hiperlipidemia (BASTOS et al., 2004).

Quando o RFG atinge valores muito baixos, geralmente inferiores a 15
mL/min/1,73m?, estabelece-se 0 que se denomina doencga renal cronica terminal
(DRCT) (K/DOQI, 2002). Nesse estagio, o paciente apresenta sintomatologia
relacionada a danos de varios sistemas, denominando-se a sindrome urémica. Esta
sindrome cursa com varias manifestacbes cardiovasculares, enddcrinas,
metabdlicas, osteomioarticulares, neurologicas, gastrointestinais, pleuropulmonares,
psicolégicas, dermatoldgicas, oculares, imunoldogicas e hematologicas (MEYER,;
HOSTETTER, 2007).

Uremia significa elevagcao de ureia no sangue. A ureia sempre esta
elevada na insuficiéncia renal, mas n&o € um marcador confiavel de fung&o renal,
pois sua elevacado depende muito da alimentagdo e do estado de hidratacdo do
paciente. Na uremia, observa-se a producdo e liberacdo anormal de citosinas,
sugerindo imunidade alterada, o que contribui para o estado inflamatério descrito
nesta fase. A alteragdo da imunidade contribui para a morbidade associada as
infeccbes, a resposta diminuida a vacinas e maior risco de neoplasias (MEYER,;
HOSTETTER, 2007).

As alteracbes do sistema imune na DRC constituem complexos
mecanismos, envolvendo tanto o sistema imune inato quanto adaptativo. Diante da

uremia ocorre hipercitosinemia, devido ao acumulo de citosinas pré-inflamatérias,
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tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-6, consequentes da provavel
eliminacao renal diminuida e/ou provavel produ¢cao aumentada, devido a indugao por
toxinas urémicas, estresse oxidativo, comorbidades, entre outros. Além disso, a
uremia esta associada com imunossupressdo devido a uma variedade de
transtornos e ao impacto do meio urémico exercidos nas células imunocompetentes
(KATO et al., 2008).

A resposta do sistema imune inato, em pacientes com DRC, parece estar
alterada em suas trés fases distintas: secretora, endocitica e de sinalizagdo (KATO
et al., 2008). Na fase dos receptores de secrecdo, os niveis de lectina, receptor
responsavel pela ativagdo do mecanismo de cascata do complemento, estdo
elevados. Na fase dos receptores endociticos, a expressdo dos dois maiores
receptores ativadores de macrofagos, SR-A e CD36, também estdo aumentados. Ja
na fase de sinalizagédo, ocorre desordem nos receptores Toll like receptors (TLR).
Com a uremia, observa-se que esses receptores diminuem a capacidade de
reconhecimento de antigenos pelas células dendriticas e macréfagos devido as
alteragdes das moléculas CD80 e CD86. Mesmo nos pacientes em estagio pré-

dialitico observou-se que os receptores TLR estao alterados (ANDO et al., 2006).

As desordens nesse sistema de receptores de reconhecimento padrao em
pacientes urémicos resultam em funcdo diminuida das células envolvidas em
imunidade inata. Os mondcitos de pacientes com DRC s&o hiporeativos ao estimulo
de lipopolissacarideos, e produzem menos IL-1B e TNF-a. Além disso, os mondcitos
tém menor maturacdo. A capacidade bactericida de netréfilos esta diminuida. A
retencdo urémica de solutos atrasa e/ou promove apoptose de neutrofilos. Quando
essa apoptose é atrasada, neutréfilos sobrevivem mais tempo, porém estdo mais
propensos a necrose, levando a liberacdo de numerosas moléculas pro-
inflamatodrias, gerando um estado de inflamacédo crénica. Entretanto, quando ha
promogao de apoptose, diminui a inflamacao induzida por necrose de neutréfilos,

porém, reduz também a resposta contra infec¢gées (GLORIEUX et al., 2003).

As alteragdes do sistema imune adaptativo nos pacientes com DRC estao
centradas na diminui¢cao da proliferacao de células T em meio urémico. Os linfocitos
T helper (Th) exercem fung¢éo crucial no controle da resposta imune. Enquanto as

células Th1 estdo associadas a produgao de citosinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-
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12, Interferon-y) e ativagao de macréfagos e neutrdfilos, as células Th2 produzem IL-
4 e IL-5 e estao envolvidas na promogao da imunidade humoral (STENVINKEL et al.,
2005). A disfuncéo dos linfécitos T, encontrada na DRC, pode ser atribuida a uma
reducao na capacidade de reconhecimento de antigenos, que também é dependente
da expressdao dos receptores TLR. Nestes casos, também ocorre linfopenia de
células B, devido a suceptibilidade e morte dessas células por apoptose. Além disso,
parte da alteracdo imune que ocorre no curso da DRC pode ser atribuida ao
desperdicio energético de proteina (FOUQUE et al., 2008).

Em suma, existem evidéncias de que desordens de ambos os sistemas
imune inato e adaptativo contribuem para um aumento da taxa de infec¢ao no curso
da DRC. A anormalidade funcional de mondcitos, neutrdfilos e células dendriticas
esta diretamente relacionada ao risco de infeccbes nessa populacdo. Uma pior
maturagdo de linfécitos Th também leva a uma desfavoravel resposta imune e
susceptibilidade a infeccdo. Aparentemente, a uremia esta associada com a
disfungao do sistema imune por si ou através da pré-disposi¢ao a infeccado, o que
leva a imunoativagao resultando em inflamagao que pode contribuir para o aumento
do risco de ocorréncia e progressao de DCV (KATO et al., 2008) (FIG. 1).
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FIGURA 1 - Resposta do sistema imunoldgico na uremia
Fonte: Kato et al., 2008, p.1531
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Além disso, os pacientes com DRC sao mais susceptiveis as DCVs por
apresentarem os fatores de risco tradicionais (por exemplo, tabagismo, DM e HA) e
os chamados fatores de risco n&o tradicionais, aqueles decorrentes da DRC (por
exemplo, anemia, estresse oxidativo, microalbuminduria, hiperparatireoidismo e déficit
funcional renal) (ELSAYED et al., 2007; SARNARK et al., 2003). De maneira geral,
os dados existentes apoiam a ideia de que a DRC contribui de maneira
independente para a ocorréncia ou aceleracdo da doencga aterosclerdtica na
circulagao coronariana, cerebral e periférica (McCULLOUGH, 2003; McCULLOUGH,;
SANDBERG, 2004; SOMAN et al., 2002).

Ao longo do curso da DRC, se associa uma série de outras complicacdes
sistémicas adversas, como anemia, infeccbes e mortalidade por causas diversas.
Estudos confirmaram que a maioria dos pacientes com DRC morre antes da
ocorréncia da DRCT e que os 6bitos decorrem das complicacdes cardiovasculares,
as quais sao agravadas pela concomitancia de anemia, DM e outras comorbidades
(DUBOSE JR., 2007; K/DOQI, 2002; KEITH et al., 2004).

Dentre essas comorbidades decorrentes da DRC, a anemia € prevalente
e esta associada com a piora da qualidade de vida e a maior morbidade e
mortalidade nessa populagdo. Além disso, a anemia parece ser um fator que
contribui para a progressdo da DRC. A presenca de anemia na DRC é& determinada
por diferentes fatores, sendo os mais importantes: a deficiéncia relativa de EPO, a
caréncia de ferro, hiperparatireoidismo, perdas sanguineas, diminuicdo da meia-vida
das hemacias, deficiéncia de acido fdlico e vitamina B12 e o estado de inflamacéao
crobnica (ABENSUR et al., 2006). Este estado inflamatério na DRC pode estar
associado com a evolugao da anemia porque as citosinas pro-inflamatérias, como as
interleucinas e o TNF-a, atuam nas células progenitoras da eritropoiese, de maneira
oposta a eritropoetina, estimulando a apoptose e provocando, assim, uma situagao

de resisténcia a acdo medular da eritropoetina (ABENSUR, 2010).

Por isso, a anemia € uma complicagdo comum em pacientes com DRCT,
como resultado da perda progressiva da producao renal do hormdnio eritropoietina.
Nestes casos, a EPO recombinante humana é usada para o tratamento da anemia
nesses pacientes. Entretanto, a baixa resposta a terapia ou a resisténcia a EPO é

um problema para cerca de 20% dos casos, o qual aumenta, inclusive, a morbidade
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e mortalidade desses pacientes. A deficiéncia de ferro € a principal causa de
resisténcia a EPO, e 40% dos pacientes com resisténcia a EPO apresentaram
baixos niveis de séricos de ferrititna e de saturagdo de transferrina, o que reflete

uma queda na homeostase de ferro (CUI et al., 2009).

Pelos diversos efeitos desse estado inflamatdrio crénico, na evolugao e no
prognéstico da DRC, parece licito considerar que a busca pelo diagnéstico e
eliminacdo de condi¢bes inflamatérias nesses pacientes também s&o importantes
medidas nefroprotetoras. Neste sentido, recentemente, diversos autores tém feito
associagbes entre a DRC e a PC (BASTOS et al.,, 2011; CHEN et al., 2011;
FISCHER et al., 2008; GRAZIANI et al., 2010), uma infec¢ao dos tecidos gengivais e
periodontais, com capacidade de resposta inflamatoéria sistémica (MARCACCINI et
al., 2009). Entretanto, apesar desta associagédo ndo estar estabelecida, é possivel
supor que a PC possa representar uma infeccdo subclinica de repercussoes

sistémicas ao paciente com DRC.

Assim, é oportuno realizar uma revisdo sobre a PC, sua etiologia e
resposta imune, bem como sobre o tratamento periodontal (TP). Para melhor
compreensao dos possiveis aspectos associados entre a PC e a DRC, como clinicos
e imunoldgicos, optou-se por descrever a PC, os aspectos clinicos e os aspectos
imunoldgicos separadamente no decorrer desta revisdo. Portanto, o estudo sobre a

PC sera descrito a seguir.

2.2 A periodontite cronica

A PC é uma doenca infectoinflamatéria dos tecidos de suporte dos
dentes, resultando em perda de inser¢do do ligamento periodontal, destruicdo do
0sso alveolar adjacente, com formacéo de bolsas periodontais, recessdo gengival, e
consequente mobilidade dental e perda prematura dos dentes (CARRANZA, 2004;
LOE, 1993). De acordo com a Academia Americana de Periodontia (AAP), as
doencas periodontais inflamatérias séo classificadas em gengivite e periodontite, e a

distincado entre elas € o grau de destruigdo tecidual, ou seja, na periodontite ocorre
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destruicdo dos tecidos de sustentacdo do dente, o que confere maior gravidade.
Além disso, a periodontite pode ser classificada em aguda e crbnica, de acordo com
a atividade inflamatoria presente (ARMITAGE, 1999).

Dentre as caracteristicas clinicas, a PC apresenta progresséo lenta ou
moderada com periodos de evolugcdo rapida; um aumento da secrecdo do fluido
crevicular gengival; um sangramento que pode ser espontaneo ou durante a
sondagem periodontal; uma destruigdo tecidual compativel com os fatores locais, o
que pode ocasionar recessdo gengival, a formacdo de bolsa periodontal, que é
representada pelo aumento da profundidade do sulco gengival, tem associagao com
a amostra bacteriana e com a presenga de calculo subgengival; é prevalente em
adultos entre 30 e 65 anos; sofre modificagdes com doencgas sistémicas e tem

influéncia de fatores ambientais e genéticos (MACHTEI et al., 1992).

A principal etiologia da PC é a placa bacteriana, que coloniza o sulco e
bolsa periodontal e é formada por centenas de microrganismos, entre eles bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (LOE, 1993). A placa bacteriana tem grande
importancia na etiopatogenia da doencga e, juntamente com a resposta tecidual do
hospedeiro, representam os componentes essenciais para o processo inflamatorio
da PC.

Inicialmente, ocorre a colonizagdo bacteriana, seguida pela proliferagcéo e
extensdo da placa junto ao ambiente subgengival (LINDHE, 1999).
Concomitantemente a essa progressao apical, ocorre uma destruicdo tecidual,
envolvendo metabdlitos bacterianos (enzimas, endotoxinas e outros componentes
antigénicos) e, consequentemente, a invasao bacteriana das estruturas periodontais
(DELIMA; VAN DYKE, 2003).

A PC é causada especialmente por bactérias anaerébias Gram-negativas,
as que compdem o complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tanerella
forsythia e Treponema denticula), além de Candida albicans, que foi frequentemente
identificada em pacientes com DRC. Nesse grupo, a PC foi mais grave do que em

individuos sem doencas sistémicas (BASTOS et al., 2009).

Outra espécie patogénica de microrganismo periodontal que tem
capacidade de ativar o sistema imune do hospedeiro e de promover destruicdo dos

tecidos periodontais é a bactéria Agregatebacter actinomycetencomitans.
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A patogénese da PC consiste em uma cascata de reacgdes inflamatorias e
imunoldgicas que ainda nao foram completamente elucidadas (LAPPIN et al., 2000).
A perpetuacao da resposta do hospedeiro, devido ao desafio bacteriano persistente,
interrompe 0s mecanismos homeostaticos e resulta em liberagdo de mediadores
incluindo  citosinas  pré-inflamatérias  (IL-1, IL-6, TNF-a), proteases
(metaloproteinases) e prostanoides (prostaglandina E, - PGE?) que podem promover
destruicdo da matriz extracelular na gengiva e estimular a reabsor¢cdo Ossea.
Posteriormente, os aspectos protetores da resposta do hospedeiro devem agir, como
recrutamento de neutrdéfilos, producdo de anticorpos protetores e, possivelmente, a
liberagdo de citosinas anti-inflamatdrias, incluindo o fator de crescimento
transformador beta (TGF-B), IL-4, IL-10 e IL-12 (PAGE, 1998). A destruicdo dos
tecidos parece resultar de uma interagdo complexa entre essas bactérias e o

sistema imuneinflamatério do hospedeiro (POZO et al., 2005).

As bactérias nos tecidos periodontais do hospedeiro liberam enzimas
proteoliticas que causam danos a esses tecidos, assim como fatores quimiotaxicos
que recrutam leucécitos polimorfonucleares para o periodonto, e, se essa resposta
persistir, mais enzimas liticas serao liberadas. Esse carater inflamatério se entende
dentro do tecido periodontal, causando perda Ossea, bolsa periodontal e,
consequentemente, perda dental (PHILSTROM et al., 2005).

De acordo com a AAP, a classificagao clinica da PC quanto a severidade
€ dada pela medida da perda de insergao do ligamento periodontal, mensurada em
milimetros através de sonda periodontal, medindo a distadncia entre a juncéao
cemento-esmalte até o epitélio juncional (base 6ssea) (FIG. 2), e divide-se em: leve,
1 a 2 mm; moderada 3 a 4 mm ou severa 25 mm. Quanto a extensdo, pode ser
localizada, quando acomete menos de 30% dos sitios locais, ou generalizada, mais
de 30% dos sitios (ARMITAGE, 1999). A prevaléncia da PC quanto a severidade
varia aproximadamente entre 44% a 57% na forma moderada, e em torno de 10% na
severa (CARRANZA, 2004) (FIG. 3).
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FIGURA 2 — Desenho da medicéo do nivel de insercao clinica

Fonte: http://carpanez.com.br/periodontia.htm

FIGURA 3 — Paciente com periodontite crénica
Fonte: Ambulatério de Nefrologia do HU/UFJF (participante do estudo)

Portanto, a PC é consequéncia do resultado da interagcdo complexa entre
a infeccdo bacteriana e a resposta imunologica, modificada por fatores de risco

sistémicos e mudangas ambientais.
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O tratamento da PC consiste na remogao mecanica do biofilme
subgengival, com o objetivo de controlar a reagao inflamatdria local e sistémica. As
medidas preventivas visam evitar a formagao da placa bacteriana subgengival com a
realizacéo de procedimentos de higiene oral, tais como escovacgéo dental, uso de fio
dental e realizagdo de bochechos periédicos com antisséptico bucal (clorexidine a
0,12%). Os fatores de risco como uso de tabaco e ingestdo de dieta cariogénica
devem ser evitados. O TP n&o cirurgico anti-infeccioso consiste na remogao de placa
bacteriana e de calculo por meio de raspagem/aplainamento radicular e de
curetagem subgengival com o uso de instrumentos manuais do tipo curetas. Esse
tratamento pode ser combinado com o uso suplementar de antibidticos locais,
drogas antissépticas locais e antibidticos sistémicos, mostrando beneficios
adicionais a técnica nao cirurgica. A corregdo de restauragdes ou proteses mal
adaptadas é também etapa importante para o sucesso do TP. Para pacientes com a
doenca em estagio precoce ou de severidade leve a moderada, esta terapia é
frequentemente suficiente. Mas, nos casos de PC severa, que nao respondem
adequadamente ao TP ndo cirurgico, uma variedade de tipos de cirurgia periodontal
pode ser usada para reducdo de bolsa periodontal, para debridamento de calculo
residual e para estimular a regeneracao de perdas de suporte periodontal com
auxilio de enxertos de biomateriais e/ou biolégicos (EBERHARD et al., 2008;
PHILSTROM et al., 2005).

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2004), dados estimados
sugerem que aproximadamente 78% da populagao adulta brasileira apresentaram
alteracdes gengivais como condi¢do predominante e, entre os idosos, mais de 92%
apresentaram algum grau de inflamacgao periodontal. O percentual de individuos com
problemas periodontais nas faixas etarias de 15 a 19, 35 a 44 e 65 a 74 anos foi,
respectivamente, 53,8%, 78,1% e 92,1% no Brasil. Estima-se que a PC acomete
22% de adultos norte-americanos, e, nesta populagao, mostrou-se mais prevalente
em homens negros (PHILSTROM et al., 2005).

Em 2008, Fisher et al. realizaram um estudo transversal utilizando a base
de dados do NHANES III, envolvendo 12.947 adultos, com idade acima de 18 anos,
para avaliar o estado periodontal e a possivel associacdo com a DRC. Os resultados
estimaram uma prevaléncia de 6% de periodontite e 10,5% de edéntulos. Os autores

verificaram que a severidade da doenca periodontal e o edentulismo foram
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independentemente associados com a prevaléncia de DRC, apds ajustado para os
fatores de risco tradicionais e n&o tradicionais da DRC. Ainda, as chances de
ocorréncia da DRC foram dez vezes maiores em edéntulos e quatro vezes maiores
em individuos com periodontite. A conclusao foi de que a doenca periodontal e o
edentulismo podem ser considerados fatores de risco ndo tradicionais associados a
DRC em adultos americanos. Estes dados reforcam a importancia desse modelo
para o rastreamento do diagnostico da DRC e a importancia da manutencéo da

saude bucal.

Anteriormente foi evidenciado o papel importante da inflamacdo na
génese da anemia na DRC, especialmente para os pacientes que nao respondem a
terapia com os AEEs, abrindo assim a perspectiva para o uso de substancias anti-
inflamatarias, inibidores de citosinas, como coadjuvante ao emprego de EPO e da
resposta endovenosa de ferro no tratamento dessa populacido. Entretanto, ainda
faltam evidéncias sobre os mecanismos envolvidos e a efetividade dessas medidas
terapéuticas (MALYSZKO et al., 2005; MALYSZKO; MYSLIWIEC, 2007).

Neste sentido, recentemente, Pradeep et al. (2011) propuseram investigar
a associacao entre a inflamacao decorrente da PC com a anemia e o efeito da
terapia periodontal n&o cirurgica sobre os parametros clinicos e bioquimicos de
pacientes portadores de anemia antes e seis meses apds o TP. Para isso,
inicialmente incluiram 128 pacientes com e sem anemia, sendo que posteriormente,
os 60 pacientes anémicos (32 homens e 28 mulheres) receberam TP nao cirurgico.
O estudo indicou que a PC estava associada com o estabelecimento da anemia e
que o tratamento periodontal ndo cirurgico melhorou esse estado anémico,

principalmente em pacientes mulheres.

Portanto, é licito supor que a PC pode ter alguma influéncia sobre a
anemia na DRC, através do aumento da carga inflamatdéria em pacientes com DRC,
especialmente nos casos em que a etiologia da anemia € decorrente da inflamacéo.

Entretanto, ainda ha poucas evidéncias que permitem esclarecer essa
possivel associagcado. Neste estudo segue uma revisdo da homeostase de ferro e o
papel da hepcidina, um pequeno peptideo sintetizado pelo figado, principal regulador
da homeostase de ferro no organismo humano, que parece exercer efeito modulador

sobre a anemia.



Efeitos do tratamento nao cirurgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC 27

2.3 A homeostase de ferro e a hepcidina

O papel da hepcidina parece estar diretamente relacionado com o
metabolismo do ferro no organismo humano e com a anemia da DRC. O ferro é o
quarto elemento mais comum na crosta da terra e o metal de transicdo mais
abundante no corpo humano. O ferro € necessario para as enzimas e as proteinas
cataliticas e é crucial para a sintese do DNA, o transporte do oxigénio na
hemoglobina, o transporte de elétrons, a respiracdo da célula, a fosforilagdo
oxidativa, o ciclo do acido tricarboxilico e muitas outras reacdes bioquimicas
(BRIDGES; SELIGMAN, 1995 citado por MALYSKO; MYSLIWIEC, 2007; ROY;
ENNS, 2000).

Bactérias presentes no organismo também apresentam uma grande
demanda pela utilizagao do ferro circulante. Entretanto, a maioria do ferro absorvido
da dieta ou reciclado da hemoglobina esta destinada a producdo de glébulos
vermelhos, por meio do mecanismo denominado eritropoiese (MUNOZ et al., 2009).

Admite-se que a homeostase do ferro seja controlada principalmente pela
absorcao de ferro da dieta no trato gastrointestinal. A taxa de absorcao de ferro é
regulada pelas suas reservas no corpo, atividade eritropoiética da medula 6ssea,
concentragdo de hemoglobina, saturacdo do sangue com oxigénio e pela presenca
de inflamacao sistémica. O ferro da dieta é trivalente e, portanto, deve ser reduzido
por meio da ferrireductase antes de poder ser ligado a um metal divalente. A
exigéncia diaria de ferro para a eritropoiese € de aproximadamente 20-25 mg. Ele é
liberado em grande parte dos macréfagos e o restante do ferro € armazenado na
forma de ferritina ou hemosiderina (DONOVAN et al., 2005).

A eritropoiese, que é responsavel pela producédo de glébulos vermelhos,
depende, entre outros fatores, de uma quantidade adequada de EPO que age nas
unidades formadoras de colbnia até a diferenciacdo em pro-eritroblastos e da
presengca de um estoque de ferro no organismo, que é utilizado por essas células
precurssoras de hemacias para se diferenciarem nos reticuldcitos, os quais sao

langados na circulagdo sanguinea onde sofrem maturacdo em hemacias (FIG. 4).
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FIGURA 4 - Mecanismo de homeostase do ferro

Fonte: Cui et al., 2009, p.1139

Nos pacientes com DRC, os critérios para a reposi¢cao de ferro sao:
saturagdo de transferrina <20% (calculada dividindo-se o ferro sérico pela
transferrina sérica e multiplicando por cem) e/ou ferritina sérica <100 ng/mL. A
reposicao de ferro pode ser feita por via oral ou por via endovenosa (sacarato de
hidroxido de ferro Ill — Noripurum). A administracdo via oral pode ocasionar
intoleréncia gastrica em alguns pacientes ou absor¢do inadequada de ferro. A
anemia pode ser considerada quando a concentragdo de hemoglobina encontra-se
menor que 11 g/dL (FERNANDES et al., 2007).

A anemia, associada frequentemente com a DRC, desenvolve-se
gradualmente durante o declinio progressivo da fungdo renal em decorréncia da
deficiéncia do horménio EPO, que é sintetizado pelos rins e fundamental para a
eritropoiese. A EPO ¢é produzida por fibroblastos proximos as células tubulares
renais e tem um efeito antiapoptético nas células precursoras de hemacias na
medula dssea por inibir as vias das caspases. Por outro lado, as interleucinas proé-
inflamatdrias ativam a via das caspases nestas células conduzindo-as a morte
(BASTOS, 2006).
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Existem evidéncias de que o estado inflamatério contribui para uma
menor producdo renal de EPO. Tanto IL-18 quanto TNF-a, por meio da ativagao dos
receptores GATA-2 e NK-KappaB, suprimem a expressdo do gene da EPO e,
consequentemente, da eritropoiese. Além disso, a sobrevivéncia diminuida dos
eritrocitos (devido a hemdlise, ao sangramento e ao aumento da tenséo oxidativa) é
um contribuinte secundario. Em torno de 80% dos pacientes respondem
adequadamente aos AEEs (EPO alfa, beta ou darbepoetina alfa) (ABENSUR et al.,
2006).

Entretanto, 20% desses pacientes, que nao respondem aos AEEs,
geralmente estdo associados a deficiéncia funcional de ferro. Recentemente, nesses
casos, tem sido associada a acdo de um peptideo denominado hepcidina, que é
sintetizado pelo figado, orgdo responsavel pela resposta imune inata e pela sintese
de muitas proteinas de fase aguda que estdo envolvidas na defesa do organismo. A
hepcidina é também uma proteina de fase aguda que esta diretamente envolvida no
metabolismo do ferro (NICOLAS et al., 2002; PIGEON et al., 2001).

A hepcidina € um pequeno peptideo catibnico e rico em cisteina,
recentemente descoberta, que foi isolada independentemente por dois grupos que
procuravam novos peptideos antimicrobianos. Em 2000, Krause et al. isolaram um
peptideo novo no plasma. Como era produzido pelo figado e tinha propriedades
antimicrobianas, foi nomeado liver-expressed antimicrobiano peptide-1. Ja Park et al.
(2001) isolaram este peptideo na urina humana e o nomearam hepcidin (hepatic
bactericial protein). A hepcidina é produto de um gene de 2,5-kb HAMP, situado no
brago longo do cromossomo 19 (NCBI Gene ID 57817). O horménio hepcidina deriva
da clivagem, pela peptidase, da cadeia de 84 aminoacidos (aa) em pré-hepcidina de
60aa (pré-hormbnio da hepcidina) e desta, na forma bioativa da hepcidina com 25aa.
A forma bioativa circulante, hepcidina-25, compde-se somente da por¢ao carboxy-
terminal e deriva em duas formas metabdlicas inativas de peptideos com 22 e 20aa
(HUNTER et al., 2002; PIGEON et al., 2001).

O figado é o 6rgao que produz predominantemente a hepcidina, mas
producao mais baixa também foi detectada nos rins, coragdo, musculos esqueléticos
e cérebro. A principal funcdo da hepcidina é a regulagcdo homeostatica do

metabolismo de ferro. O mecanismo de ag¢do da hepcidina ocorre por meio da
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regulacdo negativa da absorgdo de ferro no intestino delgado, modulando o
transporte de ferro transmembrana, e regulando a expressdao de ferroportina,
proteina de transporte de ferro intracelular para extracelular, em que o complexo
ferroportina-hepcidina é entdo degradado em lisossomos, induzindo assim, a
internalizacdo e degradacao da ferroportina. O ferro €, entdo, mantido dentro das
células dos enterdcitos, mas também ¢é bloqueada sua liberagcdo em macréfagos e
hepatocitos, levando assim a uma diminui¢do na disponibilidade de ferro sérico (FIG.
3) (GANZ, 2005, 2007; NEMETH et al., 2004).
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FIGURA 5 - Mecanismo de acao e regulacdo da hepcidina

Fonte: Young e Zaritisky, 2009, p. 1385

O gene que codifica a hepcidina é regulado pela anemia, hipdxia e
inflamacgéo (NICOLAS et al., 2002). A anemia e a hipdxia diminuem a expressao da
hepcidina no figado. Entretanto, a sintese de hepcidina é aumentada
substancialmente durante a infecgao e a inflamacéao, o que reduz o ferro circulante.
Nestas circunstancias, considerando que bactérias demandam aumentado consumo
de ferro, a hepcidina se eleva, reduzindo a liberagdo de ferro dos enterdcitos,
hepatocitos e macréfagos, e assim atuando como mecanismo de defesa anti-
bacteriano. Assim, a hepcidina pode servir como um importante mediador na
patogénese da anemia relacionada a doengas inflamatorias e infecciosas crbénicas
(ROY; ANDREWS, 2005).
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Varios pesquisadores investigaram a hepcidina como uma molécula de
ligacdo entre inflamagdo e anemia (DEICHER; HORL, 2004; MALYSZKO et al.,
2005; PIETRANGELO; TRAUTWEIN, 2004; VYORAL; PETRAK, 2005). Ganz (2003)
demonstrou, tanto em animais quanto em humanos, que IL-6 induziu a sintese da
hepcidina e hipoferremia durante a inflamagao. Nemeth et al. (2004) relataram que a
citosina pro-inflamatéria IL-6 € um importante indutor da sintese da hepcidina
durante a inflamag&o e sugeriram que a hepcidina € um mediador fundamental da
anemia da doenga crénica. Wrighting e Andrews (2006) afirmaram também que a IL-
6 regulou diretamente a hepcidina por meio da indugdo do transdutor de sinal e
ativador de transcricao 3 (STAT3).

A inflamacéo € uma potente via de inducédo da expresséo de hepcidina. O
principal mecanismo molecular € a ativacdo direta da expressao hepatica de
hepcidina pela ligagédo da IL-6 ao complexo receptor contendo a molécula GP 130 da
via janus kinase para ativar o receptor ativador de transcricado 3, o qual se liga e
estimula o promotor da hepcidina hepatica. Recentemente, um segundo mecanismo
molecular tem sido documentado, no qual citosinas pré-inflamatérias e
lipopolissacarideos bacterianos ativam diretamente a via do stress reticulo
endoplasmatico, que aumenta a expressao do receptor elemento responsivo ciclico
de ligacdo a proteina H, que estimula o complexo elemento responsivo das
proteinas morfogenéticas e o elemento responsivo do ativador de transcricdo 3 que
age sobre o promotor de hepcidina (BABITT; LIN; 2010) (FIG. 6).

Além da regulacdo da hepcidina pela via da inflamagao, os niveis de
hepcidina sao regulados pelo menos por outros dois mecanismos independentes:
atividade eritropoiética e carga de ferro. Enquanto a inflamacdo e a carga de ferro
aumentada induzem a producao de hepcidina, a atividade eritropoiética suprime. A
via de regulagao pela atividade eritropoiética esta relacionada aos sinais derivados
do osso medular (fator 15 de diferenciagdo de crescimento) que causam diminuigdo
da producao de hepcidina. Esse transdutor de sinal parece muito robusto e é capaz
de manter os niveis baixos de hepcidina (PAK et al., 2006). A regulagdo de
hepcidina, via carga de ferro, parece ser mediada pelo complexo receptor de
proteinas morfogenéticas dsseas sobre a superficie de hepatocitos (BABITT et al.,

2007). Apesar de nao estar completamente esclarecido, esse complexo, que inclui
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duas proteinas: HFE (hereditary hemochromatosis protein) e hemojuvelina, interage
com receptores de transferrina 1 e 2 (SCHMIDT et al., 2008).
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FIGURA 6 - Mecanismo molecular da hepcidina via inflamacgéo
Fonte: Babitt e Lin, 2010, p.732

Na busca por um método de dosagem da hepcidina, em 2004, Kulaksiz et
al. desenvolveram um método para a dosagem de pro-hepcidina, pré-horménio da
hepcidina, que pode ser realizado no soro, usando um sensivel exame pelo método
ELISA (do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay) que utiliza anticorpos
especificos da pro-hepcidina. Contudo, o uso diagnédstico e a interpretagdo dos
dados obtidos desse método tém sido controversos porque os niveis séricos de pro-
hepcidina podem nao correlacionar bem com aqueles da hepcidina-25, a forma
bioativa da hepcidina (ASHBY et al., 2009; HAMADA; FUKAGAWA, 2009).

Em 2009, Ashby et al. propuseram correlacionar os niveis plasmaticos da
hepcidina e a terapia com AEE em pacientes com DRC. Para isso, utilizou-se um

novo método de dosagem da hepcidina plasmatica pela técnica de cromatografia
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liquida. Os niveis de hepcidina em pacientes com DRC apresentaram aumento
inversamente proporcional ao RFG e mostraram-se depender da concentragdo de
ferro, da inflamacdo, da anemia e da terapia com AEE. Isso permitiu sugerir que
niveis plasmaticos de hepcidina podem ser um bom predictor de resisténcia a

eritropoetina.

Além da diminuigao da filtracdo glomerular, Hamada e Fukagawa (2009)
ressaltaram que os niveis séricos de hepcidina estdo aumentados nos pacientes
com DRC, nao s6 devido a insuficiéncia renal, mas também associado a inflamagao

decorrente da sindrome urémica e resposta a reposi¢ao de ferro sérico (FIG. 7).

PR

///\.\A

Pialis F62 ) Inflamagio Reservade Fe . Hipéxia Anewmia
.—gl \-——-—) : {f.er.ri_ﬁnal) \-—-p_—-/ (Hb)
Trat com Fﬂ

: Trat com EP :
® ® ® © ® ®

¥ ¥ ¥ ¥

Hepeidina (1* Hepeidina sérica na PRC)

Pvodeno <«— Ahsorgao de Fe
Ferroportina «—Macrifago«—s Liberagio de Fe
Hepatdcito«— Liberagdo de Fe

FIGURA 7 - Homeostase da hepcidina na DRC
Fonte: Hamada e Fukugawa, 2009, p.874

Recentemente, surgiram outros métodos experimentais para a detecgao
da forma bioativa da hepcidina (hepcidina-25) no plasma e na urina que podem ser
realizados usando técnicas por espectometria de massa (SELDI-TOF ou MALDI-
TOF) além da cromatografia liquida e por ELISA competitiva (ASHBY et al., 2009;
STRNAD et al., 2011). Kroot et al. (2009) compararam sete diferentes métodos e
concluiram que ainda ndo havia um método padrao com reprodutibilidade e eficacia.
Os autores recomendaram uma melhor padronizagdo interna e calibracdo dos

parametros de dosagem entre os métodos de espectometria de massa. Contudo,
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nao houve consenso quanto ao melhor método de deteccdo e semiquantificacao da
hepcidina, devido a necessidade de superar diversas dificuldades técnicas, tais
como pequeno tamanho e disponibilidade limitada do antigeno. Além disso, essas
técnicas requerem equipamentos altamente especializados e caros. Estes métodos
ainda sao considerados experimentais e o0s resultados encontrados para
mensuragdo da hepcidina-25 nao podem simplesmente ser extrapolados para
dosagem de soro e urina de amostras clinicas e nem para uso comercial. Os niveis
de hepcidina variaram consideravelmente entre esses métodos (MACDOUGALL et
al., 2010).

A crescente busca por métodos fidedignos de dosagem da hepcidina
demonstram a relevancia do conhecimento desse peptideo sintetizado pelo figado
nas diversas situacdes clinicas. Mais uma vez a inflamacgao exerce importante papel
sobre esses mecanismos, e por isso, € também racional supor que a PC possa ter

influéncia na regulagao da hepcidina pela via da inflamacéao.

2.4 Associag0es clinicas entre DRC e PC

A Organizacdo Mundial de Saude destacou que, quando fatores de risco
para doengas crénicas sdo minimizados e os fatores de prevengdao em saude sao
maximizados, as pessoas vivem mais e melhor. Também ressaltou a influéncia das
doengas orais na saude geral e na qualidade de vida, principalmente de pessoas
idosas, e concluiu enfatizando a importdncia da promocdo da saude bucal
(PETERSEN; OGAWA, 2005).

A associacdo da periodontite com as diversas doencgas sistémicas tem
sido frequentemente descrita como um papel etiolégico e/ou modulador sobre essas
doengas como, por exemplo, nas DCVs e cerebrovasculares (BECK et al., 1996;
DANESH, 1999; MORRISON et al., 1999; WU et al., 2000); nas que provocam o
nascimento de bebés prematuros de baixo peso (OFFENBACHER et al., 1996); na
DM (GROSSI; GENCO, 1998), nas doengas respiratérias (HAYES et al., 1998); em
individuos portadores de artrite reumatoide (MIRRIELLES et al., 2010; RIBEIRO et
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al., 2005) e ainda, mais recentemente, na doenga renal cronica (BORAWSKI et al.,
2007; CRAIG et al., 2007; FISCHER et al., 2008, GRAZIANI et al., 2010).

A incidéncia de uma variedade de patologias bucais associadas a DRC,
como o estreitamento da camara pulpar, anormalidades no esmalte e erosao da
superficie dentaria, parece favorecer a instalacdo de infecgdo bucal como a carie
dental. Ja a hipossalivacdo manifestada por xerostomia predispée os tecidos
periodontais a doengas como periodontite, e, consequentemente, a perda prematura
de dentes, especialmente de pacientes em HD (KLASSEN; KRASKO, 2002). Os
mesmos autores relataram que a higiene oral de pacientes em HD € pior que dos
individuos saudaveis e que, consequentemente, ha maior formacdo de calculos,
gengivites, caries, osteodistrofia do osso alveolar, mobilidade dental patoldgica
proporcional a reabsorcdo Ossea, favorecendo, assim, a evolucdo da PC e,
consequentemente, perda dos dentes. Neste estudo, participaram 45 pacientes em

HD, sendo que todos apresentaram PC.

As manifestagdes orais mais comuns na DRC foram palidez da mucosa
oral, estomatite urémica, petéquias, equimoses, inflamacdo gengival, perda de
insercao do ligamento periodontal. Os autores observaram baixa prevaléncia de
carie dental, apesar de ter sido encontrada hipoplasia do esmalte e obliteracdo da
polpa (DAVIDOVICH et al., 2005).

Os estudos clinicos, associando DRC e doencga periodontal, foram
principalmente de pacientes com DRCT, em TRS, e os achados clinicos constataram
maior incidéncia e gravidade de destruicdo dos tecidos periodontais nesses
pacientes (BOTS et al., 2006).

De acordo com Kadiroglu et al. (2006), as alteracbes sistémicas da DRC
desencadeiam manifestacdes na cavidade oral, tais como: alta concentracido de
ureia na saliva, cheiro de amoénia, xerostomia, sangramento oral, estomatite, gengiva
palida e hiperplasiada, perda da lamina dura do ligamento periodontal, remodelagao
anormal do osso, hipoplasia do esmalte, padrédo de erupcido tardio de dentes
permanentes, baixa prevaléncia de carie, erosao dental, sensibilidade a percussao e
mastigacéo, mobilidade dental e ma oclusdo. Neste estudo, os 41 pacientes em HD
analisados apresentaram inflamacéao periodontal e a forma clinica mais comum foi a

PC moderada a severa.
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Estudos de Franek et al. (2006) observaram prevaléncia de PC avangada
em aproximadamente 38% dos pacientes em HD. Hamid et al. (2006), também em
estudo de pacientes em HD, constataram que, aproximadamente, 100% da amostra
apresentavam algum tipo de doencga periodontal, sendo 64% com gengivite e 28%

com PC proporcional ao tempo de dialise.

Borawski et al. (2007) afirmaram que a PC é severa em todos os grupos
com problemas renais se comparados com individuos da populagdo saudavel. A
doenga é mais grave nos pacientes em HD e, proporcionalmente, diminuida em
individuos em dialise peritonial e pré-dialise. Assim, concluiram que a PC é

prevalente, severa e mal diagnosticada em pacientes com DRC.

No estudo de coorte para avaliagdo do impacto da PC na sobrevida
também de pacientes em HD, os autores concluiram que PC moderada a severa
apresentou forte associagdo com mortalidade cardiovascular (KSHIRSAGAR et al.,
2009).

Outro estudo transversal, utilizando dados do NHANES |Ill, foi realizado
com o objetivo de identificar fatores de risco para a DRC. Este estudo, baseado na
populagdo dos Estados Unidos, sugere a importancia de considerar fatores de risco
multiplos, como a PC, porque melhora a identificagdo de individuos com alto risco
para DRC (FISHER; TAYLOR, 2009).

Bastos et al. (2011) identificaram os patégenos periodontais e
correlacionaram com a severidade da periodontite em pacientes com e sem DRC.
Os participantes foram subdivididos em trés grupos sendo um grupo de pacientes
com PC sem DRC e dois grupos de pacientes com PC e DRC, nos estagios pré-
dialiticos e em hemodialise. Os autores concluiram que a PC foi mais severa em
pacientes com DRC, especialmente em HD e que entre os patdgenos periodontais
identificados, além de bactérias do complexo vermelho (P. gengivalis, T. forsythia, T.
denticula) foi frequente a associagao do fungo Candida albicans em PC de pacientes
com DRC.

Além das manifestagcdes bucais associadas a PC, descritas em pacientes
com DRC, torna-se fundamental o estudo da associagdo imunoldgica entre elas, em

especial em relacdo a expressao dos marcadores inflamatoérios sistémicos.
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2.5 Associag¢fes imunologicas entre DRC e PC

Bactérias da placa bacteriana periodontal liberam metabdlitos que
difundem para o epitélio juncional. Esses metabdlitos incluem acido butirico e
propidnico, que sao toxicos para os tecidos; peptideos, que promovem a quimiotaxia
de leucdcitos; e lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas. Estes e outros
mediadores pro-inflamatorios sintetizados no epitélio juncional, como IL-1, PGE? e
metaloproteinases da matriz (MMPs) podem invadir o epitélio juncional e penetrar no
tecido conjuntivo (WILSON et al., 1996).

E por esse mecanismo que 0s vasos sanguineos tornam-se inflamados e
sinais de quimiotaxia sao estabelecidos para migracdo de leucdcitos ao local da
placa microbiana. Outros componentes bacterianos, como os lipopolissacarideos,
podem ativar células endoteliais diretamente ou indiretamente, induzindo a producao
de mediadores inflamatérios de varias células do tecido conjuntivo. Estes
componentes incluem histaminas, prostaglandinas e interleucinas como IL-1,
MMPs de tecidos residentes de macrofagos, fibroblastos ou ceratindcitos. Os
lipopolissacarideos podem ativar também a cascata do complemento por via indireta,

assim como induzir a produgao de cininas (KORNMAN et al., 1997).

Como mencionado, a PC é caracterizada por um processo inflamatorio
em que varias substancias sdo produzidas e participam desta resposta inflamatoéria
(LINDHE, 1999). Segundo Lamster et al. (1999), a destruigdo tecidual na PC é o
resultado direto de efeitos toxicos de bactérias e da resposta inflamatéria do
hospedeiro. Essas substancias correspondem aos marcadores inflamatorios tais
como citosinas, interleucinas, moléculas de adesdo, proteinas de fase aguda,

quimiocinas, entre outras (NOACK et al., 2001).

Vérios estudos avaliaram os marcadores inflamatérios sistémicos em
pacientes com PC (D"AIUTO et al., 2004; IDE et al., 2003), e alguns observaram que
estes marcadores estavam aumentados, como, por exemplo, as citosinas pro-
inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6 (D'AIUTO et al., 2005; GORSKA et al., 2003), e

consequentemente induziu a elevagdo plasmatica das proteinas de fase aguda,
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como PCR (AMAR et al., 2003; BUHLIN et al., 2003; CRAIG et al., 2003), inclusive
em pacientes com DRC (FRANEK et al., 2006).

De fato, bactérias patogénicas da cavidade oral detém a capacidade de
evadir o sistema imunolégico do hospedeiro e produzir inflamacgao local, assim como
de ter acesso a circulagdo e induzir resposta inflamatoria sistémica. Nos tecidos
periodontais, os mondcitos e outras células imunologicas reconhecem
lipopolissacarideos da parede bacteriana e outros receptores agonistas e secretam
varios mediadores inflamatérios ja citados, como PGE?, IL-1B, TNF-a. O efeito da
disseminacgao sistémica dessas bactérias resulta na ativagcao hepatica e elevagao
dos niveis de IL-6 e PCR. Posteriormente, esses microrganismos sdo capazes de
invadir o endotélio das artérias e penetrar em placas de ateromas, contribuindo para
a aceleracao da aterosclerose e o desenvolvimento de DCVs, principal causa de
morbimortalidade na DRC (KSHIRSAGAR et al., 2007).

A IL-6 € uma citosina circulante produzida por uma grande variedade de
células, como linfécitos T e B, fibroblastos, células endoteliais e hepatocitos e tem
sido identificada como um marcador associado com a aterosclerose e sua
progressao (TZOULAKI et al., 2005). Esta citosina ativa proteinas de fase aguda que
sdo aquelas cujas concentragbes plasmaticas se alteram em, pelo menos, 25%
durante as doengas inflamatérias. Entre as proteinas de fase aguda, a PCR destaca-
se por apresentar meia-vida plasmatica curta (aproximadamente 19 horas) e a sua
concentracdo plasmatica esta exclusivamente relacionada a sintese nesse periodo
(KOENIG et al., 1999). A PCR é um pentamero, produzido principalmente no figado
em resposta a secrecao de IL-6, mas também pode ser produzida no endotélio com
placas ateroscleréticas, células musculares lisas, macrofagos e adipécitos
(CALABRO et al., 2003; YASOJIMA et al., 2001).

Em condigdes normais, a PCR e outras moléculas de fase aguda estao,
geralmente, presentes em niveis muito baixos no sangue, mas podem se elevar
drasticamente em apenas 72 horas apos leséo tecidual ou inflamagéao (IDE et al.,
2003). A PCR tem sido considerada um importante marcador sistémico da
inflamacéo (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003)

Esta proteina tem se mostrado um forte preditor de risco para eventos

cardiovasculares entre individuos com DCVs e individuos sem DCVs conhecidas
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(HAVERKATE et al., 1997). Essa predicdo € igualmente forte para homens e
mulheres e é independente do valor preditivo dos lipidios séricos (DANESH et al.,
2000; RIDKER et al., 1998, 2000). A PCR pode ser sintetizada como parte de uma
resposta ndo especifica de fase aguda devido a danos teciduais, infecgdes e

neoplasias malignas (CRAIG et al., 2002).

Em estudo de coorte, envolvendo 66 pacientes com DRC em estagios
pré-dialiticos, foram avaliados parametros clinicos e PCR. Apés um ano de
acompanhamento, verificou-se alta prevaléncia de inflamacao e os elevados niveis
séricos de PCR foram preditores de um estado inflamatoério constante. Como ocorre
em pacientes de dialise, inflamacdo na pré-dialise associou-se com baixa
concentracdo de albumina, reduzida resposta a EPO e alta taxa de hospitalizagao
(ORTEGA et al., 2002). Os niveis de IL-6 e PCR estavam aumentados e foram
inversamente relacionados com o clearance de creatinina. Uma correlagdo negativa
entre PCR e albumina foi achada, confirmando a ligagao entre inflamagao crénica e

ma nutricdo em pacientes com DRC (PANICHI et al., 2001).

Os niveis plasmaticos de PCR, em pacientes com PC, e a correlagdo com
a gravidade da doencga e outros fatores foram avaliados desde 2001, por Noack et
al. Os autores observaram que o aumento de PCR depende da gravidade da doencga
e de fatores como idade, tabagismo, indice de massa corporal e niveis de

trigliceridios e colesterol.

Estudo sobre a associacao entre marcadores inflamatérios e RFG, em
pacientes com DRC, foi realizado por Pecoits-Filho et al. (2003). Os resultados
mostraram que uma baixa filtragdo glomerular estava associada com um aumento do
estado inflamatdrio, expresso pelas concentragdes elevadas de PCR ultrassensivel
(PCR-us) e pela correlacdo negativa entre IL-6 e RFG, sugerindo haver diminuida
eliminacao renal de citosinas pré-inflamatérias, com aumento da produgao destas na

uremia.

D"Aiuto et al. (2004) avaliaram o efeito do TP sobre as concentragdes de
PCR associada ao risco da DCV. No estudo, foram selecionados 94 pacientes,
sistemicamente saudaveis, com PC severa generalizada, que receberam TP néo
cirurgico. Parédmetros clinicos periodontais, IL-6 e PCR foram avaliados dois e seis

meses apdés TP. Com o tratamento houve uma significativa redugdo somente dos
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niveis de PCR, sendo que 40 participantes reduziram o indice de risco
cardiovascular. Os autores concluiram que a PC pode adicionar carga inflamatéria, o

que poderia aumentar o risco cardiovascular baseado nas concentragdes de PCR.

Resultados semelhantes foram observados em pacientes japoneses com
PC. Neste estudo, foram incluidos 24 pacientes com PC moderada a severa e 21
sem doenca periodontal ou sistémica. Os marcadores inflamatorios avaliados foram
PCR-us, IL-6 e TNF-a. No periodo basal, o grupo com PC apresentou niveis
significativamente mais elevados de PCR comparado ao controle e, apés o TP,
houve uma reducao dos niveis de PCR, com tendéncia a significancia estatistica. O
efeito do tratamento sobre os niveis de IL-6 e TNF-a mostrou que nao houve

diferengas em ambos os grupos apés o TP (YAMAZAKI et al., 2005).

Em outro estudo, verificou-se a possivel correlacdo da PCR com a
microflora periodontal, e foi constatado que as concentracbes elevadas de PCR
estavam associadas a infecgdo por microrganismos do biofiime periodontal,
especialmente Porphyromonas gingivalis, Prevotela intermedia, Campylobacter
rectus e Bacteroides (Tanerella) forsythus (KADIROGLU et al., 2006).

A destruicdo do tecido periodontal e a sintese de IL-6 local estédo
associadas com elevados niveis plasmaticos de IL-6 em transplantados, o que
poderia significar mais um risco associado aos fatores de rejeicao de transplantes
(IOANNIDOU et al., 2006a).

Um estudo com pacientes em HD investigou a possivel associagcédo entre
inflamacao periodontal e o processo ateroesclerético. No estudo, foram avaliados:
PCR, TNF-a, IL-6 e a espessura da intima-média da artéria carétida. Os resultados
mostraram que pacientes com DRC e PC severa apresentaram significativo aumento
na concentragcdo de PCR sérica e maior espessura da intima-média da artéria
carétida (FRANEK et al., 2006).

Forner et al. (2006) investigaram a hipdtese de que a bacteremia causada
apos curetagem periodontal de pacientes com PC resultaria na elevagao de niveis
plasmaticos de citosinas. Vinte pacientes com PC foram submetidos a curetagem e
amostras de sangue foram obtidas oito horas apdés o TP para dosagem das

citosinas. Os autores concluiram que os niveis plasmaticos de IL-6 estavam
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significativamente aumentados e os de IL-8, diminuidos. Nenhuma mudanca

significativa ocorreu nos niveis de TNF-a, IL-10 e IL-18.

Entretanto, um estudo de revisdo sistematica sobre o efeito do TP nos
niveis séricos de PCR realizados em ensaios clinicos controlados e randomizados
concluiu nado haver diferenca significativa nos niveis de PCR antes do tratamento e
apdés. Mas os autores confirmaram haver evidéncia da presenca de inflamagao
sistémica nos pacientes com PC e sustentaram também a hipotese de que TP pode
reduzir os niveis de PCR sistémico (IOANNIDOU et al., 2006b).

Um importante estudo clinico randomizado foi realizado com o propésito
de avaliar a ligagéo entre PC e DCV. Para isso, participaram 120 pacientes com PC
severa, randomizados de acordo com o TP cirurgico e n&o cirdrgico. Os parametros
avaliados foram: marcadores inflamatérios, marcadores da coagulacgao e a dilatagéo
de fluxo mediado da artéria braquial, medidos antes do tratamento e um, sete, 30, 60
e 180 dias apos o TP. Apos um dia de tratamento, o TP cirurgico resultou em aguda
disfuncado endotelial, observada pela redugao de fluxo mediado da arterial braquial
com aguda e imediata resposta inflamatoria sistémica, evidenciada pelo significativo
aumento dos marcadores PCR, IL-6, E-selectina, fator Von Villenbrand. Entretanto,
seis meses depois do tratamento, os beneficios obtidos com o restabelecimento da
saude bucal foram associados com a melhora da funcao endotelial (TONETTI et al.,
2007).

Além disso, outra revisao sistematica e metanalise, que também avaliou a
relacédo entre PCR e PC, foi realizada a partir de 448 artigos, e somente 18 foram
elegiveis. A maioria dos estudos mostrou que os niveis de PCR foram maiores nos
pacientes com PC do que nos controles, ou seja, nesses pacientes, os niveis de
PCR foram acima de 2,1 mg/L. A metanalise dos estudos transversais demonstrou
que a diferenca dos niveis de PCR entre pacientes e controles foi de 1,56 mg/L. Os
estudos de intervencédo evidenciaram que os niveis de PCR reduziram 0,50 mg/L
(p=0,02) apos o TP. Portanto, existe forte evidéncia de que PCR plasmatica em
individuos com PC esta elevada, comparada aos individuos do controle. Mas existe
pouca evidéncia do efeito do PT sobre a redugao dos niveis de PCR (PARASKEVAS
et al., 2008).
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Novamente Blach et al. (2009) analisaram a influéncia da PC sobre TNF-
a, IL-6, PCR-us de pacientes submetidos a transplante renal e na sobrevida dos
enxertos. No estudo, observaram que PC severa estava associada com aumento
das concentracbes de PCR-us e evidenciando aumentar o risco de morte desses

pacientes apoés transplante renal.

Outro estudo com metodologia semelhante ao presente estudo
comparou marcadores inflamatérios em individuos controle e pacientes com PC e
observou o efeito do TP nao cirurgico sobre esses marcadores apds trés meses. A
amostra constou de 20 individuos sem doenga sistémica (controle) e 25 pacientes
com PC moderada a severa. Na comparagao do periodo basal, os niveis de IL-6
mostraram-se significativamente maiores no grupo com PC. O tratamento foi efetivo
baseado nos parametros clinicos periodontais analisados. As concentracdes de IL-6
e de PCR-us diminuiram significativamente trés meses apés o TP (p=0,001 e
p=0,006 respectivamente). Aparentemente, a PC mostrou-se associada com
concentracdes aumentadas de IL-6 e PCR, as quais diminuiram apds o tratamento
(MARCACCINI et al., 2009).

Graziani et al. (2010) investigaram os efeitos do tratamento da PC sobre o
RFG por meio da analise de marcadores da funcdo renal como cistatin C e
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) e de outros marcadores de inflamagao
como PCR, amiloide A sérico, D-dimer e fibrinogénio. Os autores verificaram que o
RFG, calculado pela cistatin C, foi positivamente afetado pelo TP, porém pelo MDRD
nao. Logo apods o tratamento, houve significativo aumento de PCR e amiloide A
sérico, enquanto D-dimer e fibrinogénio ndo se modificaram. Os valores se

normalizaram apds 30 dias.

Pelos estudos que procuraram estabelecer correlagdo entre a PC e a
DRC, foi possivel verificar que esta associagdo parece ocorrer via resposta
inflamatédria sistémica. Entretanto, ainda sdo poucos os estudos que avaliaram os

efeitos do TP, especialmente em pacientes com DRC nos estagios pré-dialiticos.
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3 HIPOTESE

De acordo com a literatura apresentada, foi possivel sugerir as seguintes

hipoteses:

a. a PC, por apresentar grande carga bacteriana e resposta inflamatéria
sistémica, provavelmente, tem potencial de aumentar a carga inflamatéria de

pacientes com DRC;

b. o TP néao cirurgico eficaz pode determinar a diminuicdo dessa carga

inflamatoria local e sistémica associada a DRC;

c. apesar de nao haver associagao entre PC e hepcidina estabelecida na
literatura, esta relacédo parece provavel e justifica ser testada, devido ao papel

da inflamacgao na inducéo da expressao do horménio hepcidina.

Assim, pela reprodutibilidade das técnicas de TP, de dosagem dos
marcadores inflamatérios e a possivel associacdo desses fatores com a DRC,
acredita-se ser possivel testar a hipotese de haver correlagado entre os niveis dos
marcadores inflamatorios sistémicos IL-6, PCR e pro-hepcidina (préo-horménio da
hepcidina), na presenga de PC e o efeito de seu tratamento. Caso essa hipotese se
confirme, um passo importante tera sido dado no estabelecimento da associagao
entre DRC e PC.
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4.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

O objetivo do estudo foi avaliar a contribuigdo da PC na carga inflamatoria

observada na DRC, a ser testada pelo estudo do efeito do TP sobre marcadores

sistémicos da inflamacéao, visando determinar possivel associagao entre a PC e a
DRC.

4.2

Objetivos especificos

Analisar a expressédo de IL-6, PCR-us, pré-hepcidina (pro-horménio da
hepcidina), hemoglobina, ferro sérico, ferritina e indice de saturacdo da
transferrina em pacientes com DRC e PC e em pacientes com PC, mas sem
doenca sistémica.

Analisar a expressédo de IL-6, PCR-us, pré-hepcidina (pro-horménio da
hepcidina), hemoglobina, ferro sérico, ferritina e indice de saturacdo da
transferrina trés meses depois do TP nao cirurgico dos mesmos participantes.
Analisar os parametros periodontais: nivel de insergdo clinica (NIC),
profundidade de sondagem (PS), sangramento a sondagem (SS), inflamacéo
gengival (IG) e indice de placa (IP) antes do TP e trés meses depois.
Correlacionar a atividade dos marcadores inflamatérios e hematoldgicos entre

si e com os parametros periodontais.
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S MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da
UFJF, conforme parecer n° 327/2006, protocolo sob n° 942.248.2006 (ANEXO A).

Inicialmente, todos os individuos receberam informacdes a respeito da
pesquisa, seus objetivos, importancia e beneficios. A adesdo a pesquisa foi
espontanea, obtida por meio de consentimento pds-informado, ndo se promovendo

obrigatoriedade ou constrangimento ao paciente.

5.1 Populacdo e amostra

Este foi um estudo de intervencao clinica controlado. Para isso, foram
realizadas avaliagdes médicas e odontologicas de 452 individuos, sendo 329
pacientes com DRC e 123 sem doenca sistémica. As avaliacdes foram realizadas no
programa de DRC do Centro de Atencdo a Saude do Hospital Universitario da
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), na clinica da Fundagéo Instituto
Mineiro de Estudos e Pesquisas em Nefrologia (IMEPEN), e na Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da UFJF, a partir de agosto de 2008. Dos
452 individuos avaliados, somente 62 preencheram os critérios de inclusédo do

estudo.

Portanto, iniciaram este estudo 40 pacientes voluntarios com DRC nos
estagios pré-dialiticos 3, 4 e 5 e 22 sem doenga sistémica, de ambos os sexos, de
idade entre 18 e 65 anos. O critério de inclusdo do diagnéstico da DRC baseou-se
na proposta da Kidney Disease Outcome Quality Initiative da National Kidney
Foundation (K/DOQI, 2002).

A definichio de DRC foi estabelecida para pacientes com filtracao
glomerular (FG) menor que 59 mL/min/1,73 m? (estagios 3, 4 e 5), ou seja, com
diagnostico prévio de DRC e em tratamento conservador. A FG foi estimada usando-
se a formula MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (LEVEY et al., 2000). Os
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critérios de inclusdo para o diagnéstico da PC foram propostos por Machtei et al.
(1992), que compreendem voluntarios com minimo de 20 dentes naturais
remanescentes, que apresentaram dois ou mais dentes com NIC =26 mm e um ou

mais sitios com PS =25 mm.

Ja os critérios de nao inclusdo para selecdo dos voluntarios foram
propostos por lde et al. (2003) como segue: ter recebido TP ha menos de seis
meses; tabagista e ex-tabagista ha menos de dez anos; uso de antibioticoterapia e
de medicagao anti-inflamatdria esteroide ou ndo esteroide nos ultimos seis meses
antecessores ao estudo. Além desses, foram excluidos os voluntarios com doencas
sistémicas inflamatérias, neoplasias e infecgdes, bem como as gestantes e mulheres

em periodo de amamentagdo (APENDICE A).

5.2 Avaliacdes clinicas

Numa primeira visita, foram realizados procedimentos de exame clinico

geral e exame clinico periodontal, conforme descrito abaixo.

5.2.1 Exame clinico geral

Todos os participantes foram submetidos a exame médico detalhado,
para diagnostico das condigbes clinicas sistémicas, realizado por um unico
examinador médico. Por meio da anamnese detalhada, foram obtidos os dados
sociodemograficos, a historia da doenga atual, doengas de base, as comorbidades,
historia familiar, historia social, medicamentos em uso, e, por meio do exame fisico,
foram obtidas as caracteristicas clinicas da pressdo arterial em trés posicoes
(deitado, sentado e em pé), frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, altura,
peso, cintura abdominal, cintura de quadril e presenca ou nao de linfonodos
cervicais. O indice de massa corporal (IMC) foi obtido pelo calculo do peso em

quilogramas dividido pela altura ao quadrado em metros (APENDICE B). Exames
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médicos laboratoriais, incluindo creatinina e glicemia, foram conduzidos pelo médico
na Fundagao IMEPEN e no laboratério de analises clinicas do hospital universitario
da UFJF.

O diagnéstico de DM foi determinado pela glicemia 2126 mg/dL ou pela
historia prévia de uso de medicacdo para controle da diabetes nas ultimas duas

semanas.

5.2.2 Exame clinico periodontal

Todos os participantes foram submetidos a um exame odontologico
detalhado para diagnostico das condigdes clinicas periodontais, realizado por um
unico examinador periodontista. Inicialmente, foi feita uma anamnese, contendo a
histéria bucodental e habitos parafuncionais (bruxismo, apertamento dental,
onicofagia, entre outros). Posteriormente, foi realizado o exame fisico bucal e
periodontal. Depois de realizado o exame, os participantes foram diagnosticados
com PC quando apresentaram dois ou mais dentes com NIC 26 mm e um ou mais
sitios com PS =5 mm (IDE et al., 2003; MACHTEI et al., 1992) (APENDICE C) (FIG.
8).

FIGURA 8 - Desenho da sondagem periodontal

Fonte: http://carpanez.com.br/periodontia.htm
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O exame periodontal compreendeu a sondagem de seis sitios em cada

dente (mesiovestibular, mesial, mesiolingual, distovestibular, distal, distolingual),

realizado por periodontista previamente treinado, calibrado e cego para o grupo de

pacientes avaliado, utilizando uma sonda periodontal milimetrada, tipo Williams,

graduada a cada milimetro (PQ-W, Hu Friedy Manufacturing Inc., Chicago. IL, USA).

Os parametros clinicos de diagndstico periodontal avaliados foram:

a.

profundidade de sondagem (PS) — € quantificada pela medida em milimetros
da margem gengival ao fundo do sulco ou bolsa periodontal; cada medida
representou a média obtida da sondagem repetida por trés vezes para cada
sitio;

sangramento a sondagem (SS) — determinado pela presenga (+) ou auséncia
(-) de sangramento observado, durante 30 segundos, apds a primeira insergéo
da sonda na bolsa periodontal, expresso em porcentagem em relagdo ao

numero de sitios;

nivel de insergéo clinica (NIC) — é quantificado em milimetros pela distancia do
limite amelocementario (jungdo cemento-esmalte) ao fundo do sulco ou bolsa

periodontal, cada medida foi repetida por trés vezes;

inflamacado gengival (IG) — quantifica a presenca de inflamacdo gengival;
percorre-se levemente a ponta da sonda periodontal sob a gengiva marginal da
face a ser examinada, registrando-se imediatamente a presenca (+) ou
auséncia (-) de inflamagao e sangramento da gengiva marginal. A inflamacéao

foi mensurada por escore: 0- auséncia, 1- pouca, 2- moderada, 3- severa;

indice de placa (IP) — quantifica a presenga de placa bacteriana, percorrendo-
se a ponta da sonda periodontal sobre a superficie examinada e verificada a
presengca (+) ou auséncia (-) de placa visivel junto a margem gengival,
registrando o resultado imediatamente apdés. A medida de placa foi feita por

escore: 0- auséncia, 1- pouca, 2- moderada, 3- severa.

Radiografias periapicais de todos os dentes foram realizadas, utilizando-

se a técnica do paralelismo, para determinagdo de perda 6ssea e de alguma leséo

periapical, sendo esta ultima, critério de nao inclusao.
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5.2.3 Exames laboratoriais

Amostras de sangue venoso (20 mL) foram coletadas antes do TP e aos
trés meses depois do tratamento. Os participantes se apresentaram para coleta em
jejum entre 7h e 9h da manha. O sangue total contido em um tubo foi anticoagulado
em acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e uma aliquota, foi separada para
avaliacdo do hemograma, pela técnica automatizada Coulter'. O restante do sangue
do tubo com EDTA foi centrifugado por cinco minutos a 1.800 x g para a separagao
do plasma, que foi separado em aliquotas e armazenado em freezer a —70°C para

as analises das concentracdes de IL-6.

O soro foi obtido pela adigdo de sangue venoso no outro tubo a vacuo,
contendo um ativador da coagulagédo. Apds centrifugagao por 15 minutos a 1.800 x
g, o soro foi separado. Parte do soro foi separada em aliquotas para avaliagcao de
ferritina pela técnica de Electroquimioluminescéncia®; ferro sérico pela técnica de
Ferrozine® e indice de saturagdo de transferrina pela técnica Goodwin modificada®. E
o restante do soro também foi armazenado em freezer a —70°C para analise de

PCR-us e pro-hepcidina (pré-hormdnio da hepcidina).

A filtracao glomerular estimada (FGe) foi realizada a partir da dosagem da
creatinina sérica, empregando-se férmula do estudo Modification of Diet in Renal
Disease (MDRD) (RFGe = 186 x (CrS) x (idade) x (0,742 se mulher) ou x (1,210 se
afro-americano) (LEVEY et al., 2000).

A concentragdo de IL-6 foi analisada no plasma pela técnica de
imunoensaio utilizando o kit comercial da Human IL-6 ELISA® kit 1| BD OptEIA de
acordo com instrugdes do fabricante, com valores expressos em picogramas por
mililitro (pg/mL). As leituras foram realizadas por leitor automatico de microplacas, a
absorvancia foi lida no comprimento de onda de 450 nm em espectofotdmetro® no
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFJF.

! Stks, Coulter Corporation, Miami, USA

2 Modular Roche, Roche Diagnostic System, New Jersey, USA
3 Backman, Synchron Clinical System, San Diego, CA

4 Backman, Synchron Clinical System, San Diego, CA

® BD OPTEIA Kit IL-6 Human, BD Biosciences, CA, USA

6 Spectramax 190, Molecular Devices Inc., USA
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Os niveis de pro-hepcidina foram mensurados no soro pela técnica de
imunoensaio por meio do kit DRG Hepcidin Prohormone ELISA’ de acordo com
instrugdes do fabricante, com valores expressos em nanogramas por mililitro
(ng/mL). As leituras foram realizadas por leitor automatico de microplacas, a
absorvancia foi lida no comprimento de onda de 450 nm em espectofotdmetro® no
ICB.

A PCR-us foi quantificada no soro pelo método de nefelometria de alta
sensibilidade®, de acordo com ensaios ja padronizados, com os valores expressos

em miligramas por litro (mg/L) no ICB.

5.3 Protocolo experimental
Cronograma de consultas (visitas) dos participantes:

a. visita 1 — exame clinico geral e exame clinico periodontal;
b. visita 2 — primeira coleta de sangue;
c. visita 3 — orientagao de higienizagao e profilaxia periodontal;

d. visita 4 - tratamento periodontal, por raspagem supra e subgengival da arcada,

quadrante I;

e. visita 5 - tratamento periodontal, por raspagem supra e subgengival da arcada,

quadrante |l, sete dias apés a visita 4;

f. visita 6 - tratamento periodontal, por raspagem supra e subgengival da arcada,

quadrante lll, sete dias apds a visita 5;

g. visita7 - tratamento periodontal, por raspagem supra e subgengival da arcada,

quadrante |V, sete dias ap0s a visita 6;

h. baseline 0 — dia 0 para inicio de contagem de intervalo de trés meses; um dia

apos a visita 7,

I. visita 8 - interconsulta de manutencgao periodontal apds 15 dias;

" DRG International Inc., USA
® Cobas Mira, Roche Diagnostic System, New Jersey USA
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j- visita 9 - interconsulta de manutengao periodontal apos 30 dias;

k. visita 10 - interconsulta de manutengao periodontal apos 60 dias;

l. visita 11 - reavaliagdo do exame clinico geral e periodontal apds 90 dias;
m. visita 12 - segunda coleta de sangue.

O fluxograma das consultas é apresentado na FIG. 9.

Exame periodontal e clinico

Visita 1

!

Coleta de sangue
Visita 2

gt

Profilaxia Visita 3 I

Tratamento Tratamento Tratamento Tratamento
Visita 4 Visita 5 Visita 6 Visita 7

Periodo basal l

Manutencéo l

30 dias
Visita 9

60 dias

15 dias
Visita 8

Visita 10

Reavaliagao periodontal e clinica
90 dias - Visita 11

Coleta de sangue
Visita 12

FIGURA 9 - Fluxograma dos procedimentos clinicos




Efeitos do tratamento nao cirurgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC 52

531 Tratamento periodontal

As raspagens supragengival, subgengival e aplainamento radicular sob
anestesia local, quando necessario, foram realizados utilizando ultrassom® e curetas
de Gracey e mini-Gracey'® da colecdo principal (5-6, 7-8, 11-12 e 13-14), além de
profilaxia com taca de borracha e pasta profilatica'’ de granulacdo fina. Nesta
terapia, foi realizado um quadrante por consulta sem limite de tempo, em quatro

consultas, com intervalo de sete dias cada, de acordo com a necessidade individual.

Em cada consulta, os participantes receberam instru¢cées de higiene oral
para utilizacdo de escova dental pela técnica de Bass modificada, fio dental e outros
meios complementares (escova interdental, escova unitufo e escovagao de lingua)

de acordo com a necessidade individual.

As areas instrumentadas foram reavaliadas apds 15 dias e receberam
nova reinstrumentagéo, quando havia a persisténcia de calculo e sangramento. Apds
30, 60 e 90 dias, foram realizadas as consultas de manutencdo do tratamento, e
todos os participantes foram submetidos novamente a controle de placa supra e
subgengival, profilaxia profissional e reforgo das instrugdes de higiene oral de forma

individualizada para orientacdo e motivacao dos participantes.

5.3.2 Reavaliacao clinica

Aos 90 dias de manutencao do TP, foi realizada a reavaliagao final, com
novo exame periodontal e médico, quando foram coletados novamente os mesmos
parametros clinicos da avaliagdo inicial. Logo apods a reavaliagdo clinica final, os
participantes foram encaminhados e submetidos a nova coleta de sangue e

novamente foram dosados os mesmos parametros bioquimicos iniciais. Todos os

® Modelo Profi 2 — Dabi — S. Paulo
1% Hu-Friedy®, Mgf. Co. Inc., Chicago, IL, USA
" Herjos — Vigodent — Sdo Paulo
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dados clinicos, laboratoriais e procedimentos realizados foram registrados a cada
consulta em fichas especificas (APENDICE D, E, F).

5.4 Andlise estatistica

Para definicdo do numero de participantes do estudo foi levada em
consideragao a variagdo encontrada em dois estudos publicados (BUHLIN et al.,
2003; YASMIN et al.,, 2005), que apresentavam como objeto de pesquisa
marcadores plasmaticos de inflamagdo em individuos com caracteristicas e
metodologia semelhantes aos deste estudo. Inicialmente, foram realizados testes de

Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da normalidade de distribuicdo das amostras.

Nos dados demograficos, as variaveis numéricas foram descritas
utilizando-se média e desvio padrdo, e as categoricas, por meio de porcentagem.
Nas comparagdes entre os grupos DRC e controle no periodo inicial, foram utilizados
teste t para amostras independentes ou a prova ndo paramétrica de Mann-Whitney.
Na comparacéao antes e depois do TP, foram realizados teste t pareado ou teste de

Wilcoxon, quando distribuicdo n&do normal fosse identificada.

As correlagbes entre os marcadores inflamatorios entre si e com os
parametros clinicos periodontais foram analisadas pelo coeficiente de correlagao de
Pearson, para variaveis com distribuicido normal, ou coeficiente de correlagdo de
Spearman, quando distribuigdo ndo normal. Posteriormente, analise de regressao
linear multivariada foi realizada, utilizando como variavel dependente a pro-hepcidina
apos o TP com o delta das variaveis independentes que apresentaram correlacoes
previamente (IL-6, PCR-us, RFG, NIC, PSz5, ferritina e saturacédo de transferrina).
Todos os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando
apresentavam um p<0,05. As analises foram realizadas utilizando o programa SPSS
v.13.0.
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5.5 Aspectos éticos

Todos os participantes foram inicialmente esclarecidos e orientados a
respeito da participacao no estudo, quanto aos procedimentos a serem realizados
para a avaliagao e tratamento. Eles foram esclarecidos de que poderiam desistir de
participar do estudo a qualquer momento, sem prejuizo decorrente dessa decisao.
Em qualquer etapa do estudo, cada participante teve acesso ao responsavel pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. Embora os resultados sejam
objeto de comunicacgao cientifica, a identidade dos participantes nao foi divulgada.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos
propostos neste estudo, o participante teve assegurado o direito a tratamento
especifico na instituicdo. Apds concordarem em participar da pesquisa, 0s mesmos
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, de acordo com a Resolugao
n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (APENDICE G).
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6 RESULTADOS

Os resultados e a discussdo serdao apresentados na forma de um artigo
cientifico intitulado “Treatment of chronic periodontitis decreases serum prohepcidin
levels in patients with chronic kidney disease”, aceito para publicagcdo no CLINICS,
em 24/02/2011.

Além disso, o presente estudo originou: resumos de trabalhos
apresentados em congressos na modalidade péster e apresentacdo oral
(APENDICES H, I, J e K).
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ARTIGO CIENTIFICO

TREATMENT OF CHRONIC PERIODONTITIS DECREASES SERUM
PROHEPCIDIN LEVELS IN PATIENTS WITH CHRONIC KIDNEY
DISEASE
Aceito para publicagao na Revista CLINICS em 24/02/2011

Formatado de acordo com as normas do peridédico
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OBJECTIVE: To determine the impact of periodontal treatment on serum levels of
prohepcidin (the prohormone of hepcidin) and systemic inflammation markers, as well
as correlations among these markers, in patients with chronic periodontitis and chronic
kidney disease who were not undergoing dialysis.

METHODS: We included 56 chronic periodontitis patients, 36 with chronic kidney
disease and 20 without systemic diseases and with normal renal function (control
group). Chronic kidney disease was defined as suggested by the National Kidney
Foundation. Chronic periodontitis was defined through clinical attachment level and by
probing pocket depth, according to the American Association of Periodontology. The
inflammatory markers ultrasensitive Creactive protein, interleukin-6, and prohepcidin
were evaluated before and 3 months after periodontal treatment.

RESULTS: The efficacy of periodontal treatment was confirmed by the improvement in
clinical parameters of chronic periodontitis in the control and chronic kidney disease
groups. Periodontal treatment resulted in significant reductions in C-reactive protein,
interleukin-6 and serum prohepcidin levels in both groups. Moreover, in multivariate
linear regression, the reduction in prohepcidin after periodontal treatment was
significantly and independently associated with interleukin-6 levels in the control group.

CONCLUSIONS: By inducing a decline in the systemic inflammatory response and a
decrease in serum prohepcidin, successful periodontal treatment may represent an
important means of ameliorating the inflammatory burden seen in patients with chronic
kidney disease. Trial registration: ISRCTN59866656.

KEYWORDS: Prohepcidin; hronic periodontitis; hronic kidney disease; inflammatory
markers; periodontal treatment.
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INTRODUCTION

Chronic kidney disease (CKD) is considered a worldwide public health
problem, mainly due to its high morbidity and mortality. With the progressive and
irreversible loss of renal function, several complications arise, anemia being one of
the most frequent, due to erythropoietin (EPO) deficiency.’ Treatment of CKD anemia
is based on the replacement of exogenous EPO; however, 10% to 20% of patients
do not respond adequately to this treatment.” The two most common reasons for
unresponsiveness to EPO therapy are iron deficiency and inflammation. With our
increasing understanding of the effect of inflammatory cytokines on erythropoietin
and the rapidly evolving knowledge of the changes in iron metabolism that occur with
inflammation, it is timely to review the elements of the inflammatory response in
patients with CKD. EPO resistance is not unique to patients with CKD, but these
patients may be at an increased risk, because inflammation is common in this
disease and is associated with increased serum levels of proinflammatory cytokines
(for instance, interleukin-6), which may drive the activation of hepcidin synthesis.?*

Hepcidin is a cationic peptide that is rich in cysteine.>® It is synthesized by
the liver and excreted by the kidney, and its main function is homeostatic regulation
of iron metabolism.”® The hormone hepcidin is derived from the two-step conversion
of an 84-amino-acid—long peptide, preprohepcidin, first by N-terminal cleavage of a
24-amino-acid signal peptide to give rise to prohepcidin. This step is followed by a
second cleavage of a 35-amino-acid peptide to yield the biologically active 25-amino-
acid hepcidin (hepcidin 25), which is secreted into the serum. The target for serum
hepcidin is the iron exporter ferroportin 1, which is found in the plasma membranes of

most body cells and is found at high concentrations in duodenal enterocytes,
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macrophages, and hepatocytes.>® The gene that encodes hepcidin is regulated by
iron load, anemia, and, in particular, chronic inflammation.”

Chronic periodontitis (CP) is an immunoinflammatory disease caused by
Gram-negative bacteria that destroy the supporting tissues of the teeth,® induce local
inflammation, and are associated with a systemic inflammatory response.’®!" Recent
studies have shown an association between high levels of C-reactive protein (CRP)
and interleukin-6 (IL-6) and periodontitis, an association that decreases after
periodontal treatment (PT).">" Due to this association with the systemic
inflammatory response, CP has recently been included as a nontraditional risk factor
for CKD.™

We hypothesized that part of the chronic inflammatory response seen in
CKD patients stems from CP, which, through an increase in the expression of
inflammatory markers, such as IL-6, stimulates hepcidin synthesis. Therefore, the
aim of this study was to determine the impact of PT on the serum level of prohepcidin
(the prohormone of hepcidin) and on systemic inflammation markers, as well as their

correlations, in patients with CP and CKD.

MATERIALS AND METHODS

The present study was an interventional, controlled, nonrandomized
clinical trial in which the participants, all of whom had a diagnosis of CP, received PT
(Trial registration: ISRCTN59866656). The patients with CP were divided into two
groups. The first group consisted of CKD patients at stages 3 to 5 who were
undergoing conservative treatment. These patients were recruited from the

PREVENRIM, a CKD prevention clinic at the Interdisciplinary Nucleus of Studies,
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Research and Treatment in Nephrology (NIEPEN) of the Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF). The second group was a control group that consisted of
patients with no systemic disease from the Periodontology Clinic of the School of
Dentistry at UFJF. All patients presented moderate to severe CP, which
compromised at least two teeth with pocket probing depth (PPD) sites $5 mm, at
least one site with a clinical attachment level (CAL) $6 mm, and radiographic
evidence of alveolar bone loss.™

The glomerular filtration rate (GFR) was estimated from serum creatinine
using an equation from the study “Modification of Diet in Renal Disease” (MDRD)."®
The diagnosis and stage of CKD were determined according to the criteria of the
United States National Kidney Foundation.? Patients with two documented diagnoses
of proteinuria and/or glomerular hematuria and a GFR ,60 mL/min/1.73 m?, measured
at least 3 months apart, were diagnosed with CKD.? This study included patients over
18 years of age, with a minimum of 20 natural teeth and without periapical lesions,
who had received no periodontal, antimicrobial, or anti-inflammatory treatment within
the last 6 months and who had not used steroids or immunosuppressant drugs. The
exclusion criteria were pregnancy or breast-feeding in women and smoking or past
history of smoking in people who had quit smoking within the last 10 years."’

Of a total of 329 patients with CKD, 40 were eligible for the study. Four
were excluded due to the need for dialysis treatment (2 patients) or hospitalization (2
patients). In the control group, 22 patients were selected from a total of 123
individuals; however, 2 were excluded: 1 patient became pregnant, and the other had
an acute upper respiratory tract infection. Therefore, 36 patients from the CKD group
and 20 from the control group completed the study (Figure 1). The groups were

selected over a period of 6 months to avoid differences in the results due to
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variations in sample storage time. After being informed about the study, all
participants signed a written consent form approved by the Ethics Committee on
Research on Human Beings of the UFJF (#942.248.2006/report # 327/2006). The
sample size was defined based on data from an intervention study on CP.""

Initially, the patients underwent a complete medical examination. Next, a
periodontal examination and complementary periapical radiography were performed.
The evaluation included the number of teeth, plaque index (Pl), gingival index (Gl),
assessment of bleeding on probing (BOP), PPD, sites with PPD $5 mm (PPD$5),
and CAL. The periodontal exam was performed on six different sites (mesiobuccal,
buccal, distobuccal, distolingual, lingual, and mesiolingual) around each tooth. A
millimetered probe was used to obtain these data. All exams were repeated 3 months
after the PT.

Both groups received instructions on oral hygiene techniques, including
the manual techniques of tooth and interproximal brushing and how to use dental
floss and perform supragingival prophylaxis. The nonsurgical periodontal therapy
consisted of radicular scraping and subgingival curettage, which used standard
instrumentation with Gracey curettes and ultrasound devices and was performed in
1-hour sessions over an average period of 4 weeks. Local anesthesia was used
when necessary. Upon concluding the periodontal treatment, participants were
followed up after 15, 30, 60, and 90 days. At each return visit, instructions on oral
hygiene and supragingival prophylaxis were provided.

Blood samples were collected for biochemical analysis at baseline and 3
months after PT. Venous blood was collected in vacuum tubes between 7:00 am and
9:00 am after 12 hours of fasting. One tube that contained EDTA was analyzed for

the following blood parameters: complete hemogram (automated Coulter STKS),
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serum iron (ferrozine), ferritin (electrochemiluminescence), and transferrin saturation
index (Labtest ferrozine). Plasma samples with EDTA/heparin and serum samples
were immediately placed in ice, aliquoted within 1 hour, and stored at -80°C until use.
Nephelometry was used for the dosage of plasma levels of ultrasensitive CRP (us-
CRP). The concentration of IL-6 was evaluated in the plasma using the Human IL-6
ELISA Kit Il BD OptEIA (BD Biosciences, CA, USA). The serum level of prohepcidin
was evaluated using DRG Hepcidin Prohormone ELISA Kit (DRG International, Inc.,
USA). Reactions were read using a microplate reader (SpectraMax 190, Molecular
Devices). The manufacturers’ instructions were followed for all kits used in this study.

For statistical analyses, Kolmogorov-Smirnov tests were first performed to
evaluate the normality of the sample distribution. In the demographic data, the
numerical variables were described using the mean and standard deviation, while the
categorical variables were described as percentages. In the comparisons between
the CKD and control groups in the first period, Student’s t-test for independent
samples or the Mann-Whitney nonparametric test was used. For comparisons before
and after PT, a paired t-test or Wilcoxon test was used when an abnormal distribution
was identified. Correlations among the inflammatory markers and their relationships
with the periodontal clinical parameters were analyzed using either the Pearson
correlation coefficient for variables with a normal distribution or the Spearman
correlation coefficient. A multivariate linear regression analysis was performed using
prohepcidin after PT as a dependent variable and the difference of the values (delta
= after - before PT) of the independent variables IL-6, us-CRP, estimated glomerular
filtration rate (eGFR), CAL, PPD, ferritin, and transferrin saturation (TSat). All results
were considered statistically significant at p,0.05. The analyses were performed using

the SPSS v. 13.0 computer program.
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RESULTS

Patients in the study groups had homogeneous demographic
characteristics, and PT was the only variable in both groups. The main cause of CKD
was hypertensive nephrosclerosis (30.6%). The comorbidities most frequently found
in the CKD group were arterial hypertension (97.2%) and diabetes mellitus (27.8%). It
is important to emphasize that no patient used statins or iron replacement therapy
during the study. The study was conducted from August 2008 to March 2010 and
was finished after the follow-up of the participants was complete.

At baseline, CP was more severe in patients with CKD than in the control
group, as documented by significantly higher levels of IL-6 (p = 0.04) and us-CRP (p
= 0.03) (Table 1), as well as patients with CKD who had more sites with PPD$5 mm
(p = 0.03) and CAL (p = 0.003) (Table 2). The efficacy of PT was indicated by the
significant decreases in the levels of inflammatory markers and the improvement in
clinical parameters of CP observed 3 months after completion of PT (Table 2).

Prohepcidin, IL-6, and us-CRP levels decreased significantly after PT in
both groups. In the control group, in addition to the decrease in the inflammatory
markers, a significant increase was also observed in the levels of hemoglobin and
ferritin associated with PT (Table 3).

In the Pearson correlation, a significant association could be seen
between serum prohepcidin after PT and the delta of serum us-CRP in the CKD
group, as well as between serum prohepcidin after PT and the deltas of serum IL-6,
serum us-CRP, ferritin, and TSat in the control group (Table 4).

We constructed a multivariate linear regression model, in which the

dependent variable was serum prohepcidin after PT and the independent variables
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were the deltas of IL-6, us-CRP, eGFR, PPD, CAL, ferritin, and TSat. None of the
independent variables was significantly and independently associated with the
dependent variable in patients with CKD, whereas in the control group, only IL-6
(95% CI -45.40 to -4.49; p = 0.02) was significantly and independently associated

with serum prohepcidin.

DISCUSSION

This work evaluated the impact of PT on the systemic inflammatory
response and determined, for the first time, a causal association between CP activity
and high serum levels of prohepcidin.

Inflammation plays a key role in the pathogenesis of arteriosclerosis, and
chronic systemic inflammation has been associated with undesired cardiovascular
outcomes in patients with CKD." Nevertheless, the nature and the source of
inflammation are not always identified. CP is a chronic infectious disease caused by
Gram-negative bacteria that determine the systemic inflammatory response.’® Local
tissue destruction favors the systemic dissemination of periodontal pathogens and
their products (for example, lipopolysaccharides) and locally produced inflammatory
mediators, such as interleukin-1, IL-6, tumor necrosis factora, and prostaglandin E2,
among others.® It has been documented that CP induces an acute-phase
inflammatory response that can be measured by the serum level of CRP." We
noticed that CP was more severe in patients with CKD not yet on dialysis than it was
in patients without systemic disease. Moreover, 3 months after PT, we observed a
significant reduction in the CAL and the PPD clinical indices, both of which are

markers of the severity of CP, thus confirming the success C of the treatment.
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Concomitant with the clinical improvement in CP, a reduction was observed in the
serum levels of IL-6 and us-CRP, both of which are markers of the systemic
inflammatory response, in agreement with the results of other publications.'?132021
Considering that chronic inflammation is a risk factor for atherosclerotic
cardiovascular disease in patients with hypertension and diabetes mellitus, the main
causes of CKD, it is plausible that the immediate diagnosis of CP followed by PT
should constitute an important preventive measure in the course of CKD in the
everyday clinic.

Prohepcidin is a prohormonal form of hepcidin, a peptide originally
discovered in studies that attempted to identify cationic, antimicrobial peptides in
human blood® and urine.® The increase in the production of hepcidin in response to
inflammation and the decrease in the availability of iron to microorganisms appear to
be parts of the host defense mechanism against infection.® In this study, it was
observed for the first time that successful PT results in a decrease in the serum
levels of prohepcidin in patients with CP with CKD (CKD group) or without CKD
(control group). Due to its size, hepcidin passes through the glomerular membrane,
and increased levels of prohepcidin have been associated with GFR in patients with
renal diseases.?*?* For instance, an inverse relationship between prohepcidin and
GFR was documented in renal transplant patients® and in patients treated with
hemodialysis.24 However, the decreased levels of serum prohepcidin observed in
control patients (with CP and normal GFR) seen 3 months after PT suggests a causal
association between CP and serum levels of prohepcidin. Moreover, no correlation
between the GFR and prohepcidin levels was observed in either of the groups

studied.
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The synthesis of hepcidin increases during chronic infections. The
regulation of prohepcidin and its active form hepcidin is thought to stem from a
complex network of stimuli.?® IL-6 is a proinflammatory cytokine that increases during
inflammation and is considered an important stimulus for hepatic synthesis of
hepcidin and other proteins of the acute phase, such as CRP.? In fact, in the
multivariate linear regression model, IL-6 was the only independent variable that was
associated significantly and independently with the dependent variable serum
prohepcidin level after PT in the control group.

Anemia is one of the main complications of CKD and results mainly from
deficiency in the renal production of EPO." Although the majority of patients respond
to treatment with erythropoiesis-stimulating agents (ESA), up to 20% of patients have
an inadequate therapeutic response.? The main causes of resistance to treatment
with ESA are inflammation and iron deficiency.?® In our patients, although CP was
associated with high levels of prohepcidin, us-CRP, and IL-6, the iron parameters at
baseline were within the recommended range. It is important to emphasize, however,
that the present study was not designed to assess the impact of CP and its treatment
on iron reserves and/or erythropoietic responses to ESA. Nonetheless, it is
interesting to observe that the patients from the control group, who had CP but no
other systemic disorders, showed an increase after PT of almost 1.0 g/dL in
hemoglobin levels and an increase in serum ferritin levels. These findings suggest
that CP, upon inducing a systemic inflammatory response, including high levels of
hepcidin, reduces the availability of iron for erythropoiesis, which is then reversed by
PT.

One limitation of this study is that it was not designed for individuals with

anemia and therefore could not provide data on the impact of PT on anemia in CKD.
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In addition, we used an ELISA for prohepcidin, a precursor that gives rise not only to
hepcidin-25, but also to hepcidin-20 and hepcidin-22; consequently, it might not
precisely reflect hepcidin activity.

In conclusion, this is the first report of an association between CP and
serum levels of prohepcidin, the prohormone of hepcidin, in patients with CKD and
individuals without systemic diseases. Our findings suggest that CP is more severe in
patients with CKD and that it determines a systemic inflammatory response.
Successful PT reduces the inflammatory burden and decreases the serum levels of
prohepcidin, indicating that it may constitute a therapeutically important intervention

during the course of CKD.
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Table 1 - Characterization of the study population at baseline
Chror_nc Kidney Control
Disease (n = 20) P value
(n = 36)
Clinical and demographic characteristics
Age, mean+SD 53.17+12.00 43.4+0 11.00 0.06
Male gender, n (%) 23 (63) 9 (45) 0.17
White race, n (%) 23 (63.9) 13 (65) 0.97
Black race, n (%) 7(19.4) 4 (20) 0,98
Diabetes mellitus, n (%) 10 (27) - -
BMI (kg/m?), mean+SD 26.53+4.95 26.884+5.10 0.8
BP systolic (mmhg), mean+SD 143.63£17.80 131.16+£18.20 0.01*
BP diastolic (mmHg), mean+SD 86.11+9.87 81.0+11.34 0.08
Serum albumin (g/dL), mean+SD 4.27+0.34 4.37+0.22 0.25
Serum creatinine (mg/dL), mean+SD 2.39+1.11 0.77+0.21 0.001*
eGFR (mL/min/1,73m?), mean+SD 34.27+16.02 107.60+26.73 0.001*
CKD stages 3 n (%) 21 (58.30) ---
4n (%) 12 (33.30) - ---
5n (%) 3 (8.30) -—-
Biochemical characteristics
Prohepcidin (ng/mL) mean+SD 166.24+55.70 147.39451.50 0.22
IL-6 (pg/mL) mean+SD 4.04+2.40 2.95+2.20 0.04*
us-PCR (mg/L) mean+SD 6.18+5.39 3.04+3.82 0.03*
Hemoglobin (g/dL) mean+SD 12.72+1.96 13.30+1.89 0.29
Ferritin (ng/dL) mean+SD 180.60+129.0 184.0+154.0 0.93
TSat (%) 29.30 33.90 0.01*
*p<0,05.

SD = standard deviation; n = number; BMI = body mass index; BP = blood pressure; eGFR = estimated
glomerular filtration rate; CKD = chronic kidney disease; IL-6 = interleukin 6; us-PCR = ultrasensitive C-reactive

protein; TSat = Transferrine saturation.

Table 2 - Periodontal parameters at baseline and 3 months after periodontal treatment

Parameters EKE CEisD
Before PT After PT Before PT After PT

Number of teeth, 22.97+5.20 22.33+5.30 23.845.6 23.15+5.40
mean+SD

BOP % 24.08 5.97* 31.25 5.05*
PPD (mm), mean+SD 2.90+1.13 1.99+0.82* 2.52+0.41 1.98+0.40*
CAL (mm), mean+SD 2.92+0.92** 2.20+ 0.65* 2.37+0.40 2.02+0.43*
Gl score’, mean+SD 1.36+0.81 0.31+0.47* 1.40+0.59 0.41+0.33*
Pl score?, mean+SD 1.18+0.69 0.36+0.46* 0.99+0.74 0.20+0.14*
Sites with PPD 25mm, n 19.23** 4.35% 9.61 3.72*

*p<0.05 (before and after treatment in the same group)

**p<0.05 (comparison between the groups before treatment)

PT = periodontal treatment; BOP = Bleeding on Probing; PPD = Probing Pocket Depth; CAL = Clinical Attachment
Level; Gl Score' = clinically quantifies gingival inflammation: 0 = absence, 1 = little, 2 = moderate, 3 = severe; PI
Score? = quantifies the presence of bacterial plaque on the tooth: 0 = absence, 1 = little, 2 = moderate, 3 =
severe; PPD = 5mm = Probing Pocket Depth = 5mm; SD = standard deviation; n = number.
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Table 3 - Parameters of inflammatory markers and biochemical before and 3 months after periodontal
treatment

CKD Control
meanzSD meanzSD
Before PT | After PT Before PT |  After PT

Prohepcidin (ng/mL) 166.24+55.70 153.29+ 56.90*  147.39+51.50  131.72+ 47.10**
IL-6 (pg/mL) 4.04+2.40 3.28+2.10** 2.95+2.20 2.09+1.40*
us-PCR (mg/L)

6.18+5.30 4.08+3** 3.04+3.80 2.20+2.30*
Serum Fe (ug/dL) 81.60+25.50 91.10+24.90 99+24.20 100.90+18.30
TSat (%) 29.30 30.40 33.90 30.90*
Ferritin (ng/dL) 180.60+129 171.70+125 184+154 222+205*
Hemoglobin (g/dL) 12.7045.30 12.20+6.20 13.30+7.90 14.10+6.80*

*p<0.05, **p<0.01
CKD = chronic kidney disease; PT = periodontal treatment; IL-6 = interleukin 6; us-PCR = ultrasensitive C-
reactive protein; Fe = iron; TSat = transferrine saturation.

Table 4 - Pearson correlations between prohepcidin after periodontal treatment and the deltas of the
independent variables

IL-6 us-PCR  eGFR CAL PPD25 Beyidfio Transferrin

saturation
E‘[?Bepc'd'” 008  0301* 0109 0119  -0139  -0.049 0.160
Prohepcidin * * *
pronep o47pe 04111 0116 005 0332 0425 0.544

*p<0.05 ; **p<0.01
CKD = chronic kidney disease; IL-6 = interleukin 6; us-PCR = ultrasensitive C-reactive protein; eGFR = estimated
glomerular filtration rate; CAL = Clinical attachment level; PPD = 5mm = probing pocket depth = 5mm.
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7 COMENTARIOS FINAIS

Atualmente, a DRC é considerada um problema de saude publica
mundial, devido a sua alta prevaléncia e morbimortalidade e, apesar de poucos
estudos epidemioldgicos, no Brasil, essa situagao nao é diferente. A DRC cursa com
uma evolugdo clinica progressiva e irreversivel, que esta frequentemente
relacionada aos fatores de risco e as complicacbes decorrentes da doenca. Além
disso, o progndstico da doenga depende da precoce intervengao sobre esses fatores
de risco e complicagbes, o que motivou o desenvolvimento deste estudo com

pacientes nos estagios da DRC que ainda ndo necessitavam de dialise.

A PC, por ser uma doenca infecciosa local com potencial de estimulo da
resposta inflamatéria sistémica, tem sido associada a diferentes doencas sistémicas,
como cardiovasculares, diabetes e, mais recentemente, com a DRC. Como o
diagnostico da PC depende do exame periodontal especifico, esta pode ser uma
infeccdo subclinica para a conduta das especialidades médicas que cuidam do

paciente com DRC.

A anemia é uma frequente e importante complicacdo da DRC, em
especial para os pacientes que ndo respondem ao tratamento de reposicido do
hormdnio EPO. Por isso, decidiu-se estudar, pela primeira vez, o impacto do TP
sobre a expressao da pro-hepcidina, pro-horménio da hepcidina, que é o principal
regulador de ferro do organismo. Além disso, existem poucos estudos que relataram
a associagao do impacto do TP sobre a DRC, especialmente nos estagios precoces

da doenca.

Nos resultados encontrados no presente estudo e demonstrados no artigo
que faz parte deste trabalho, foi possivel verificar que os pacientes com DRC
manifestaram uma PC mais severa quando comparados aos pacientes com PC, mas
sem doencga sistémica. Como a PC é uma importante causa de perda dental, a
consequéncia clinica desses achados €& que, entre os pacientes com DRC
submetidos a triagem, grande parte tinha menos de 20 dentes, inclusive este foi um

dos critérios de exclusao.
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Considerando ainda os resultados obtidos sobre o efeito do TP nos niveis
séricos da pro-hepcidina, foi possivel estabelecer uma associacao da PC com a pré-
hepcidina. Portanto, tornam-se relevantes novos estudos, incluindo grupos de
pacientes com anemia da DRC, especialmente os que nao responderam ao
tratamento com AAE; e com os novos métodos de dosagem da forma bioativa da
hepcidina, para que a associagdao encontrada possa ser melhor testada
clinicamente. Mas, desde ja, esses achados consolidam a necessidade da avaliagéo
rotineira da saude bucal de pacientes com DRC e, da mesma forma, a importancia
de a Odontologia se tornar uma especialidade integrada as equipes

multiprofissionais de atencao ao paciente com DRC.
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8 CONCLUSAO

A PC manifestou-se de modo mais severo nos pacientes com DRC
quando comparado aos individuos sem doencas sistémicas e foi capaz de promover
um aumento da carga inflamatéria sistémica nos pacientes com DRC. Entretanto, o
TP eficaz reduziu significativamente essa carga inflamatoria em ambos os grupos.

Este € o primeiro relato que demonstra a associagcao entre PC e pro-
hepcidina (pré-hormonio da hepcidina) em pacientes com DRC e individuos sem
doencas sistémicas, uma vez que o TP teve efeito modulador sobre a pro-hepcidina
e foi capaz de diminuir os seus niveis séricos.

Estes achados indicam que esta pode se constituir numa importante
intervengao terapéutica durante o curso da DRC. Novos estudos de intervencao
devem ser estimulados para continuar a estabelecer melhor essa asssociagao entre
a DRC e PC.
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ANEXO A

f APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE JULZ DE FORA
PRO-RETTORIA DE PESOUISA
COMITE DE ENCA EM PESQUISA - CEPIUERIE
36026960 JUIZ DE FORA - MG — BRASIL

Parecer n® 327/2006

Protocolo CEP-UFJF: 942.248.2006 FR: 117748 CAAE: 2273.0.000.180-06

Projeto de Pesquisa: Avaliagdo pré e pbs terapéutica odontolbgica da expresséo de interleucina-6, proteina C

reativa & hepeldina em pacientes com Doenga Renal Cronica,

Pesguisador responsavel: Eduardo Machado Vilela

Qutros participantes: Beatriz Julido Vieira; Fernando Monteiro Aarestrup; Marcus Gomes Bastos
Instituicdo: Fundagio IMEPEN

Suméric/comentarios
O CEP analisou o Protocola 942,248,2006 , grupe 1l e considerou que:

Justificativa: objete bem delimitado, tema relevante para a drea de Ciéncia da Sadde. A alta
incid&ncia & prevaléncia da DRC vem alarmando & comunidade cientlfica mundial e & preocupante a
observagio da inadequabilidade dos cuidados de sadde oferecidos na evelugdo da DRC. A deenga
periodontal e a alta incidéncia de céarie aumentam a taxa de bacteremia, mesmo quando nenhum
procedimento odontolégico é realizado.

Objetivos: Investigar a salide bucal de pacientes portaderes de DRC em estagios Ill, IV e V; avaliar a
incidéncia de infecgbes odontogénicas periodontais e periapicais de pacientes com ORC; analisar os
nivels de proteina C reativa, interleucina C e hepeidina nestes pacientes, assim como criar um
Servigo Odontolégico de Refer@ncia Nacional em satide Bucal, de pacientes com DRC,
Metodologia:serdo convidados a participar da pesquisa 40 sujeitos |, distribuldos iguaimente em 4
grupcs, sendo 1 grupo controle e 3 grupos experimentais com DRC em estagio I, IV e V,
freqUentadores da PAI - Programa de Atengfio Integral ao Portador de DRC. Critérios de incluso:
sujeitos com idade acima de 18 anos, de ambos os sexos, sem disting3o &tnica, e classe social &
registrados segundo pardmetros clinicos tais como diabetes, tabagismo, uso de drogas anti-
hipertensivas & outros. Serd feita coleta de fluido gengival e sangue pré e pos terapéutica
adantaldgica, para avaliagao de interleucina-6, proteina G reativa e hepcidina.

RevisBo e referneias bibliograficas: pertinente ao estude.

Caracteristicas da populagio a estudar: 40 sujeitos, distribuldos igualmente em 4 grupos, sendo 1
grupo controle & 3 grupos experimentais com DRC, am estagio I, IV e V, freqlientadoras do PAI =
Programa de Atenglo Integral an portador de DRC, com idade acima de 18 anos e de ambos 03
SEX0S.

Critérios de participag3o: 40 sujeitos de ambos os sexos, com idade acima de 18 anos, sem
disting3o étnica e classe social, portadores de DRC.

Crgamento: de responsabilidade dos pesquisadores.

Instrumento de coleta de dados: Fei apresentade.

Cronograma; pertinente an estuds, A caleta de dados iniciard em janeiro de 2007,

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE, estd em linguagem adequada, clara para
compreensac do sujeito, descricio suficiente dos procedimentos, e forma do sujeito fazer contatos
com o pesquisador.

- Qualificacéo do pesquisador: especialista em Cirurgia  Bucomaxilofacial, com experiéncia compativel

com o projeto de pesquisa,
Salientamos gue o pesquisador devera encaminhar a este comité o relatério final da pasquisa.

Diante do exposta, o Camité de Etica em Pesquisa — CEP/UFJF, de acordo com as atribuigGes

definidas na Res. CNS 196/98, manifesta-se pela Aprovagéo do protocolo de pesquisa proposto.

Situacio: Projeto Aprovade

Juiz de Fora, 18 de dezembro de 2006

Coordenadora - CEP/UFJF



Efeitos do tratamento nao cirurgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC 88

M f APENDICE A

FICHA DE TRIAGEM — ODONTOLOGIA

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Numero do Prontuério: Nome:
Endereco: Telefone: ()
Idade: Sexo: Cor:
Nacionalidade: Naturalidade:
Estado Civil Ocupacao
FATORES DE RISCO CRITERIOS DE EXCLUSAO CRITERIOS DE INCLUSAO
[] Etilista [[] Gestante [ ] Pelomenos 20 dentes naturais
] Tabagista ] Tabagista [[] NIC26mm
] Obeso ] Reposicao de Ferro [] PS25mm
[] Diabetico [[] Uso cronico de corticdide | [ ] Presenca de sangramento
] Hipertenso ] Uso de antibidticos [[] Mobilidade dental
] DRC: Estagio: [[] UsodeAINES [[] Recessdo gengival
Dosagem:
uréia:
creatinina:

[] Outros
EXAME FiSICO:
Portador de protese:

] Superior total ] Superior parcial

] Inferior total ] Inferior parcial

Principais manifestacdes bucais no paciente com doenca renal:

Gengivite Periodontite
[]

DIAGNOSTICO

Juiz de Fora, de 20

Paciente Profissional



Efeitos do tratamento néo cirdrgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC

89

It

APENDICE B

EXAME MEDICO

Nome Avaliacao: Data: ...... Lo

Idade: ............ anos Dat? Nas/cimento Sexo: [ 1M T F Raca:

Estagio DRC: 10 2[] 300 4l 5]

| R
Emagrecimento [1 | Vémitos Nauseas []| Diarréia [! | Dispnéia [ | Hiporexia [I
Constipacgao [1| Ortopnéia [J]| DPN ]| Insbnia [1| Desanimo [] | Impoténcia []
Amenorréia [1| Solugo Nicturia [ ]| Hemataria [ | Prurido [1| Tosse ]
Outras:

Doencas de base:

Nefroesclerose .

. : NxD ] GnC [] | DRPA [l | Nx isquémica []
hipertensiva 0

NXR [ | NTIC ]| Indeterminada [ | Outra:

Comorbidades

DM (1| HAS [l | DVP [l | DAC [1]| AVC U
ICC [1 | Arritmia cardiacal ] | Gota [1 | Hiperuricemia [ | Neuropatia ]
Retinopatia Hipotireoidismo [ | Hipertrofia Uropatia Outra(s) 0
diabética 0 prostatica 0 obstrutiva 0

H. fam.

H. Soc.: Tabagismo 1 | Etilismo 1 | Usodedrogas [ | Outras O
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Medicamentos:
Exame fisico:
PA(mmHg):_ /(D) / (S) / (P) T°
FC: (bpm) FR: (irpm) | Peso (Kg): Altura (cm):

Mucosas coradas
IMC: CA: (cm) CcQ: (cm)

]S [IN
Turgéncia jugular: Linf. cervicais Tiredide:
Cianose [] S LN [0s [N palpaveis:
]S [IN

Edema: [JS ON[L(+) [ (++) L] (++4) (] (++++)

Geral:
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APENDICE C [ﬁ
Jf i IMEPEN
EXAME CLINICO PERIODONTAL
Apresenta ou ja apresentou deficiéncia de alguma vitamina? SIM |:| NAO |:|
Qual?
Tem diabetes? sm [ ] [NAo []
Doenga sexualmente transmissivel? SIM |:| NAO |:|
Herpes? sm [ ] |NAO [ ]
E alérgico? sm [] |NAO [ ]
A qual substancia?
Tem problemas sanguineos? SIM |:| NAO |:|
Ja teve leucemia? siMm [ ] [NAo []
Antecedentes familiares que apresentem problemas nos dentes | SIM |:| NAO |:|
e/ou gengiva?
Ha quanto tempo apresenta perda dos dentes?
Apresenta lesGes doloridas na boca? siM [ ] |NAO
Com que frequéncia?
Sua gengiva sangra com facilidade? SIM |:| NAO

Classificacao clinica da doenca periodontal:

Periodontite crénica

|:| Leve |:| Moderada |:|

Severa

Periodontite crénica

|:| Localizada |:| Generalizada

Lesédo aguda

PGuna (periodontite ou gengivite ulcerativa necrosante aguda)

Abscesso (pericoronarite)

GEHA (gengivoestomatite herpética primaria)

LI | O




Efeitos do tratamento nao cirurgico da PC sobre marcadores inflamatérios em pacientes com DRC 92

Periograma:

(sinal + se houver sangramento, supuragao e/ou inflamacgao)

Grau de mobilidade:

|:| M1 - mobilidade pequena

[ ] M2 - mobilidade média

|:| M3 - intrusdo do dente

Lesdes periapicais:

[ ] siv

[ ] NAO

Presenca de Carie:

[ ]sim

[ ] NAO

Elementos acometidos:

Radiografias:

MANIFESTACOES BUCAIS:

|:| Les&o da mucosa bucal

|:| Petéquias

|:| Xerostomia

|:| Estomatite urémica

|:| Equimoses

|:| Halitose

|:| Palidez da mucosa oral

|:| Hipoplasia de esmalte

|:| Outros
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Nome:

PERIOGRAMA

Data do exame:

/

/

Reg.No.:

Profundidade de sondagem

Nivel de insercéo

Dente Dente
\ MV DV L ML DL MV DV L ML DL
17 17
16 16
15 15
14 14
13 13
12 12
11 11
21 21
22 22
23 23
24 24
25 25
26 26
27 27
37 37
36 36
35 35
34 34
33 33
32 32
31 31
41 41
42 42
43 43
44 44
45 45
46 46
47 47

Diagnéstico:
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1“ f APENDICE D [ﬂ
J RESULTADOS LABORATORIAIS IMEPEN

Nome:

Data 1

Data 2

Creatinina

FG estimada

Ferro Sérico

% Saturacao Transferrina

Ferritina

PCR-US

Interleucina- 6

Hepcidina

Hemacias

Hemoglobina

Hematocrito

VCM

HCM

CHCM

RDW

Leucdécitos (global)

Neutrofilos

Linfécitos

Mondcitos

Eosindfilos

Basdfilos

Plaquetas

Glicemia de Jejum

Albumina

Acido urico

Colesterol total

HDL

LDL

VLDL

Triglicérides

Data 1

Data 2

Proteinuria

Hematuria

Pidria

Urina de 24h (volume)

Microalbuminuria

Legenda: Data 1 = antes do tratamento; Data 2 = depois do tratamento.
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APENDICE E
CRONOGRAMA DE VISITAS

FUNDACAQO

IMEP

N

Paciente

1° exame

12 coleta

Profilaxia

1° atend.

2° atend.

3° atend.

4° atend.

Base line

15 dias

30 dias

60 dias

90 dias

Reava-
liagéo 2a.
coleta
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FUNDACAO
IMEPEN

1“ f APENDICE F

EVOLUCAO CLINICA

DATA PROCEDIMENTO RESPONSAVEL
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APENDICE G
f TERMO DE CONSENTIMENTO
J LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Identificac&o do responsavel pela execuc¢édo da pesquisa:

Nome do pesquisador: Prof. Eduardo Machado Vilela
Titulo da pesquisa: EFEITOS DO TRATAMENTO NAO CIRURGICO DA PERIODONTITE

CRONICA SOBRE MARCADORES INFLAMATORIOS EM PACIENTES COM DOENGA RENAL
CRONICA

Endereco do pesquisador: Rua Geraldo Moutinho 55, Jardim Imperial — Juiz de Fora
Telefones de contato do pesquisador: 3231.3339 ou 9198.2688

Coordenador do Projeto: Prof. Dr. Marcus Gomes Bastos

Endereco do coordenador: Fundacéo IMEPEN - UFJF
Telefone de contato do coordenador: 32 3216.2515

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa: Universidade Federal de Juiz de Fora —
Pré-Reitoria de Pesquisa (Propesq) — Campus Universitario s/n° - Bairro Martelos, Juiz
de Fora—- MG

CEP: 36030-900

Telefone: (32) 3229-3788

Informagdes ao participante ou responsavel:

1. Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem como objetivo avaliar

a interferéncia das infeccdes bucais em pacientes com doenca renal cronica.

2. Antes de aceitar participar da pesquisa, leia atentamente as explicacbes abaixo que
informam sobre o procedimento:

¢ antes e apds o tratamento odontoldgico sera realizada a coleta de sangue e fluido
gengival (saliva) para exames laboratoriais;

e seu sangue sera coletado com uma agulha e o seu brago sera envolvido por um
torniquete, o que pode causar dor e desconforto no momento da coleta. Sera
retirado em torno de uma colher de sopa de sangue. Este procedimento sera
realizado duas vezes: antes e apds o tratamento odontolégico;

¢ o fluido gengival (saliva) sera colhido com uma pequena fita de papel absorvente,
que sera encostado em sua gengiva por alguns segundos. Este procedimento nao
causa nenhum desconforto ou dor e sera realizado antes e apds o tratamento
proposto;

e o tratamento odontolégico envolve procedimentos de rotina como remogao de carie,
limpeza gengival e profilaxia. Sempre que houver risco de dor durante o tratamento
sera aplicada anestesia local. Vocé sera orientado pelo Dentista quanto ao uso de
analgésicos e antiinflamatérios, caso seja necessario.

3. Vocé podera recusar a participar da pesquisa e podera abandonar o procedimento em
qualquer momento, sem nenhuma penalizagao ou prejuizo.

4. A sua participagao como voluntario, nao auferira nenhum privilégio, seja ele de carater
financeiro ou de qualquer natureza, podendo se retirar do projeto em qualquer
momento sem prejuizo a V. Sa.
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5. A sua participacido nao implica em riscos por estar participando do protocolo.

6. Serao garantidos o sigilo e privacidade, sendo reservado ao participante, ou seu
responsavel, o direito de omissdo de sua identificacdo ou de dados que possam
comprometé-lo.

7. Na apresentagao dos resultados nao serao citados os nomes dos participantes.

8. Este TCLE sera assinado em duas vias, sendo que uma sera entregue a vocé
(participante ou responsavel) e a 22 via sera arquivada com o pesquisador.

Confirmo ter conhecimento do conteudo deste termo. A minha assinatura abaixo indica que
concordo em participar desta pesquisa e por isso dou meu consentimento.

Juiz de Fora, de de 20

Nome do paciente:

Endereco:

Assinatura:

Nome do pesquisador:

Assinatura:
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APENDICE H

Trabalho apresentado sob a forma de péster na 25° Reunido anual da Sociedade

Brasileira de Pesquisa Odontoldgica, 2008, Aguas de Linddia- SP.
Tema livre mural

PEfe 403. Este trabalho refere-se a resultados preliminares do presente estudo.

TiTULO: MANISFESTAQCN)ES CLINICAS ORAIS EM PACIENTES COM DOENCA
RENAL CRONICA EM TRATAMENTO CONSERVADOR.

BASTOS, JA; VILELA, EM; MAGACHO, EJC; SOUZA-COSTA, DC; CHAOUBAH,
A; LOBATO, A; MACHADO, CV; BASTOS, MG.

OBJETIVOS: No presente estudo os autores avaliaram as patologias orais em pacientes com Doenca
Renal Crbénica (DRC) nos estagios pré-dialiticos.

METODOS: Trata-se de um estudo de corte transversal em que 123 pacientes com DRC em estagios
1-5 foram submetidos a uma avaliacdo clinica da cavidade oral, realizada através de inspegao e
palpacgao da boca, no periodo entre agosto de 2007 a abril de 2008. Foram investigadas as patologias
bucais: palidez e lesdo da mucosa oral, estomatite urémica, equimose, xerostomia, halitose e
presenca de doenga periodontal (DP). Foi registrada a presenga de dentes naturais, mobilidade, uso
de protese, sangramento espontaneo, presenga de carie, calculo, e ressecgao gengival. Os dados
demograficos, clinicos e laboratoriais foram obtidos dos prontuarios dos pacientes.

RESULTADOS: Carie dental foi observada em pacientes com DRC nos estagios 3-5; a palidez de
mucosa oral foi mais frequente no estagio 4 (19,1%); a lesdo da mucosa bucal foi frequente nos
estagios 3 (21,4%) e 4 (21,3%); a estomatite urémica e a xerostomia foram observadas em 9,55 e
100% dos pacientes nos estagios 3 e 1, respectivamente. A halitose foi maior nos estagios 1 (66,7%)
e 2 (43,8%). A presenca de DP foi significativamente menor no estagio 5 (20%) e a presenga de
calculo foi bem distribuida entre os estagios.

CONCLUSAO: As manifestagdes orais nos pacientes com DRC no estagio pré-dialitico s&o
prevalentes e compativeis com aqueles encontrados na literatura em pacientes em hemodialise,
acenando para a necessidade de implementagdo de medidas preventivas precoces no curso da
doenca renal.

APOIO FINANCEIRO: Fundagao IMEPEN (Instituto Mineiro de estudos e Pesquisas em Nefrologia).
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APENDICE |

Trabalho apresentado sob a forma de pdster no Congresso Brasileiro de Nefrologia
2008- Curitiba — MG. J Bras Nefrol 2008; 30 (supl 3) PO319 Este trabalho refere-se
a resultados parciais do presente estudo. XXIV congresso

TITULO: AVALIACAO DOS EFEITOS DA TERAPIA PERIODONTAL SOBRE A
REDUCAO DO RISCO CARDIOVASCULAR EM PACIENTES RENAIS CRONICOS

AUTORES: VILELA, EM; MACHADO, CV; BASTOS, JA; SOUZA-COSTA, DC;
CHAOUBAH, A; BASTOS, MG

Introducédo: pacientes renais crénicos sdo acometidos pela aceleracdo da doenga aterosclerotica,
com componentes inflamatoérios, entre eles a proteina C-reativa (PCR), utilizada como marcador de
risco cardiovascular. Periodontite Cronica (PC) é um estado inflamatério e pode agravar a inflamagao
sistémica de pacientes com doenga renal cronica (DRC). Assim, o tratamento da DP pode ser um
aliado na reducgéao do risco cardiovascular nestes pacientes. Objetivos: avaliar as concentragdes de
PCR e parametros clinicos antes e depois do tratamento periodontal (TP), correlacionando com o
risco cardiovascular de pacientes com DRC na pré-dialise. Métodos: 12 pacientes do ambulatério do
PREVENRIM da Fundacao IMEPEN, portadores de DRC estagios 3 a 5 e com PC concomitante
foram avaliados clinicamente (anamnese e exame fisico) e uma coleta de sangue para dosagem da
PCR ultrassensivel e hemograma foi realizada antes e depois do TP. Foram excluidos os pacientes
com TP prévio, uso de anti-inflamatérios e/ou antibiéticos, tabagistas e ex-tabagistas, todos nos
ultimos seis meses, e gestantes. Dados complementares foram obtidos do prontuario do paciente. O
teste t student foi utilizado para avaliagado estatistica, e p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Resultados: a média da concentragdo da PCR ultrassensivel reduziu apés TP (5,9+4,9
mg/dL para 3,8+3,1mg/dL) com tendéncia a significancia estatistica. Observou-se que a leucometria
global reduziu apés TP de 7850+1867mm?3 para 6825+1241mm3. Uma reducao significativa foi
observada na pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD) em ortotatismo apoés TP (PAS:
141+14,3mmHg para 126,7+16,7mmHg; p=0,01) (PAD: 86,5+9,8mmHg para 75,8+7,9mmHg;
p=0,005). Conclusdes: a TP reduziu a PAS e PAD, bem como a carga inflamatéria sistémica,
observada pela redugdo da leucometria global e das concentragcdes de PCR. Um numero maior de
pacientes esta sendo avaliado. O TP instituido eficazmente, dentro de uma atengdo multidisciplinar,
pode reduzir fatores de risco cardiovasculares em pacientes com DRC. Apoio: Fundac¢éo IMEPEN.
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APENDICE J

Trabalho apresntado sob a forma de apresentagao oral no IV Encontro Nacional de
Prevencédo da Doenca Renal Crénica, 2009 - Fortaleza/CE.
Este trabalho refere-se a resultados parciais do presente estudo.

TITULO: IDENTIFICACAO DE PATOGENOS PERIODONTAIS EM PACIENTES
COM DOENCA RENAL CRONICA.

BASTOS, J. A.; VILELA, E. M.; MAGACHO, E. J. C,; DINIZ, C. G.; SILVA, V. L,
SOUZA-COSTA, D. C.; CHAOUBAH, A.; ANDRADE, L. C. F.; BASTOS, M. G.

OBJETIVOS: No presente estudo foi avalida a presencga de periodontopatégenos em pacientes com
Doenca Renal Crénica (DRC) pré-dialitica individuos controle sem a doenga.

METODOS: Trata-se de um estudo de corte transversal em que 13 individuos saudaveis foram
comparados com 20 pacientes com DRC nos estagios 2-5 (ndo ainda em dialise) submetidos a coleta
de biofilme do periodonto da cavidade oral, empregando-se a técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction), na identificagdo dos principais microrganismos causadores da Doenga Periodontal
(listados abaixo):

Candida albicans

Fusobacterium nucleatum

Eikenella corrodens

Porphyromonas gingivalis

Prevotella nigrescens

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Treponema denticola

Foram registrados parametros clinicos para identificacdo da doenca periodontal através do indice de
Placa (PI), indice Gengival (Gl), Profundidade de Sondagem (PS).

RESULTADOS: A presenca de Candida albicans foi observada em 40,9% dos pacientes com DRC,
comparados a 25% do grupo controle; Fusobacterium nucleatum foi observado em 13,6% dos
pacientes com DRC, comparados a 10% do grupo controle; Eikenella corrodens foi observado em
95% dos pacientes com DRC, comparados a 93,3% do grupo controle; Porphyromonas gingivalis foi
observado em 66,7% dos pacientes com DRC, comparados a 75% do grupo controle; Prevotella
nigrescens foi observado em 45% dos pacientes com DRC, comparados a 45% do grupo controle;
Aggregatibacter actinomycetemcomitans nao foi identificado em ambos os grupos; Treponema
denticola foi observado em 50% do grupo com DRC, comparados a 41,7% do grupo controle. Nao
houve significancia estatistica nesses resultados.

Quanto aos parametros clinicos para a identificacdo da doenga periodontal, o Pl foi correspondente a
1,1 no grupo com DRC, comparado a 1,0 no grupo controle (p=0,5); Gl foi 1,5 no grupo com DRC,
comparado a 1,1 no grupo controle (p=0,1), PS foi de 3,2 no grupo com DRC, comparado a 2,3 no
grupo controle (p=0,08).

CONCLUSAO: As principais bactérias causadoras de doenca periodontal foram encontradas em
maior incidéncia nos pacientes com DRC, comparados ao grupo controle, incluindo a infecgdo por
Candida albicans. Também os indices PI, Gl e PS foram maiores no grupo doente, comparados com
o controle. Os nossos resultados evidenciam a necessidade de implementacdo de medidas
preventivas precoces na tentativa de evitar a progressdo da doencga periodontal no curso da DRC.

APOIO FINANCEIRO: Fundacédo IMEPEN (Instituto Mineiro de Estudos e Pesquisas em Nefrologia)
e Laboratdrio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana, IC/UFJF.
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APENDICE K

Trabalho apresentado sob a forma de apresentagdo oral no XXIII Congresso
Brasileiro de Periodontia 2009 — Belo Horizonte. Este trabalho refere-se a resultados
parciais do presente estudo P020

TITULO: AVALIACAO DOS MARCADORES DE FERRO SERICO NA PBE E POS-
TERAPIA PERIODONTAL EM PACIENTES COM DOENCA RENAL CRONICA

Autores: Vilela, EM'; Machado, CV'; Bastos, JA?, Souza-Costa, DC? Chaoubah,
Al: Bastos, MG2.

Efeito da terapia periodontal sobre o nivel de ferro sérico e risco de anemia em pacientes
renais crénicos na pré-dialise.

1 - Universidade Federal de Juiz de Fora. 2 - Fundagdo IMEPEN

Introducdo: A doenga renal crénica (DRC) € um sério problema de saude publica o que torna
preocupante a adequacgao dos cuidados de saude oferecidos na evolugdo desta doenga.O manuseio
clinico deve incluir medidas de retardo da progressdo da doenga e identificagdo e corregdo de
complicagdes e comorbidades, entre elas a doenga periodontal.

Uma importante causa de morbi-mortalidade nestes pacientes € a anemia ferropriva da doenca
cronica que possui uma forte associagdo com a diminuicao de eritropoetina e redugao da absorgao de
ferro intestinal, levando frequentemente a anemia. Como a doenga periodontal contribui para a
inflamagéo sistémica, ja detectado por marcadores da inflamagdao como PCR e IL-6, o status
periodontal de todos pacientes com doencga renal cronica precisa ser cuidadosamente avaliado e a
terapia periodontal instituida eficazmente.

Objetivo: Avaliar o nivel de Ferro sérico pré e pés-terapéutica periodontal, correlacionando com risco
de anemia de pacientes renais cronicos na pré-didlise.

Métodos: Em um estudo prospectivo, foram incluidos 12 pacientes do ambulatério PREVEN RIM da
Fundagédo IMEPEN, portadores de DRC estagios Ill, IV ou V e de doenga periodontal concomitante.
Foram excluidos os pacientes com tratamento periodontal prévio, tratamento antiinflamatério e/ou
antibidtico prévio, tabagistas e ex-tabagista nos ultimos seis meses e gestantes

Os pacientes foram submetidos a uma avaliagdo clinica (anamnese e exame fisico) e coleta de
sangue pré e pos-terapéutica periodontal. A analise sanguinea incluia, além de outros parametros, a
dosagem de ferro serico e o indice de saturagao da transferrina.

Resultados: A média da concentragéo do Ferro sérico aumentou apos o TP (71,25+25,31 mg/dL pré-

TP x 91,75+16,40 mg/dL pés TP, P=0,048), portanto houve diferenga estatiscamente significativa. O
indice de saturagéo da transferrina tendeu aumentar (de 28,7% para 33,13% p=0,136) ap6s o TP .
Observou-se que a leucometria global também reduziu significativamente apos TP de 7850+1867mm°

para 6825+ 1241mm° (P=0,026). Concluséo: A TP pode contribuir para previnir ou reduzir o risco de
anemia na DRC, pois, aumentou o ferro serico e saturagao de transferrina e tendeu a reducéo da
inflamacéao sistemica, observada pela redugéo da leucometria global. Um nimero maior de pacientes
esta sendo avaliado. A avaliagdo e o TP devem ser instituidos dentro de um programa multidisciplinar
para pacientes com DRC. Apoio: Fundac¢ao IMEPEN
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ANEXO L

BANCO DE DADOS DA PESQUISA

O banco de dados contento as informagdes da pesquisa encontram-se
em arquivo excell a disposicdo da banca examinadora. Para ter acesso aos dados, a

solicitagcao deve ser feita ao pesquisador pelo e-mail: eduardo.vilela@ufjf.edu.br.



