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RESUMO

Introducgao: A prevaléncia de periodontite crénica (PC), na sua forma mais grave,
em pacientes com doenga renal crénica (DRC) tem sido reportada ao longo desses
anos. A deficiéncia de vitamina D (25(0OH)D) e de catelicidina (LL-37) parece
desempenhar papel importante na patogénese da PC, e niveis inadequados de
vitamina D e LL-37 tém sido observados em pacientes com DRC. Objetivo:
Examinar a associagao entre niveis séricos de 25 (OH) D, LL-37 e IL-6 no plasma e
no fluido gengival de pacientes com PC e DRC. Método: Trata-se de um estudo
transversal, em que foram constituidos quatro grupos: Grupo 1, 15 individuos
sistemicamente saudaveis (SS) e sem PC (SS/PC-); Grupo 2, 15 pacientes SS e
com PC (SS/PC+); Grupo 3, 15 pacientes com DRC e sem PC (DRC/PC-)
comparado a um grupo de 15 pacientes com DRC e PC (DRC/PC+). Os dados
demograficos, de exame fisico e laboratoriais foram obtidos no dia da consulta. A
DRC foi definida e estagiada segundo a NKF QDOKI™. Os niveis séricos de
25(0OH)D foram dosados por quimioluminescéncia quando da avaliagado da PC, que
foi caracterizada segundo os critérios de Academia Americana de Periodontologia

(1999). A LL-37 e IL-6 no plasma e no fluido gengival foram dosados através do

ELISA. Os resultados de 25(OH)D foram estratificados em deficiéncia (<14 ng/mL),
insuficiéncia (15-29 ng/mL) e suficiéncia (=30 ng/mL). Resultados: os pacientes
com DRC e PC apresentaram PC mais grave, e menores niveis de 25(OH)D e de
LL-37 plasmaticas. Observou-se associagao entre niveis reduzidos de 25(OH)D e de
LL-37 no plasma. Por outro lado, niveis elevados de LL-37 e IL-6 foram observados
no fluido gengival dos pacientes com PC (SS/PC+ e DRC/PC+) comparativamente
aqueles sem a doenga periodontal (SS/PC- e DRC/PC). Conclusao: Em pacientes
com DRC, niveis inadequados de vitamina D e de LL-37, possivelmente, afetam a
resposta imune inata, predispondo o individuo a infec¢do. Niveis aumentados de |L-
6 e da LL-37 no fluido gengival caracterizam um aumento da resposta inflamatoria
local, o que poderia explicar PC mais grave nesses pacientes.

Palavras-chave: Insuficiéncia renal cronica; faléncia renal crdnica; periodontite

cronica; vitamina D.



ABSTRACT

Introduction: The prevalence of chronic periodontitis (CP), in its severe form, in
patients with chronic kidney disease (CKD) has been reported over the years.
Deficiency of vitamin D (25 (OH) D) and cathelicidin (LL-37) appears to play an
important role in the pathogenesis of CP, and inadequate levels of vitamin D and LL-
37 have been observed in patients with CKD. Aim: to examine the association
between serum 25 (OH) D, LL-37 and IL-6 in plasma and gingival crevicular fluid in
patients with CKD and CP. Method: This was a cross-sectional study where four
groups were formed: Group 1, 15 systemically healthy individuals (SS) and without
CP (SS/CP-), Group 2, 15 patients with CP and SS (SS / CP +) and Group 3, 15
patients with CKD and without PC (DRC/CP-), and 15 patients with CKD and CP
(DRC / CP +). Demographic data, physical examination and laboratory data were
obtained on the day of the exam. CKD was defined and staged according to the NKF
QDOKI™. Serum 25 (OH) D levels were measured by chemiluminescence. CP was
characterized according to the American Academy of Periodontology (1999). LL-37
and IL-6 in plasma and gingival crevicular fluid were measured by ELISA. Results:
the results of 25 (OH) D were stratified deficient (= 14 ng / mL), insufficient (15-29 ng
/ mL) and sufficiency (= 30 ng / ml). Patients with CKD and CP had a more severe
CP and lower levels of 25(0OH)D and LL-37 in plasma. It has been observed an
association between lower levels of 25(0OH)D and LL-37 in plasma. Moreover,
statistically higher levels of LL-37 and IL-6 were found in gingival fluid of patients with
CP (SS/CP + and CKD / CP +) compared to those without periodontal disease (CKD
/CP- and SS/CP-) . Conclusion: In patients with CKD, inadequate levels of 25(OH)D
and LL-37 can possibly affect the innate immune response, predisposing individuals
to infection. Increased levels of IL-6 and the LL-37 in the gingival crevicular fluid
featuring an increase of inflammatory responses, which could explain a worse CP in

these patients.

Key words: Renal insufficiency chronic; Chronic periodontitis; Vitamin D.
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1) INTRODUGAO

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 60%
dos o6bitos mundiais se devem as doengas crbnicas nao transmissiveis. O termo
doenga renal cronica (DRC) engloba uma variedade de nefropatias que resulta no
comprometimento morfofuncional do rim. A DRC é hoje considerada um dos mais
importantes problemas de Saude Publica no mundo, e, no Brasil, ndo é diferente. No
censo sobre dialise realizado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, constatou-se
a existéncia de aproximadamente 87 mil brasileiros em hemodialise ou dialise
peritoneal. Estima-se que exista cerca de 1,960 milh&o (ou 1,87%) de brasileiros
adultos com filtragdo glomerular (FG) <60mL/min/1,73m?, ou seja, estagios 3, 4 e 5
da DRC.

As principais causas de DRC em nosso meio sdo a hipertenséo arterial, a
doencga renal diabética e as glomerulopatias. Pacientes com DRC apresentam
inumeras complicagbes sistémicas em consequéncia do acumulo de metabdlicos
urémicos, desequilibrios imunologicos e endocrinos, que podem contribuir para o

surgimento de diversas doengas bucais.

Diversas mudangas que ocorrem na cavidade bucal estdo associadas
diretamente a DRC ou a terapia medicamentosa dos pacientes renais cronicos, entre
elas: xerostomia; disturbios do paladar; candidiase oral; estomatite urémica e halito
urémico, hiperplasia gengival, periodontite.

Observa-se um numero crescente de pesquisas que apontam que a
periodontite contribui para uma variedade de doengas sistémicas agudas e cronicas,
entre elas, a aterosclerose, doenca cardiaca e acidente vascular cerebral, diabetes
mellitus, complicagdes obstétricas, doencas respiratorias, e, mais recentemente, a
DRC. A explicagao para a associagao entre a periodontite e as doengas sistémicas
parece estar relacionada a infecgcado e a inflamacédo. Recentemente, a periodontite
tem sido considerada um fator de risco n&o tradicional para a DRC. Infelizmente, ndo
dispomos de dados na literatura contendo uma explicagdo biolégica para a alta
prevaléncia e gravidade da periodontite em pacientes com DRC.
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Atualmente, alguns estudos apontam para a associagédo entre DRC e niveis
mais baixos de vitamina D (25(OH)D) e do peptideo antimicrobiano catelicidina (LL-
37), tornando o paciente mais susceptivel a infecgbes, o que poderia explicar a
maior frequéncia e gravidade da PC em pacientes com DRC . Nenhum estudo, até o
momento, associou dados sobre niveis séricos de 25(OH)D, LL-37 e IL-6 no plasma

e no fluido gengival (FCG) de pacientes com DRC e PC.

Com isso, a hipotese deste estudo é de que pacientes com DRC apresentam
niveis inadequados de 25(OH)D, o que levaria a diminuicdo dos niveis de LL-37 e,
consequentemente, a maior susceptibilidade a infecgdes, inclusive periodontal.

15



2) DOENGA RENAL CRONICA

Doenca renal crénica (DRC) é um termo amplo que engloba uma variedade
de nefropatias que resultam no comprometimento morfofuncional do rim (K/DOQ,
2002). A DRC acomete qualquer individuo que, independente da causa, e por um
periodo superior a 3 meses, apresentar taxa de filtragado glomerular (TFG) <60
mL/min/1,73m? ou = 60 mL/min/1,73m?, associada a pelo menos um marcador de
lesdo do parénquima renal (p. ex., micro ou macroalbuminuria e/ou hematuria e/ou
alteragdo de imagem renal) ( K/DOQI, 2002).

A DRC é, atualmente, estratificada em estagios de um a cinco, subdividindo o
estagio 3 em 3A e 3B (ECKARDT et al., 2009) de acordo com a TFG do paciente
( KDIGO, 2009). No estagio cinco, o paciente entra em faléncia funcional renal, com
TFG <15 mL/min/1,73m? , e tera que optar pela terapia renal substitutiva (TRS)
(hemodialise ou dialise peritoneal) ou o transplante renal. (Figura 1).

Estdglo F
J\ (ml/min/1,73m?)
1

= 90

\

1 Lesdo renal com FG normal

Proteindria e/ou hematdiria

D
N

Lesdo renal com FG ligeiramente diminul'daf\ 60—@

Proteindria e/ou hematiria

=2 A \ FG moderadamente diminuida 45—@

B \ Proteiniria e/ou hematiria Vv 30—44

4 < FG grdvemenTe diminuida Jl> 1,5'—%3
5 £ FALENCIA FUNCIONAL RENAL )2 <15

Figura 1: Classificagdo e estagiamento da DRC de acordo com a taxa de filtragéao
glomerular.
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O grupo Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
desenvolveu, uma nova equacgao que € uma variagao da formula do MDRD. A
equacao, denominada de CKD-EPI, usa as mesmas quatro variaveis que a equacao
do MDRD, mas, comparativamente, apresenta melhor desempenho e previsao de
risco. Foram observados menor viés e maior acuracia da equacido CKD-EPI
relativamente a equacao do estudo MDRD, em particular nas faixas de TFG >60
mL/min/1,73 m? (LEVEY et al., 2009).

DRC é hoje considerada um dos mais importantes problemas de Saude
Publica no mundo, e, no Brasil, n&o é diferente. O censo sobre dialise realizado pela
Sociedade Brasileira de Nefrologia em 2011 reporta a existéncia de
aproximadamente 92.091 brasileiros em terapia renal substitutiva, além de cerca de
30.000 brasileiros com transplantes renais funcionantes.? Este grande nimero de
pacientes em terapia renal substitutiva (TRS) deve-se, principalmente, ao numero
crescente de novos pacientes diagnosticados com DRC avangada e que necessitam
de tratamento dialitico imediato (incidéncia), e, de forma menos impactante, ao

aumento da sobrevida dos pacientes (prevaléncia). (SESSO et al., 2011).

Infelizmente, até o momento, ainda ndo dispomos de dados sobre a
prevaléncia da DRC em pacientes sem necessidade de dialise (DRC preé-dialitica),
porém a semelhanga da prevaléncia das principais causas de DRC dialitica
(K/DOQI, 2002; FERNANDES et al., 2008) e os fatores de risco para a sua
ocorréncia (ATLAS CORACOES DO BRASIL, 2005) no nosso meio e nos Estados
Unidos (NHANES V), nos faz acreditar ser a doenga também prevalente no Brasil.

Sesso e outros (2008) estimaram que existe cerca de 1,960 milhdo (ou
1,87%) de brasileiros adultos com filtragdo glomerular (FG) <60mL/min/1,73m?, ou
seja, estagios 3, 4 e 5 da DRC. Contudo os autores chamam a atengéo para o fato
de que, por ser a populacio brasileira em tratamento dialitico trés vezes menor do
que a existente nos Estados Unidos, € possivel que essas estimativas possam ser
até trés vezes maiores, considerando que a incidéncia da DRC e a sobrevida dos

nossos pacientes sejam semelhantes as dos americanos.

Em estudo realizado em um banco de dados laboratoriais, foi observado que

9,6% da populagcdo adulta ambulatorial de Juiz de Fora apresenta FG <60
17



mL/min/1,73 m?, sendo que, em 0,8%, a FG encontrada foi inferior a 30 mL/min/1,73
m?, ou seja, estagios 4 e 5 da DRC (BASTOS et al., 2009). Este percentual
corresponde, considerando-se somente a populagao adulta brasileira, a cerca de um
milhdo de pacientes com grandes possibilidades de evolugdo para TRS.

As principais causas de DRC no Brasil sdo a hipertenséo arterial, a doenga
renal diabética e as glomerulopatias (K/DOQI, 2002; FERNANDES et al., 2008).
Existem evidéncias que embasam uma relagdo mecanistica entre inflamacgao,
aterosclerose e DRC. Biomarcadores inflamatérios elevados, tais como proteina C-
reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-6), tém sido documentados na DRC (SCHIFFRIN
et al., 2007; KOVESDY et al., 2008). Doengas que evidenciam baixo nivel de
inflamac&o, como diabetes e hipertensdo, associam-se comumente com a DRC.
Além do mais, a dislipidemia, comum nestes pacientes, também contribui para a
resposta inflamatoria e esta associada a aterosclerose e DRC. Baixo nivel de
inflamacdo aumenta a exposicdo ao estresse oxidativo via elevacdo de espécies

reativas de oxigénio e reduz os niveis dos antioxidantes.

Pacientes com DRC apresentam inumeras complicagbes sistémicas em
consequéncia do acumulo de metabdlicos urémicos, desequilibrio imunologicos e
endodcrino, que podem contribuir para o surgimento de diversas doengas bucais.
Varias mudangas que ocorrem na cavidade bucal estdo associadas diretamente a
DRC ou a terapia medicamentosa dos pacientes renais cronicos, entre elas:
xerostomia; disturbios do paladar; candidiase oral; estomatite urémica e halito

urémico, hiperplasia gengival e periodontite (AKAR et al., 2011).
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3) PERIODONTITE

A partir do final da década de 1980, observa-se um numero crescente de
pesquisas que apontam que a doenga periodontal (DP) contribui para uma variedade
de doengas sistémicas agudas e cronicas. Na classificacdo da Academia Americana
de Periodontologia (AAP), de 1999, a DP placa-dependente pode ser dividida em
gengivite e periodontite. Esta € uma doenca inflamatéria que envolve placa
bacteriana dentaria e fatores genéticos e ambientais, comprometendo os tecidos de
suporte dos dentes (SCANNAPIECO et al., 2005). A associagédo da periodontite com
aterosclerose, doenga cardiaca e acidente vascular cerebral tem sido amplamente
divulgada, contudo outras conexdes potencialmente possiveis tém sido observadas,
como com o diabetes, complicacbes obstétricas, doengas respiratdrias, doenga de
Alzheimer, entre outras (SCANNAPIECO et al., 2005). A explicagao biologicamente
plausivel entre a periodontite e as doencgas sistémicas parece estar relacionada a
infecgao (BASTOS et al., 2011) e a inflamacgao (VILELA et al., 2011) (Figura 2).
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Pac. com PC sistemicamente
sauddvel

Individuo com satide periodontal

Pac. com PC
e DRC

Figura 2: fotos da cavidade bucal dos pacientes incluidos da pesquisa: grupo controle
(individuo sistemicamente saudavel com saude periodontal); paciente com PC
sistemicamente saudavel; paciente com DRC no estagio 3B com PC do ambulatério de DRC
do Centro HIPERDIA- NIEPEN.

A inflamacgao periodontal crénica também pode contribuir para a sobrecarga
inflamatdria sistémica observada na DRC. E importante observar que niveis
elevados de proteina C-reativa (PCR), um marcador de inflamagéo no sangue, tém
sido documentados em pacientes com PC e DRC (STENVINKEL, 2006).
Considerando o papel potencial da PC na etiologia da DRC, ndo € surpresa
encontrarmos um numero crescente de estudos que sugerem uma associagao

positiva do processo inflamatério periodontal com a DRC.

A doencga infecciosa constitui a segunda principal causa de morte nos
pacientes com faléncia funcional renal, sendo ultrapassada apenas pelas doencas
cardiovasculares (US RENAL DATA SYSTEM, 2007). A maior susceptibilidade dos
pacientes com DRC estagio 5 as infec¢cdes € bem documentada e, provavelmente,
esta relacionada a mecanismos que envolvem os sistemas de imunidade inata

(reconhecimento, fagocitose e digestdao de patdgenos, indugdo de inflamagéao e
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apresentacdo de antigenos) e adaptativa (produgcdo de anticorpos e
desenvolvimento de células de memodria). (KATO et al., 2008).

Um grande numero de evidéncias cientificas comprova a associagao entre a
PC na forma grave e a DRC (BASTOS et al., 2009; KSHIRSAGAR et al., 2005;
FISHER et al., 2008; FISHER et al., 2009; BASTOS et al., 2011; BRITO et al., 2012).
Em um estudo realizado utilizando a base de dados do NHANES lll, foi avaliada a
frequéncia de PC na forma moderada (profundidade de sondagem (PS >5 mm),
nivel clinico de insergdo (NCl= 4mm)) de acordo com a classificagcdo da Academia
Americana de Periodontologia (AAP, 1999). Verificou-se uma prevaléncia de
periodontite moderada em 35% dos pacientes com DRC comparados a 15% dos
individuos sem DRC. Porém, neste estudo, o exame referente aos parametros
clinicos periodontais foi realizado somente em dois dentes aleat6rios representativos
de toda a boca, o que poderia subestimar a gravidade da periodontite (IOANNIDOU
et al., 2011).

Um estudo brasileiro realizado por Brito e colaboradores (2012) avaliou a
gravidade da periodontite, através de mensuragdes clinicas periodontais nos seis
sitios de todos os elementos dentais, em pacientes com DRC pré-dialitica nos
estagios 4 e 5 (51 pacientes); em hemodialise (40 pacientes), dialise peritoneal (40
pacientes), comparados a 67 individuos sistemicamente saudaveis. A gravidade da
periodontite foi definida pela presenca de NCI > 4 mm em mais de 30% dos sitios da
boca. A PC na forma mais grave (NCl= 6 mm em mais de quatro sitios da boca) foi
encontrada em 15,9% dos pacientes na pré-didlise, 10,6% dos pacientes em
hemodialise, quando comparados a 5,8% dos individuos sistemicamente saudaveis
(BRITO et al., 2012).

Esses dados corroboram com o estudo realizado por Bastos e colaboradores
(2011) em que foi observada uma frequéncia aumentada de periodontopatdgenos do
complexo vermelho de Socransky: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola (analisados pela técnica reagdo em cadeia da polimerase) e
Candida albicans, juntamente com a periodontite na forma mais grave da doenga em
pacientes com PC e DRC quando comparados a individuos com PC sistemicamente

saudaveis.
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Em outro estudo realizado por Artese e colaboradores (2012), foi avaliado o
efeito do tratamento periodontal ndo cirdrgico na microbiota subgengival de
pacientes com PC e DRC preé-dialitica (com FG entre 89 e 15 mL/min/1 ,73m2). A PC
foi definida como a presenga NCIl = 4 mm em mais de quatro sitios da boca (sendo
em trés dentes diferentes). A analise dos patogenos periodontais foi através da
técnica "checkerboard DNA-DNA hybridization”. Apos o tratamento periodontal, foi
observado melhora dos parametros clinicos periodontais, porém sem redugao das
espécies bacterianas presentes na microbiota subgengival dos pacientes com DRC.
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4) VITAMINAD

A vitamina D apresenta papel destacado no armamentario nefrolégico, com
0s analogos da vitamina D ativada frequentemente empregados no tratamento do
hiperparatireoidismo secundario. Dados de estudos realizados ao longo das ultimas
décadas descortinaram agdes biologicas mais amplas da vitamina D, incluindo uma
extensa faixa de efeitos em varias vias enddcrinas, doengas cardiovasculares e
mesmo na progressdo da DRC (HOLICK, 2007). Com a introdugdo dos novos
medicamentos para o controle da doenca Ossea metabdlica, estas vias nao
tradicionais de agao da vitamina D tornar-se-d0 cada vez mais importantes quando
se considerar o plano de tratamento de certas doengcas. Embora o
hiperparatireoidismo secundario da DRC seja, no momento, a unica indicagao formal
de tratamento com vitamina D, estudos clinicos bem conduzidos poderao, no futuro,
ampliar a indicacado do tratamento para outras complicagbes e ou comorbidades da
doenca (HOLICK, 2007).

Em condigdes normais, a vitamina D ¢é produzida a partir do 7-
dehidrocolesterol na pele exposta a radiagao ultravioleta ou absorvida de fontes
dietéticas, apds o que é convertido pelo figado em 25-hidroxivitamina D (calcidiol).
Esta forma circulante de vitamina D é transportada aos rins, onde € convertida a
1,25 dihidroxivitamina D (1,25 (OH).D3) pela enzima 1 alfa-hidroxilase (HOLICK,
2007). A vitamina D ativada ou calcitriol apresenta papel fundamental na regulagao
do calcio, atuando em varios sitios (figura 3). No trato gastrointestinal, o calcitriol &
capaz de aumentar a absor¢cdo de calcio e fosforo. No osso, a vitamina D ativa
estimula a atividade osteoclastica, favorecendo a liberagdo de calcio na circulagio.
No rim, a vitamina D, juntamente com o horménio da paratireoide, estimula a

reabsorg&o de calcio no tubulo contornado distal (HOLICK, 2007).

23



7-DHC =3 D3 = (25-03)—>
Pele
/ (Keratinécito)
miT \o@
:' -
-~ ... k)
‘. “ )| Protesdo
:‘.,ﬁ'.:ﬂ'ﬂ'. N « |antimicroblana
aopatégeno o *|  aumentada
TIR2N
heterodimero r
Macrdofago/

__,@ Neutrofilo

Protepdo
antimicroblana - g j \_
aumentada E . * LL37 ,\ )

* « $o . MMI

Figura 3: llustracdo da associacdo entre 25 (OH) D, CYP27B1 (1-a-hidroxilase),
Toll-like receptors e LL-37. Adaptado do artigo do ZASLOFF, et al., 2006).

Na DRC, este delicado balango de regulacdo da absor¢cdo do calcio pode
tornar-se disfuncional. A DRC progressiva se associa com perda da atividade da
enzima 1-alfa hidroxilase e, em decorréncia, com diminuigdo da produgdo da
vitamina D ativa (HOLICK, 2007; LEVIN et al., 2007). Existem varios estudos sobre a
ocorréncia de hipovitaminose D em pacientes com DRC. Por exemplo, em estudo de
corte transversal em diferentes regides nos Estados Unidos, foi observado que cerca
de 86% dos pacientes com DRC no estagio pré-dialitico apresentavam niveis
insuficientes de vitamina D (<30 ng/mL) (LACLAIR et al., 2005). No Brasil, os dados
sobre hipovitaminose D em pacientes com DRC se resumem ao estudo de Cuppari e

outros (2008), que avaliaram 144 pacientes com DRC pré-dialitica (FG média de
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37,018 mL/min) e observaram que 40% destes apresentavam niveis insuficientes
(<30 ng/mL) de vitamina D (CUPPARI et al., 2008).

O impacto desfavoravel da deficiéncia da vitamina D no metabolismo 6sseo
tem sido o principal foco de atuagao clinica do nefrologista ao longo do tempo,
contudo o reconhecimento dos efeitos pleitrépicos do calcitriol nas ultimas décadas,
particularmente na resposta inflamatdria, tem despertado o interesse dos
nefrologistas para outros potenciais usos da vitamina D.

O papel da vitamina D em modular a resposta imunolégica advém de trés
importantes descobertas: presenca do receptor da vitamina D (VDR) em células
inflamatorias humanas; a habilidade da 1,25 (OH);D3; de inibir a proliferagdo de
células T; habilidade de macrdéfagos ativados em produzir 1,25 (OH),Ds. (BIKLE,
2008). A mesma enzima responsavel pela produgéo da 1,25 (OH),D3; em macréfagos
e células dendriticas esta presente nos rins (CYP27B1), também chamada de 1-a
hidroxilase. Dessa forma, a vitamina D e a enzima CYP27B1 possuem papéis
importantes na resposta imune inata e adquirida (BIKLE, 2008).

Em estudo de Liu et al. (2006), foi investigada a expressdao génica dos
receptores TLR em mondcitos humanos, que, apds exposi¢cdo genética com
Mycobacterium tuberculosis sintético, ativariam esse receptor. Através de técnicas
de identificagdo genética como microarranjo e reagdo em cadeia da polimerase, foi
identificado o receptor de vitamina D (VDR). Quando o gene para VDR foi acessado,
o gene para CYP27B1 estava aumentando, assim como a 1,25 (OH),D3 ( a provavel
explicagcédo seria a conversao da 25 (OH) D em 1,25 (OH),D; através da enzima 1-
alfa hidroxilase (LIU et al., 2006).

O efeito da 1,25 (OH),D3 na resposta imune inata envolve a ativagao de Toll-
like receptors (TLR), em células polimorfonucleares, mondcitos e macrofagos e
células epiteliais. A ativacao de TLR leva a indugdo de peptideos antimicrobianos,
entre eles, LL-37 e espécies reativas ao oxigénio, que auxiliam na morte de
microrganismos infecciosos (GOMBART et al, 2005, WANG et al, 2004). A
expresséo da LL-37 é induzida pela 1,25 (OH),D3; em células mieloides e epiteliais.
Macrofagos e células epiteliais sdo capazes de produzir 1,25 (OH);:Ds; , pois

25



possuem o receptor VDR e a enzima CYP27B1, responsaveis pela producido de

vitamina D.

A periodontite € uma doenca inflamatdria associada a reabsor¢cdo Ossea
alveolar. Polimorfismos genéticos do VDR podem estar relacionados a homeostase
Ossea alveolar no periodonto (YAO et al,, 2012). A provavel explicagdo biologica
para essa perda éssea alveolar seria o fato de que o receptor VDR ativado pela 1,25
(OH).D3; induz a expressao de peptideos antimicrobianos, como LL-37 em
ceratinocitos e macréfagos. A ativagao de receptores de células denominados Toll
aumentaria ainda mais a expressao de VDR e CYP27B1 nessas células.

Niveis diminuidos da 25 (OH)D em negros americanos estao relacionados a
producao insuficiente de LL-37 e ao aumento da susceptibilidade desses individuos
a infecgbes. A LL-37 apresenta atividade contra bactérias periodontopatogénicas
como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Fusobacterium nucleatum e o fungo Candida albicans. (AMANO et al., 2009; STEIN
etal., 2011).

Estudos clinicos relatam o beneficio da ingestao de vitamina D (apesar de
nao existir ainda um consenso sobre a dosagem) na melhora de parametros clinicos
periodontais, tais como: profundidade de sondagem e nivel clinico de insergéo
(MILEY et al., 2009; LIU et al., 2010; DIETRICH et al., 2004).

Liu e colaboradores (2009) avaliaram 66 pacientes com periodontite agressiva
(PA) e 52 pacientes com PC comparados a individuos saudaveis. Pacientes com PA
apresentaram maiores niveis plasmaticos da 25 (OH)D , e foi encontrado correlagéo
com sangramento a sondagem (IC=0,321; p<0,05) e piores parametros clinicos
periodontais, o que poderia sugerir a associagao da vitamina D com inflamacao
periodontal (LIU et al., 2009). Esse mesmo grupo avaliou a influéncia do tratamento
periodontal convencional nos niveis plasmaticos e no fluido gengival da 25 (OH)D.
Em relagédo aos niveis da vitamina D no fluido gengival, o tratamento periodontal
contribuiu para diminuicdo da 25 (OH)D nos dois primeiros meses, juntamente com a
diminuicdo dos marcadores inflamatérios em nivel local (IL-6 e IL-13) e melhora nos
parametros clinicos periodontais, reafirmando a influéncia da 25 (OH)D na

inflamacé&o periodontal. (LIU et al., 2010).
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Em outro estudo envolvendo 51 pacientes com PC divididos em dois grupos:
que faziam (23 pacientes) ou nao (28 pacientes) uso de suplementagao de vitamina
D, acompanhados durante 12 meses. Em relagao a todos os parametros clinicos
avaliados (PS, NCI, SS, IP), os autores concluiram que a suplementacgéo de
vitamina D3 (= 800 Ul/dia) foi suficiente para reduzir a gravidade da PC. (GARCIA et
al., 2011).

Em suma, a vitamina D nado esta relacionada somente a homeostase éssea,
mas também a regulacao da resposta imune inata e adquirida. Ja se sabe que existe
associacao entre niveis baixos de vitamina D em pacientes com DRC, o que poderia
explicar o fato desses individuos serem mais susceptiveis a infec¢ao, inclusive

periodontal.
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5) CATELICIDINAS

As catelicidinas (LL-37) pertencem a familia de peptideos antimicrobianos que
constituem uma importante parte do sistema imune inato na maioria dos organismos
multicelulares (ZASLOFF, 2006(a)). Enquanto mamiferos expressam diversos tipos
de catelicidinas, humanos processam um unico gene para LL-37, chamado CAMP.
(GOMBART et al., 2009). Os peptideos antimicrobianos s&o produzidos por
neutréfilos, e um deles, a proteina antimicrobiana catidbnica humana de 18 kDa
(hCAP18), € o unico descrito em seres humanos. A hCAP18 é armazenada em
granulos secundarios de neutrofilos em forma precursora inativa. Apds estimulagao
dos neutrofilos, o hCAP18 é liberado e chamado catelicidina, na sua forma ativa. A
LL-37 € um peptideo composto por 37 aminoacidos encontrado na localizagdo C-
terminal da proteina 18 (hCAP-18) da proteina catidbnica humana (LARRICK et al.,
1995; GUDMUNDSSON et al., 1996) (Figura 4).

SALIVA
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Figura 4: llustracédo da distribuicdo de LL-37 no periodonto. Adaptado do artigo:
DALE et al., 2005.
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A LL-37 é liberada a partir do hCAP18 através do processo de protedlise pela
proteinase 3. O peptideo antimicrobiano LL-37, a forma ativa da catelicidina, € um
antibiotico endégeno que possui amplo espectro de atividade antimicrobiana, sendo
capaz de rapidamente destruir bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e também
apresenta alguma atividade de supressao contra virus e fungos, como Candida
albicans (SORENSEN et al., 1997; GANZ, 2002; ZASLOFF, 2002; ZASLOFF,
2006(b)). O LL-37 apresenta propriedades de quimioatragdo para neutrofilos,
monaocitos, mastocitos, células T e € também expresso nas células epiteliais. Além
de regular as respostas inflamatorias e imunes, o LL-37 acelera a angiogénése,
promove a cicatrizacao de feridas e neutraliza lipopolissacarideos.

A catelicidina € também produzida por células epiteliais e ceratindcitos, como
hCAP-18, na sua forma precursora, e € liberada como LL-37 em diversos fluidos
tissulares do nosso organismo, incluindo o fluido gastrico, saliva, sémen, plasma,
fluidos das vias aéreas e o colostro na fase da amamentacdo (MURAKAMI et al.,
2002 (a); MURAKAMI et al., 2002 (b); IMURA et al., 2005; PHADKE et al., 2005).

No periodonto, a LL-37 esta localizada na gengiva marginal, onde apresenta
contato continuo com a placa supragengival. Também esta presente em grande
quantidade nos neutrofilos, que, frente a placa bacteriana, migram através do
epitélio juncional para o sulco gengival. (Dale et al., 2001 (a); Dale et al., 2001 (b);
McKay et al., 1999) (Figura 4).

Estudos em animais demonstraram que a producdo diminuida de LL-37
associa-se a reducdo da capacidade de controlar infeccdo, enquanto que
camundongos transgénicos com expressdo aumentada de hCAP18 sao protegidos
contra morte por sepse (BALS et al., 1999; NIZET et al., 2001). O gene humano que
codifica o hCAP18 é regulado, a nivel transcripcional, pelo receptor de vitamina D
(VDR) (WANG et al., 2004; GOMBART et al., 2005; MARTINEAU et al., 2007). In
vitro, a administracdo de compostos de vitamina D ativada é capaz de aumentar a
producado de hCAP18 em grande numero de tecidos humanos (WANG et al., 2004;
GOMBART et al., 2007; YIM et al., 2007).

Receptores de superficie celular, TLR, podem detectar componentes

microbianos e disparar uma resposta imune na presenga de infec¢do. Liu e outros
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(2006) mostraram que a estimulagao do ligante para TLR em macrofagos cultivados
in vitro resultou em aumento intracelular de 1-alfa hidroxilase e VDR. A geragao
ampliada de calcitriol e seu receptor aumenta a sintese de hCAP18 e melhora a
agao antimicrobiana (LIU et al., 2006). O mecanismo da agdo antimicrobiana da
catelicidina envolve a ruptura de membrana celular dos microrganismos, ligagéo a
residuos de lipopolissacarideos (LPS) e recrutamento de leucécitos (TURNER et al.,
1998; ZASLOFF, 2002; WANG et al., 2004; GOMBART et al., 2005; LIU et al., 2006;
ZASLOFF, 2006 (b); GOMBART et al., 2007; MARTINEAU et al., 2007).

Como mencionado anteriormente, tem sido descrito que TLRs reconhecem
padrées moleculares associados a patégenos (PAMPs), dente elas o LPS de
bactérias gram-negativas, que € um componente da estrutura celular de bactérias
periodontopatogénicas, como  Porphyromonas  gingivalis, = Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Fusobacterium nucleatum. Esses patdogenos tém
demonstrado relagdo com TLR2 e TLR4, sugerindo um papel potencial desses
receptores na periodontite crénica (ASAI et al., 2001; HIRSCHFELD et al., 2001;
YOSHIMURA et al., 2002; MOCHIZUKI et al., 2004).

Num estudo realizado por Sun e outros (2010), foram avaliados 43 chineses,
destes, 24 pacientes com PC e 19 individuos controles saudaveis. A presenca de
mRNA de TLR2 e 4 no tecido gengival foi avaliada através da técnica de biologia
molecular PCR em tempo real. Pacientes com PC apresentaram frequéncia
aumentada de TLR2 e 4 quando comparados aos controles (60,46% vs 6,17% e
49,45% vs 2,93%, p<0,05) (SUN et al. 2010).

Embora existam poucos estudos que tratem de hCAP18 em seres humanos,
Gombart e outros (2009) observaram que pacientes em faléncia funcional renal e
tratados com hemodialise que exibiam niveis sanguineos diminuidos de hCAP18
apresentavam risco aumentado de morte por causas infecciosas (GOMBART et al.,
2009). No estudo, os autores comparam pacientes que faleceram de causa
infecciosa no primeiro ano de dialise com controles que sobreviveram. Os pacientes
com niveis de hCAP18 no tercil mais baixo apresentaram risco aumentado em duas
vezes (raz&o de chance, 2,1; intervalo de confiangca 95%, 1,2-3,5) de 6bito atribuido

a infeccdo; apds ajustes em analise multivariada, esta relacdo se manteve
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estatisticamente diferente (razdo de chance, 3,7; intervalo de confiangca 95%, 1,2-
11,2) (GOMBART et al., 2009).

A LL-37 tem sido implicada na imunopatogénese de varias doengas, assim
como a periodontite grave se associa com doengas sistémicas. Um exemplo da
importancia da LL-37 na resposta imune inata na periodontite é a observagdo da
susceptibilidade aumentada dos pacientes com Sindrome de Kostmann,
caracterizada por neutropenia congénita grave e auséncia de LL-37 na saliva
(PUTSEP et al., 2002). No caso da periodontite crénica, existe um numero limitado
de estudos em que se investigou o papel da LL-37 na DP.

Em estudo anterior, Putsep e outros (2002) investigaram, através da técnica
de "Western blot’, a presenca de LL-37 na saliva de pacientes com DP e
observaram que os niveis de LL-37 encontravam-se mais elevados nos pacientes

com periodontite crénica do que nos controles.

A doencga associada a deficiéncia na producado de LL-37 é a Sindrome de
Papillon-Lefevre, que dificulta a lise de bactérias periodontopatogénicas, dentre elas
o Aggregatibacter actinomycetemcomitans, levando a progressdo de periodontite.
(DE HAAR et al., 2004; DE HAAR et al., 2006).

A LL-37 possui como funcdo a neutralizacdo da atividade de LPS presente
em bactérias gram-negativas do periodonto. A grande afinidade da LL-37 por LPS
previne a ligacdo deste a receptores TLR de células hospedeiras, suprimindo a
expressdo de mediadores proé-inflamatérios, como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-q,
prevenindo endotoxemia (INOMATA et al., 2010; MOOKHERJEE et al, 2006)
(Figura 5).

Adicionalmente, LL-37 e hCAP-18 também possuem como fun¢des: suprimir
a apoptose (NAGAOKA et al., 2006; BARLOW et al., 2006), ativar a quimiotaxia de
monocitos e células T, e promover a liberagdo de peptideos antimicrobianos em
neutrofilos (ZHENG et al., 2007; DE YANG et al., 2000) e auxiliar na cicatrizagcédo de
feridas, promovendo angiogénese.( KOCZULLA et al., 2003.).
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Figura 5: Representacdo da interacdo entre lipopolissacarideos (LPS) de bactérias

periodontopatogénicas, catelicidina (LL-37) e toll-like receptors (TLR 2 e 4): proteina
adaptadora (MAL); proteina de diferenciacdo mieldide 88 (MyD88); cinase 4 (IRAK4);
cinase 1 (IRAK 1); fator 6 (TRAF 6); IkB (proteina inibidora) NFkB (fator de transcri¢ao); IL-1
. Adaptado do artigo CARPENTER et al., 2007.

Niveis salivares insuficientes de LL-37 possuem correlagdo positiva com a
destruicdo periodontal em pacientes com PC, representada pelo nivel clinico de
insergéo (NCl= 5mm) (P<0,01, p=0,40) (TAKEUCHI et al., 2012.). Sendo assim, a
LL-37 possui papel importante na homeostase do periodonto e a deficiéncia desse
peptideo € considerada um fator de risco para a periodontite.

De forma interessante, Puklo e colaboradores (2008) investigaram niveis de
LL-37 no fluido gengival, através da técnica de "Western blot”, em pacientes com PC
que apresentaram niveis elevados desse peptideo antimicrobiano quando
comparados a individuos saudaveis. Foi encontrado correlagdo positiva entre LL-37
e a presenga de bactérias do complexo vermelho de Socransky: Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola (OR 0,405; 0,484; 0,525; p<
0,05), respectivamente (PUKLO et al., 2008).

De forma semelhante, em estudo envolvendo niveis de LL-37 no fluido

gengival, através da técnica de ELISA, em pacientes com PC e individuos
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saudaveis, a LL-37 estava aumentada nos pacientes com PC e foi demonstrado
correlagdo positiva com parametros clinicos periodontais PS, NCI, IP, SS (0,431;
0,405; 0,509; 0,371; p <0,05), respectivamente (TURKOGLU et al., 2009). A possivel
explicagdo para esse fato € de que bactérias periodontopatogénicas presentes na
placa dental subgengival estimulam respostas inflamatérias e imunoldgicas durante
a progressao da periodontite. Apds estimulagdo, a migracdo de neutrdfilos é
estimulada em direcdo a bolsa periodontal, ampliando a liberagdo de LL-37 pelos
neutrofilos. Porém, neste estudo, niveis aumentados de LL-37 em pacientes com PC
nao foram suficientes para prevenir a progressdao da destruicdo periodontal
(TURKOGLU et al., 2009).

Esta bem estabelecido que a destruicdo tissular no hospedeiro depende do
balanco entre mecanismos protetores e destruidores. As citocinas apresentam varias
acdes na mediagdo do processo inflamatério, uma delas ativando neutréfilos a
secretarem LL-37, o qual, como mencionado, € parte da resposta imune inata. Os
peptideos antimicrobianos sao atores importantes na manutencdo do balango entre
saude e doenca. A hipovitaminose D, comum entre os pacientes com DRC, ao
determinar deficiéncia de hCAP18 (forma inativa da LL-37), identificaria pacientes

com risco aumentado para desenvolver periodontite.

Nesse contexto, alguns autores tentam explicar a associagao biolégica entre
niveis circulantes de 1,25 (OH), vit.D da seguinte forma: a conversao da 25 (OH)
vit.D para a 1,25 (OH), vit.D pela enzima 1-a hidroxilase, ou CYP27B1 também pode
ocorrer em ceratinécitos e monaocitos mediados por receptores TLR.
Adicionalmente, na presenca de infeccao ou ferida, a ativacdo desses receptores
Toll resultaria na expressdao da enzima CYP27B1, causando a conversdo da
25(0OH)D em 1,25(0OH),;D, com consequente liberacdo da LL-37. (HATA et al., 2008;
LIU et al., 2006).

Alguns estudos mostram que a administracdo via oral de colecalciferol ou
vitamina D3 € capaz de aumentar os niveis sistémicos de 25(OH)D e de LL-37
(HATA et al., 2008; BHAN et al., 2011).

TLR 2 e 4 sdo capazes de reconhecer diversos microrganismos, entre eles,

LPS de bactérias gram-negativas e Candida albicans. Esse reconhecimento
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desencadeia uma sinalizagdo enzimatica mediada pela proteina adaptadora MyD88
e a ativacao do fator de transcricdo NF¢B, que regula a transcricdo de citocinas proé-
inflamatdérias como TNF-q, IL-1, IL-6 (CARPENTER et al., 2007).

Em um modelo sugerido por Mookherjee e colaboradores (2006), assim que
ocorre a liberagdo de LL-37 por mondcitos e neutréfilos, esse peptideo teria a
capacidade neutralizar LPS de bactérias gram-negativas, evitando a sua ligagao
com os receptores para TLR 2 e 4, com isso, evitando também a cascata enzimatica
intracelular, como diminuigdo da producdo de mediadores inflamatérios
(MOOKHERJEE et al., 2006). Porém, mais estudos envolvendo vitamina D, LL-37 e
Toll sdo necessarios para comprovacao dessa teoria.

Portanto, os dados disponiveis na literatura apontam para o papel da vitamina
D e sua interacdo com LL-37 na defesa imune inata contra patégenos periodontais.
Assim, no presente estudo, nossa hipétese é que a vitamina D e LL-37, em
pacientes com DRC pré-dialitica, encontram-se diminuidas em comparagdo com
individuos saudaveis. Esse fato poderia explicar a maior gravidade e frequéncia de
PC na populagdo com DRC.

34



6) OBJETIVO

Investigar em pacientes com DRC se a ocorréncia de hipovitaminose D se
associa com deficiéncia de LL-37 e a periodontite crénica grave.
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7) MATERIAL e METODOS

7.1 Pacientes

Entre novembro de 2009 e agosto de 2012, foram convidados a participar
deste estudo 623 individuos distribuidos nos ambulatérios de DRC do Centro
HIPERDIA (NIEPEN), Nefrogeral (HU/CAS da UFJF) e do ambulatério do Servigo
de Controle da Hipertenséo, Diabetes e Obesidade (SCHDO/ Pam- Marechal); Do
total de 623 participantes incialmente avaliados, 563 nao foram incluidos pelas
seguintes razdes: 1) 252 apresentavam TFG >60 mL/min/1,73 m?% 2) 139 nao
compareceram para a avaliagdo periodontal e coleta de sangue; 3) 108 eram
edéntulos totais; 4) 48 eram tabagistas ativos; 5) 16 ndo assinaram o TCLE;

Trata-se de um estudo transversal comparativo constituido de quatro grupos:
Grupo 1, 15 individuos sistemicamente saudaveis (SS) e sem PC (SS/PC-); Grupo 2,
15 pacientes SS e com PC (SS/PC+); Grupo 3, 15 pacientes com DRC e sem PC
(DRC/PC-), e o Grupo 4 composto de 15 pacientes com DRC e PC (DRC/PC+),

totalizando sessenta participantes (Figura 6):
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Critérios de nao inclusao (563):

2

v

Figura 6: Triagem dos individuos da pesquisa

Os individuos do grupo controle foram aqueles que concordaram em
participar da pesquisa e se enquadraram nos critérios de inclusdo. Foram
selecionados na Especializacdo em Implantodontia da Associagao Brasileira de
Odontologia (ABO) sec¢ao Juiz de Fora. Os pacientes com periodontite cronica grave
foram triados na Clinica de Periodontia da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os pacientes com DRC dos grupos DRC sem PC e com PC foram triados no
ambulatério do Programa HIPERDIA e PrevenRim do Nucleo Interdisciplinar de
Estudos, Pesquisas e Tratamento em Nefrologia (NIEPEN), da Nefrogeral do
Hospital Universitario da UFJF e do Servico de Controle de Hipertensos, Diabéticos
e Obesos (SCHIDO) no PAM MARECHAL-Juiz de Fora- MG . Todos os pacientes
selecionados se enquadraram nos critérios de inclusdao do estudo e assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Nao foram incluidos os pacientes tabagistas, aqueles em uso de anti-
inflamatodrios e antibidticos nos ultimos trés meses, gravidas, com diagnéstico de
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cancer, os portadores do virus HIV, os diabéticos ndo compensados, os portadores
de outras infecgdes ou com quadro de febre de origem indeterminada, os tratados
para periodontite nos ultimos seis meses, com doengas periodontais agressivas ou

agudas ou ent&o gengivites e doengas periodontais leves.

O Projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-HU/CAS) da
Universidade Federal de Juiz de Fora. Parecer n? 0130/2009; folha de rosto:
290100; CAAE: 0107.0.420.000-09.

7.2  Exame médico e odontoldgico.

O diagnéstico e o estagiamento da DRC seguiram os critérios propostos pela
National Kidney Foundation americana (K/DOQI, 2002). A filtragdo glomerular foi
estimada a partir da dosagem de creatinina sérica, utilizando a equagédo do CKD-EPI
(LEVEY et al., 2009). A proteinuria foi quantificada em amostras urinarias de 24
horas.

Foram avaliadas varias covariaveis, incluindo idade, género, raga (negro ou
branco), etiologia da DRC, indice de massa corporal, pressdo arterial sistolica e
diastolica (sentado, deitado e em pé), frequéncia cardiaca, exame fisico, historia da
doenca atual e familiar, doenca de base, comorbidades, medicamentos em uso .

Para calibrar as duas examinadoras do estudo com a sonda computadorizada
(Florida Probe Corp., USA), foram selecionados dez pacientes com DRC pré-dialitica
e PC de forma aleatdria apresentando pelo menos dois sitios de dente com PS =5
mm, previamente mensurada com sonda milimetrada manual (PQ-W,Hu Friedy
manufacturing Inc., Chicago. IL, USA), totalizando 630 sitios. Cada examinador
mensurou a profundidade da bolsa periodontal em duas ocasides, dentro de um
intervalo de 1 hora no mesmo dia. Um paciente foi selecionado para a avaliagao
interexaminador em duas ocasides com intervalo de 1 hora. A habilidade do

profissional foi testada através de coeficiente de correlacdo através do teste
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estatistico Kappa. O coeficiente intraexaminador foi de 0,84 e o interexaminador foi
de 0,82.

O exame periodontal foi conduzido por duas examinadoras devidamente
qualificadas. Todos os dentes, exceto terceiros molares, foram examinados. A PS e
a recessao gengival foram mensuradas nos seis sitios por dente (mésiovestibular,
vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual, distolingual), utilizando sonda
computadorizada (Florida Probe Corp., USA). As mensuragdes foram realizadas em
milimetros. O nivel clinico de inser¢do (NCI) foi calculado através da distancia da
juncdo cemento-esmalte até o fundo da bolsa periodontal. O numero de sitios com
placa bacteriana foi mensurado pela presenca ou auséncia de placa dental
supragengival nos trés sitios da face vestibular e um sitio do dente por lingual de
acordo com o software (Florida Probe Corp., USA), assim como o numero de sitios
com sangramento a sondagem (SS).

Os exames clinicos periodontais foram realizados focando a presenca de
placa dental associada a destruicdo do tecido periodontal para distinguir a
periodontite crénica da forma agressiva. Radiografias digitais foram realizadas para

determinacgao de perda 0ssea e exclusdo de dentes com lesdes periapicais.

A periodontite crénica moderada a grave foi definida naqueles que
apresentaram NCI > 6mm em dois ou mais dentes e PS > 5mm em um ou mais
sitios do dente de acordo com a classificacdo da Academia Americana de
Periodontologia (1999) e a metodologia proposta por Armitage e outros (2004).

As amostras do FCG foram coletadas apdés a avaliagdio meédica e
odontoldgica. As amostras foram coletadas da face vestibular do dente, na regido
mesial ou distal no sitio interproximal. O FCG foi coletado em dois dentes, em um
unico sitio de cada dente, representativos da boca, apresentando PS> 5mm e NCI>
6mm naqueles pacientes com periodontite crénica. No grupo controle, as amostras
foram coletadas em dois dentes, em um unico sitio do cada dente, apresentando
PS< 3mm sem presencga de sangramento a sondagem (TURKOGLU et al., 2009). A
placa dental supragengival foi removida da superficie interproximal com auxilio de

cureta McCall estéril (Trinity Corp.,Brasil).
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Posteriormente, as superficies foram secas através de seringa ftriplice e
isoladas com gaze estéril antes da coleta do FCG. As amostras do FCG foram
coletadas através de filtros de papel (Periopapers, Pro Flow, USA). As tiras de papel
foram cuidadosamente inseridas a 1 mm dentro do sulco gengival e deixadas no
local por 30 segundos, e as contaminadas por sangue foram descartadas. O volume
do FCG absorvido pela tira de papel foi determinado através de um aparelho
eletrénico (Periotron 8000, Oraflow, USA), e a tira de papel foi armazenada em um
criotubo em freezer a -80°C até a analise do material (TURKOGLU et al., 2009). O
valor determinado foi transformado em unidade de volume (uL) com o auxilio de um

programa especifico para esse fim (Periotron Professional - Oraflow Inc.).

7.3  Avaliagao laboratorial

Foram analisados hemograma completo e dosagens séricas de creatinina,
triglicérides, albumina, colesterol total, HDL, proteinas totais e fragbes, calcio,
fésforo, hemoglobina glicosilada, paratohormdnio molécula inteira dos pacientes.

A proteina C-reativa ultrassensivel foi analisada através da técnica de
imunoturbidimetria. As particulas de latex recobertas com anticorpos anti-PCR
humana foram aglutinadas PCR presentes na amostra. O processo de aglutinagao
provoca acréscimo na absorbancia proporcional a concentracdo de PCR da amostra
do paciente que é quantificada pela comparacdo com um calibrador de PCR de
concentragédo conhecida medida em 546 nm (Biotécnica Ind.com.ltda®©, 2012). A 25
(OH) vitamina D foi analisada através da técnica por quimioluminescéncia
(ARCHITECT and Chemiflex, Abbot Laboratories ©, 2012).

A determinacgao do nivel de LL-37 e IL-6 foi realizada em amostras de plasma
e no FCG. Amostras do FCG foram coletadas utilizando periopapers (Periopapers,
Pro Flow, USA). Depois de armazenada e congelada em freezer a -80°C, a tira de

papel foi removida do eppendorf e foi cortado o marcador laranja com tesoura esteéril.
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O periopaper somente com material biolégico foi imediatamente inserido em outro
tubo eppendorf estéril contendo 300 ul de tampé&o de extragdo (PBS + 0,05% de
Tween 20 (GAMONAL et al., 2000)

Ap0s a colocagao do tampéo, o "eppendorf’ foi deixado em agitador horizontal
por 1 hora em gelo e passado duas vezes no vortex durante este periodo. O fluido
adsorvido foi eluido das pontas de papel por vigorosa agitagdo com vortex e entao
extraido por centrifugagdo a 13.000g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
coletado e analisado pela técnica de ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay) utilizado o kit para LL-37 (Hbt Human LL-37, Hycult Biotechnology, Uden, The
Netherlands©) (TURKOGLU et al., 2009) e IL-6 (Human IL-6 ELISA Set, BD OptEIA,
San Diego, CA).

Os reagentes dos kits para LL-37 e |IL-6 citados acima, foram deixados a
temperatura ambiente e a seguir foi adicionado o anticorpo monoclonal anti- IL-6 e
deixado por duas horas; sendo que no caso do kit para LL-37, o anticorpo
monoclonal especifico contra o peptideo a ser quantificado, ja estava aderido a
placa.

Os padrdes e amostras foram entdo adicionados aos pogos, permitindo a
ligacdo do peptideo e da citocina ao anticorpo imobilizado. Apés um periodo de
incubacao de uma hora para a LL-37 e de duas horas para IL-6, as placas foram
lavados com solugéo tampao fornecida pelo fabricante. A seguir um segundo
anticorpo policlonal especifico contra o peptideo LL-37 conjugado a uma enzima
(Streptavidina-peroxidase) foi adicionado e, para a citocina IL-6, foi utilizado a
enzima Streptavidina-horseradish peroxidase conjugado .

A placa foi novamente incubada e lavada em seguida. Foi adicionado entédo o
substrato (TMB), que inicia a reagao colorimétrica, seguido de incubagao e adigéo
de solucdo amplificadora da reacao colorimétrica. O desenvolvimento e a
intensidade da cor foram quantificados utilizando um leitor de placas para ELISA,
com absorbancia em 450 nm (Biotek EIx800©, 2012). A curva padrao feita com os

padrdes fornecidos nos kits serviu como parametro para a determinacéo das
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concentragdes das proteinas. Os resultados foram expressos em ng/mL para LL-37

e pg/mL para IL-6.
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8) ANALISE ESTATISTICA

O tamanho minimo da amostra para o teste ANOVA de um fator com um
poder do teste de 0,8, alfa=0,05 e "effect size" = 0,31 que corresponde a diferenca
para a média do nivel sérico de LL-37 por grupo. Foram totalizados quatro grupos
de 120 elementos (ou seja, 30 pacientes para cada grupo).

No primeiro artigo:

Os dados foram coletados e processados utilizando-se o programa SPSS,
versao 15.0 (Chicago, IL, USA). Os resultados foram representados pela mediana e
valores (minimo e maximo) para as variaveis numéricas, e frequéncias absoluta e
relativa para as variaveis categoéricas. Para comparagdo das variaveis entre os
grupos foram aplicados os testes de Mann-Whitney para as variaveis numéricas e
qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher (quando as frequencias esperadas foram
menores que 5) para variaveis categoricas. A diferenga estatistica foi considerada
para valores de p <0,05.

No segundo artigo:

Os dados foram coletados e processados utilizando-se o programa SPSS,
versao 15.0 (Chicago, IL, USA). Os resultados foram representados pela mediana e
valores (minimo e maximo) ou média +* desvio-padrdo (DP) para as variaveis
numeéricas, e frequéncias absoluta e relativa para as variaveis categoricas. Para
comparagdo das variaveis entre os grupos quanto aos paréametros clinico-
demograficos, laboratoriais e periodontais, foram aplicados os testes de Kruskal-
Walllis para as variaveis numéricas com comportamento normal, e qui-quadrado ou
Teste Exato de Fisher (quando as frequéncias esperadas foram menores que cinco)

para variaveis categoricas.
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Na comparagéo entre os grupos PC com e sem DRC, foi aplicado o Teste-t.
Na comparagao dos niveis séricos de 25(OH)D e LL-37 e IL-6 no plasma entre os
grupos, foi realizado o teste ANOVA, sendo que a diferenga entre os grupos foi
apontada pelo teste Post Hoc Bonferroni. A diferenca estatistica foi considerada

significante para valores de p <0,05.
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9) RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serdo apresentados na forma de dois artigos

cientificos, um artigo ja publicado no Jornal Brasileiro de Nefrologia intitulado “Niveis
séricos de vitamina D e periodontite cronica em pacientes com doenga renal
crénica” e outro artigo que sera submetido ao Journal of Clinical Periodontology
intitulado “Low levels of vitamin D and LL-37 in patients with CKD: association
with chronic periodontitis.”

Além disso, o presente estudo originou:

* Resumos de trabalhos apresentados em congressos na modalidade péster e sob
apresentacao oral (APENDICES 1, 2).

* Resumo publicado na revista American Journal of Kidney diseases: Am J Kidney
Dis. 2013;61(4):A1-A100. (APENDICE 3)
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Nefrologia na modalidade Artigo Original

Niveis séricos de vitamina D e periodontite cronica em
pacientes com doenca renal crénica

Serum levels of vitamin D and chronic periodontitis in patients with

chronic kidney disease

Resumo

Introducao: A concomitancia de periodon-
tite cronica (PC) em pacientes com doenga
renal cronica (DRC) tem sido associada a
desfechos adversos. A deficiéncia de vita-
mina D (25(OH)D) parece desempenhar
papel importante na PC e niveis inadequa-
dos de vitamina D tém sido descritos em
pacientes com DRC. Objetivo: Examinar a
relagdo entre niveis séricos de vitamina D
e PC em pacientes com DRC pré-dialitica.
Método: Estudo de caso-controle, defini-
dos, respectivamente, como pacientes com
DRC e PC e DRC sem PC. Os dados de-
mograficos, de exame fisico e laboratoriais
foram obtidos no dia da consulta. A DRC
foi definida e estagiada segundo a NKF
QDOKI™. Os niveis séricos de 25(OH)
D foram dosados por quimioluminescén-
cia quando da avaliagio da PC, a qual
foi caracterizada segundo os critérios de
Academia Americana de Periodontologia
(1999). Os resultados de 25(OH)D foram
estratificados em deficiéncia (< 14 ng/mL),
insuficiéncia (15-29 ng/mL) e suficiéncia
(= 30 ng/mL). Resultados: Um total de 29
pacientes foram estudados, 15 no grupo
caso e 14 no grupo controle. Os pacientes
casos apresentaram mediana de 25(OH)
D inferior a dos pacientes controles (22,6
vs. 28,6 ng/mL; p < 0,01). A frequéncia de
pacientes casos com insuficiéncia/deficién-
cia de vitamina D foi maior do que entre
os pacientes controles (93,3% vs. 57,1%,
p < 0,004). Por outro lado, o percentual
de pacientes com suficiéncia de vitamina D
foi maior entre os controles se comparados
aos integrantes do grupo casos (42,9% vs.
6,7%, p < 0,004). Conclusao: Em pacien-
tes com DRC, a deficiéncia de vitamina D
se associa com PC.

Palavras-chave: insuficiéncia renal cronica,
periodontite cronica, vitamina D.

ABSTRACT

Introduction: Concomitance of chron-
ic periodontitis (CP) in patients with
chronic kidney disease (CKD) have been
associated with adverse outcomes. Vi-
tamin D (25(OH)D) deficiency my play
a role in CP and inadequate vitamin D
status is common among patients with
CKD. Objective: To examine the re-
lationship between vitamin 25(OH)D
and CP in patients with CKD not yet
on dialysis. Method: A case-control
study was conducted. Cases and con-
trols were defined as patients with CKD
with and without CP, respectively. The
demographic, clinical and laboratory
data were obtained when the patient
was attended in the outpatient clinic.
CKD was defined and staged according
to the NKF QDOKI™. Serum 25(OH)
D levels were measured by chemilumi-
nescence when assessing the CP, which
was definined according to the Ameri-
can Academy of Periodontoly (1999).
Serum 25(OH)D levels were stratified
into deficient (< 14 ng/mL), insufficient
(15-29 ng/mL) and sufficiency (> 30 ng/
mL). Results: A total of 15 cases were
compared with 14 controls. Cases had
lower median 25(OH)D levels than con-
trols (22.6 versus 28.6 ng/mL, p < 0.01)
and were more likely to be categorized
as vitamin D insufficiency/deficiency
(93,3% wversus 57,1%, p < 0,004). On
the other hand, the percentage of con-
trols with vitamin D sufficiency was
higher then cases (42,9% versus 6,7%,
p < 0,004). Conclusion: In patients with
CKD not yet on dialysis, vitamin D defi-
ciency is associated with CP.

Keywords: chronic periodontitis, renal in-
sufficiency, chronic, vitamin D.
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INTRODUGAD

A periodontite crénica (PC) € uma infecgdo subgen-
gival, predominantemente causada por bactérias
Gram-negativas’ e caracterizada por periodos de exa-
cerbagio e remissio. No Brasil, cerca de 70% dos in-
dividuos acima de 30 anos apreseatam PC na forma
moderada, representada pelo nivel de insergdo clinica
(NIC) =2 § mm ¢ 52% destes na forma grave da do-
enga (NIC = 7 mm).* Pacientes, na pré-didlise ¢ em
hemodidlise, apresentaram prevaléncia de PC mais
grave quando comparados a pacientes em didlise peri-
toneal ¢ individuos sauddveis.” A PC, na forma grave,
pode Jevar 4 perda dentiria® ¢ se associa a risco au-
mentado de doenga cardiovascular® controle glicémi-
co inadequado em pacientes com diabete melitus tipo
2. gravidez complicada,” acidente vascular cerebral,’
sendo considerada um imporante problema de sadde
pablica que pode ser prevenido e tratado.

Estudos recentes sugerem alta prevaléncia de PC
em pacieates com DRC tanto nos esudgios pré-diali-
ticos™'® quanto no estigio dialivco.'™* Em pacien-
tes com DRC, a PC ¢ mais grave ¢ observa-se maior
prevaléncia de patdgenos bacterianos periodontais se
comparados aos individuos saudiveis.” O impacto
desfavordvel da ocorréacia da PC, no curso da DRC,
nio esti completamente definido, mas a sua associa-
¢io desfavorivel com as doengas cardiovasculares,'
principais causas de dbito no pacieate com doenga
renal,” pode constituir um novo fator de risco ainda
pouco valorizado.

A vitamina D apresenta fungio importante na
resposta imunoldgica ¢ pode desempenhar um papel
chave na PC, observada em pacientes com DRC.
Estudos tém evidenciado a associagio entre sadde pe-
riodontal ¢ ingestio de vitamina D" A suplemen-
tagio de vitamina D e cilcio melhora a sadde perio-
dontal, aumenta a densidade dssea na mandibula ¢
inibe a rebsor¢io dssea alveolar.'™ " Postulamos que o
nivel inadequado de vitamina D favorece a ocorréncia
de PC em pacientes com DRC; assim, o objetive do
estudo ¢ examinar a relagdo entre niveis séricos de
vitamina D e PC em padientes com DRC pré-dialitica.

MEropos

Trata-se de um estedo caso<controle, realizado em
pacientes acompanhados no ambulatdrio de preven-
¢lo secundiria do Nicleo Interdisciplinar de Estudos,
Pesquisas ¢ Tratamento em Nefrologia (NIEPEN) da

Nivers de vie. D @ PC em pacenses com DRC

Universidade Federal de Juiz de Fora ¢ Fundagio
IMEPEN, no periodo de 11/2009 a 08/2012.

Foram incluidos pacientes de ambos os sexos ¢
com DRC pré-dialitica, nos estdgios 3B a 5, na fai-
xa etiiria de 30 a 78 anos. Nio foram incluidos os
pacientes tabagistas, em uso de ant-inflamatdrios,
de utilizagio de anubidtico nos dltimos trés meses,
as grividas, os com diagniéstico de cincer, os porta-
dores do virus HIV, os diabétcos nio compensados,
os portadores de outras infecgdes ou com quadro
de febre de origem indeterminada, os tratados para
periodontite nos Gltimos 6 meses ¢ com doeagas
periodontais agressivas ou agudas.

A taxa de fileragdo glomerular (TFG) foi estimada
a partir da dosagem da creatinina sérica, utilizando-se
a equagio desenvolvida pelo grupo de estudo Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-
EPI).* O diagndsuco da DRC seguiu os critérios pro-
postos pelo NKF KDOQI™.*

A dosagem de 25 hydroxi-vitamina D (25(0OH)D)
foi realizada pela téenica quimicluminescéncia em
soro estocado a -80°C, obtido no dia do exame perio-
dontal. O nivel sérico de 25(OH)D foi utilizado como
reserva orginica de vitamina D A 25(0H)D sérica re-
presenta a combinagio de fontes enddgenas e exdge-
nas de vitamina D e apresenta meia vida prolongada ™
s resultados de 25(0H)D foram estratificados em
deficiéncia (€ 14 ng/ml), insuficiéncia (15-29 ng/ml)
¢ suficiéncia (= 30 ng/mL).

O exame periodontal foi conduzido por duas
examinadoras devidamente qualificadas. Todos os
dentes, exceto terceiros molares, foram examinados.
Profundidade de sondagem (PS) e recessio gengival
foram mensuradas nos seis sitios por dente (mesio-
-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual,
lingual, disto-lingual), utilizando sonda computado-
rizada (Florida Probe Corp., USA). As mensuraghes
foram expressas em milimetros. O aivel de insergio
clinica (NIC) foi calculado através da distdncia da PS,
a partir da jungdo cemento/esmalte somada A reces-
sio geagival ¢ subtraindo-se a hiperplasia gengival.
O aimero de sitios com placa bacteriana fot quan-
tificado pela presenga ou auséacia de placa dental
supragengival, assim como o ndmero de sitos com
sangramento 4 sondagem (SS).

A habilidade do profissional foi testada pelo co-
eficiente de correlagio, por meio do teste estatistico
Kappa. O coeficiente intraexaminador foi de 0,84 ¢
interexaminador foi de 0,82.

] Bras Nefrol 2015,3510:20-26
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Esrarisnica

Os dados foram coletados ¢ processados utilizan-
do-se o programa SPSS, versio 15.0 (Chicago,
IL, USA). Os resultados foram representados pela
mediana ¢ valores (minimo ¢ mdximo) para as va-
ridveis numéricas, ¢ frequéncias absoluta e relativa
para as variiveis categbricas. Para comparagio das
varidiveis entre os grupos, foram aplicados os tes-
tes de Mann-Whitney para as varidveis numéricas
¢ qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher (quando
as frequéncias esperadas foram menores que 5) para
variiveis categbricas. A diferenga estatistica foi con-
siderada para valores de p < 0,05.

ResuLtapOs

Do towal de 623 pacientes inicialmente avaliados,
594 ndo foram incluidos pelas seguintes razdes:
TFG > 44 mL/mi/1,73 m* (252), ndo comparecimento
para avaliagiio periodontal ¢ coleta de sangue (139),
edentulismo total (108), tabagismo (48), negaram-se
a participar do estudo (31), sem indicaglo para ava-
liagio periodontal (16). Vinte ¢ nove pacientes pre-
encheram os critérios de inclusdo, 135 do grupo caso
(DRC ¢ PC) ¢ 14 do grupo controle (DRC sem PCJ,
sendo a mediana de idade de ambos semelhantes. O
Brupo Ciso, comparativamente a0 grupo controle,
foi constituido principalmente por pacientes do sexo
masculino ¢ diabéticos, porém sem significincia esta-
tistica (Tabela 1). As causas de DRC mais frequentes
foram doenga renal diabética nos pacientes caso e ne-
fropatia hipertensiva e doenga renal diabética nos pa-
cientes controle. Houve diferenga estatistica quanto 3
mediana da pressio arterial sistdlica (140 mmHg vs.
130 mmHg, p < 0,05) ¢ dos niveis de paratohormanio
(105 pe/mL 3. 53 pg/mL, p < 0,05), ambos mais ele-
vados nos pacientes caso relativamente a0s pacientes
controle.

Como esperado, foi observada diferenga esta-
tistica em todos os parimetros clinicos periodon-
tais na comparagio dos grupos. Os pacientes caso
apresentaram maior inflamagdo local ¢ PC caracte-
rizada como moderada a grave, com acometimen-
to de grande parte dos sitios da boca (PS = § mm
=55% ¢ NIC 2 6§ mm = 32%, p < 0,001). Nio

T Beas Nefrol 2003,35(10.20-26

houve significincia estatistica quanto ao nimero
de dentes (Tabela 2).

Os pacientes caso apresentaram mediana de
25(OH)D inferior a dos pacientes controle (22,6 vs.
28,6 ng/mL; p < 0,01) (Figura 1). O percentual de
pacientes com DRC com e sem PC, de acordo com
os aiveis de 25(OH)D, foi 33,3% wvs. 0% no grupo
deficiéncia, 60% wvs. 57,1% no grupo insuficiéncia ¢
6,7% vs. 42,9% no grupo suficiéncia (p < 0,004). O
percentual de pacientes caso, com insuficiéncia ou de-
ficiéncia de 25(0OH)D, foi comparativamente maior
entre 0s pacientes caso relativamente aos pacientes
controle (93,3% vs. 57,1%, p < 0,004).

Discussio

Este estudo mostra que pacieates com DRC ¢ PC
apresentam aiveis séricos menores de vitamina D ¢
sto mais frequentemente insuficientes e deficientes
em 25(OH)D relativamente aos pacientes com DRC
sem PC. Esta associagdo ficou evidente a despeito de
excluirmos virios fatores confundidores, tais como:
tabagismo, uso de medicagdes aati-inflamatérias,
utilizagio recente de anubidtico, gravidez, cincer,
infecgdo pelo virus de imunodeficiéncia adquirida,
diabetes ndo compensados, febre de origem indeter-
minada ou outras infecgdes, tratamento periodontal
nos iltimos 6 meses, ¢ os casos de doengas periodon-
tais agressivas ou agudas. Os resultados sugerem que
nivel suficiente de vitamina D ¢ importante na manu-
tengdo de um periodonto saudivel e na redugdo das
consequéncias da PC.

A hipovitaminose D ndo ¢é infrequeate no Brasil.
Entre 0s 73 médicos residentes de um hospital pablico
da cidade de Porto Alegre, com idade média de 26
anos, o nivel sérico de 25(OH)D encontrado foi de
17,9 = 8,0 ng/mlL, sendo que, em 57,4% deles, os ni-
veis de vitamina D eram < 20 ng/mL."* Na DRC, nivel
insuficiente de 25(OH)D, definido como < 30 ag/mL.,
fot observado em 39,6% dos pacientes em tratamento
conservador na cidade de Sio Paulo.”* Contudo, se
considerarmos como suficiéncia de 25(OH)D, niveis
= 40 ng/mL, """ o percentual de pacientes insuficien-
tes atinge 51%."" No presente estudo, 75,8% dos pa-
cientes com DRC avaliados apresentaram aiveis insu-
ficientes ou deficientes de vitamina D e, dentre esses,
63,6% apresentavam PC.

A PC ¢ uma doenga infecciosa cronica, causada
por bactérias Gram-negativas, que determinam res-
posta inflamatdria sistémica.’ A destruigio do tecido
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Niveis de we. D @ PC em pacantes com DRC

Tania 1 VARAVEIS DEMOGRARICAS, CLINICAS £ LABORATORIAIS DOS PACIENTES COMDRCcoMESEIMPC

Varidveis —— Lo Pc.(" - .‘5) KR e Pc.l" = 14) Valor de p
mediana (min-max) mediana (min-max)}
Idade (anas) 63 |61-72) 64 (30-78) 0.6
Sexo (masculnal, % €67 50 0.z
Diabates, % 48 2 0.1
Hipertensao anterial, % B85 93 0.6
Doenga de Base 0.6
Nelropatia hipenensiva, % 20 214
Efropatia diabética, % 40 216
Glomeruanelrite cronica, % 6,7 143
Cutras & indeterminadas, % 333 428
Pressdo anerial sistdlica (mmbg) 140 (100-190) 130 1001804 0,014
Pressdo anerial diastélica mmHg) 80 (E0-10Q) BO (6B-130) 0.6
indice de massa corporal (kgim?) 27 17-39) 26 (21-85) 0.8
Creatning sérica (mgfdl) 1,811,35) 1.710,8-3,2) 0.2
TFG* ImL/mind1,73 ) 31 19-63) 32(16-78) 0.3
Colesteral total {ma/dL) 183 (100-330) 192 (119-255) 0.4
Paratohormania {pg'mL| 105 (39-59E) 53 (22-176) 0,02
Distribuicdo dos pacientes de acordo com os niveis de 25(0H|D*, n %) 0,004
< 14 ngimL 5133,3) 0
1529 na/mL 960 B 571
= 30 ng/mL 116,7| 6142,9|

* TFG: Taxa de fitragso glomerular; 25|0HI0: 25hudrexivaamina D.

Tancua 2 AVAUAGAO DOS PAMETNOS CLNKOS PEAGEONTAS N0S pACENTES cow DRC cou € semPC__

DRC ¢com PC |n = 15) DRC sem PC |n = 14)

Varvels mediana (min-max| mediana (min-max} Valor de p
Profundidade de sandagem (mm) 2,111,437 1.411,3-1.8) < 0,00
Profundidade de sandagem = 6mm, % 5,5 {2-35) -
Nivel de insergio clinica {mm) 4.5{1,7-6) 2.211,44.9) < 0,001
Nivel de nsercdo clinca = 6 mm, % 32 2,7-64) -
Siios camn placa dental, % 86 (2-100) 35 < 0,001
Sites com sangramentao & sondagem, % 52 (2-98) *
Numero de dentes 14 (4-23| 12 (6-26) 0,9
* Fatores exclusnes o delinidores do grupo "Caso” para confrmacio clinces de PC sem ocormdngis no grupo "Controle”
periodontal Jocal favorece a disseminagio sistémi- a doenga periodontal estatstcamente diferentes dos
ca dos patdgenos periodontas e seus produtos (por pacientes controles.
exemplo, lipopolssacarideos) e de mediadores infla- No terceiro Natwonal Health and Nutritional
matdrios (por ex., fator de necrose tumoral, mterlew- Examination Survey (NHANES I), um levanta-
cma-6) produzidos localmente** Em estudos antenio- mento expressivo da populagio adulta dos Estados
res, nds observamos que a PC tende a ser mais grave Unidos da América, nivess insuficientes de 25(OH)
nos pacientes com DRC em tratamento dialitnco ou D se associaram independentemente a PC.'* Em en-
conservador, relativamente aos pacientes com PC e sato randomizado, a adminstragio de vitamma D
sem doengas sistémicas.'* No presente estudo, a PC (700 Ul/dia) e calcio (SO0 mg/dia) significativamente
ficou muito bem definida nos pacientes caso, com to- reduziu a perda de dentes em pacientes idosos ao lon-
dos os pardmetros clinicos utilizados para caractenzar go de rés anos de observagio.” Adicionalmente, a

1 Bras Nefrol 2003:35/00:20.26
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Nives de wit. D e PC em pocsentes com DRC

Figura 1. Baxplot reprasentanda @ modiene (Imha horizomtal),
MEVED IMOrguani (imites supenar @ mienarn & IMites supancr
e inferior (hastes) acs niveis de 28(0M)D em pacientes com DRC
8 PC Ipacientas casal contra DRC sem PC (pacientas controie)
Paciontas CiS0 0resSentanam medans 008 Niveis SArces o8
28(0H)D menor do que os pacientes controle (p < 0,0°)

8
it

8
1

3
it

Niveis séricos de 25(0H)D (ng/dL)

l

DRC com PC

DRC sem PC

suplementagio alimentar com vitamina D e cilcio
melhorou a sadde periodoatal, aumentou a densidade
Ossea na mandibula, inibiv a reabsorgio Gssea'™ " ¢
diminuiu a gravidade da PC."

A vitamina D possui fungdes importantes nas
respostas imune ¢ inflamatéria e, quando deficien-
1e, associa-se com maior prevaléncia de infecgdo.”
A vitamina D age como um agente anti-inflamaté-
rio a0 inibir a expressio de citocinas inflamatérias
¢ estimular mondcitos/macrofagos a secretarem
moléculas com poteates efeitos antibidticos."™” A
vitamina D induz diretamente a expressio do pe-
pitideo antimicrobiano enddgeno catelicidina, cuja
produgdo é desencadeada a partir de receptores Toll-
lixe em resposta & infecgdo bacteriana. A ativagdo de
receptores Toll-lixe em macréfafos humanos aumen-
ta a expressio de receprores de vitamina D e da enzi-
ma 1-g-hidroxilase. Como consequéncia, observa-se
indugiio de catelicidina ¢ morte de bactérias intrace-
lulares (p. ex., Mycobacterium tuberculosis).” A PC
¢ causada por bactérias que estimulam as respostas
imune ¢ inflamatéria como parte dos mecanismos de
defesa do organismo ¢ a respostas através dos recep-
tores Toll-like sdo importantes na patogénese da do-
enga periodonal. ™ A vitamina D parece modular
grande parte da resposta imune do hospedeiro.” No
nosso estudo, os pacientes com DRC ¢ PC apresenta-
ram menores niveis de 25(0OH)D do que os controles

J Beos Nefrol 2003,55(T0.20-26

sem PC. Observamos, ainda, que a PC ocorreu mais
frequentemente nos pacientes com < 30 ng/mL
25(0H)D, 1/3 dos quais eram deficientes de vitami-
na D. Por outro lado, someate 6,7% dos pacientes
com DRC ¢ PC apresentaram aiveis suficientes de
25(0H)D.

No presente estudo, fica evidente a nossa preocupa-
¢io de parear 0s pacientes casos ¢ controles o midximo
possivel. Conseguimos igualar os pacientes em virios
fatores confudidores tradicionais que se associam com
a PC, tais como: idade, sexo, obesidade ¢ tabagismo.
Contudo, observa-se diferenga estatistica entre o5 ni-
veis de pressdo arerial sistdlica, mais elevados nos
pacientes com PC. Evidéncias epidemioldgicas atuais
reforgam a associagdo da PC com niveis presséricos
clevados. Os mecanismos envolvidos nesta assoctagdo
parecem envolver a disseminagdo sistémica da infecgdo
periodontal, resposta imune do hospedeiro, agho bacte-
riana direta no sistema vascular, disfungio endotelial”™
¢/ou hiperparatiroidismo™ ¢fou regulagio inadequada
do sistema renina-angiotensina pela vitamina D,

E sabido que a deficiéncia de vitamina D ocorse
precocemente 1o curso da DRC* ¢ se associa com
hiperparatiroidismo secundirio.®” Estas observagies
estdo de acordo com os nossos achados de niveis mais
clevados de paratohormdnio molécula intacta nos pa-
cientes com DRC e PC, relativamente mais deficientes
em vitamina D do que os com periodonto sauddvel.

Faz-se imperioso apresentar algumas limitagoes
presentes em nosso trabalho. Primeiro, a natureza do
estudo, corte transversal, ndo nos permite estabelecer
uma natureza causativa entre hipovitaminose D ¢ PC.
Segundo, os critérios rigidos de inclusio ¢ ndo inclu-
sio limitaram o tamanho amostral. Terceiro, 0 uso
de 30 ng/ml como ponto de corte para estabelecer as
reservas orginicas de 25(OH)D pode ser discutido,
pois alguns autores preconizam niveis de 40 ng/ml
ou mais como Gtimo.**** Finalmente, é possivel que
haja outros fatores confundidores que possam expli-
car 08 n0ss0s resultados.

Em suma, os nossos achados sugerem que a hipo-
vitaminose D predispde os pacieates com DRC a de-
senvolverem PC, possivelmente por limitar a resposta
imune ¢ inflamatéria do paciente frente 3 agressio
bacteriana do periodoato.
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10)COMENTARIOS FINAIS

A DRC é uma doenga crénica n&o transmissivel prevalente em todo o mundo
e no Brasil. Recentemente, a PC tem sido considerada um fator de risco nao
tradicional para DRC. Varios estudos mostram que a PC é prevalente e mais grave
em paciente com DRC quando comparados a individuos sistemicamente saudaveis.

Nenhum estudo até o momento conseguiu explicar essa relagao.

No primeiro trabalho “Niveis séricos de vitamina D e periodontite cronica
em pacientes com doenga renal crénica”, avaliamos a relacdo entre niveis
séricos de vitamina D e PC em pacientes com DRC pré-dialitica. Os resultados
evidenciaram frequéncia aumentada de hipovitaminose D, principalmente no nivel
deficiéncia (= 14 ng/mL) nos pacientes com DRC e PC. Esse dado sugere que a

deficiéncia de vitamina D se associa com PC em pacientes com DRC.

No segundo estudo “Low levels of vitamin D and LL-37 in patients with
CKD: association with chronic periodontitis”, avaliamos a relagdo entre niveis
séricos de 25 (OH) D, LL-37 e IL-6 no plasma e no fluido gengival de pacientes com
PC e DRC pré-dialitica. Os resultados mostram uma associagdo entre niveis
deficientes de vitamina D e valores baixos de catelicidina no plasma dos pacientes
com DRC e PC quando comparados aos individuos dos outros grupos. Ao mesmo
tempo, eram mais inflamados sistemicamente e apresentavam PC mais grave. De
forma inversa, a LL-37 encontrou-se aumentada juntamente com o niveis de IL-6 no
fluido gengival.

Esses resultados sugerem que, em pacientes com DRC, a deficiéncia de
vitamina D e de LL-37 torna o individuo mais sujeito a infecgdo e o aumento do IL-6
e da LL-37 no fluido gengival caracteriza uma hiper-resposta inflamatéria local, o que
poderia explicar PC mais grave nesses pacientes.

Em suma, os nossos dados sugerem que a possivel explicagdo para a
frequéncia aumentada e maior gravidade da PC em pacientes com DRC resida no
fato de que pacientes com DRC apresentam hipovitaminose D, com isso secretam
menor quantidade de LL-37, deixando o paciente mais sujeito a infecgéo, inclusive
por bactérias periodontopatogénicas.
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11)CONCLUSAO

Os achados deste estudo sugerem que a hipovitaminose D leva a diminui¢ao
de LL-37 nos pacientes com DRC, tornando esses pacientes sujeitos a infecgao.
Diante de bactérias periodontopatogénicas, os niveis de LL-37 aumentam, assim
como a inflamacéo local. Frente a esse aumento da resposta inflamatdéria, o paciente

com DRC evolui para a forma mais grave de periodontite.
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APENDICE 1

RESUMO APROVADO NO XXVI CONGRESSO BRASILEIRO DE NEFROLOGIA,
2012

ANéLISE DOS NIVEIS DE VITAMINA D EM PACIENTES COM PERIODONTITE
CRONICA E DOENCA RENAL CRONICA.

JESSICA DO AMARAL BASTOS, LUIZ CARLOS FERREIRA DE ANDRADE, , ANA
PAULA FERREIRA, NADIA REZENDE BARBOSA RAPOSO, ANDREA MARCIA
MARCACCINI, FLAVIO LOMBARDI SILVA, PATRICIA DE CASTRO DAIBERT,
EDUARDO MACHADO VILELA, ERICA DE ALMEIDA BARROSO, TATIANA RORIZ
LOPES, ROMULO AMARAL TAFURI, MARCUS GOMES BASTOS.

INTRODUGAO. A doenga renal cronica (DRC) se associa frequentemente a niveis
anormalmente baixos de vitamina D (vit D). A vit D controla a resposta inflamatoria
inata e adquirida. A periodontite crénica (PC), tem sido associada a varias doengas
sistémicas, entre elas a DRC. Tal associacdo parece ser mediada pela expressao
sistémica da resposta inflamatéria decorrente da PC.

OBJETIVO. Avaliar a associagao entre niveis de 25-hidroxi-vit D (25-OH-D) e a
ocorréncia da PC em pacientes com PC e DRC em tratamento n&o dialitico.

CASUISTICA E METODOS. Trata-se de um estudo transversal envolvendo 60
participantes divididos em quatro grupos: Um grupo composto de 15 individuos
saudaveis; um grupo composto de 15 pacientes sem doengas sistémicas e com PC;
um grupo composto de 15 pacientes com DRC preé-dialitica estagios 3B, 4, 5 e sem
PC; e um grupo composto de 15 pacientes DRC preé-dialitica nos estagios 3B, 4, 5 e
com PC). A definicdo e estagiamento da DRC baseou-se no NKF KDOQI™). A taxa
de filtragdo glomerular (TFG) foi estimada a partir da creatinina plasmatica, utilizando
a equacao CKD-EPI. O exame periodontal incluiu: 1. Profundidade de sondagem e
recessao gengival com sonda periodontal computadorizada; 2. Nivel de insergao
clinica; 3. Numero de sitios com placa bacteriana; e 4. Numero de sitios com
sangramento a sondagem. A resposta inflamatéria sistémica foi avaliada pela
Proteina C-reativa ultra-sensivel (PCR-us) no soro e nivel sérico da 25 (OH)
vitamina D (25-OH-D) foi determinado por quimioluminescéncia.

RESULTADOS. A PC mais grave e niveis elevados de PCR-us foram observados
mais frequentemente nos pacientes com DRC comparativamente aos outros trés
grupos. Relativamente aos participantes sem PC, os pacientes com PC
apresentaram menores niveis de 25-OH-D. A maioria absoluta dos participantes com
niveis mais baixos de 25-OH-D (0,15 ng/mL) apresentavam DRC e PC (p <0,02).
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CONCLUSAO. A PC, particularmente em pacientes com DRC, é mais grave e é
mais frequente entre os pacientes com menores niveis de vit D.
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APENDICE 2

RESUMO APROVADO NO XXV  CONGRESSO BRASILEIRO DE
PERIODONTOLOGIA 2013

NIVEIS DE VIT. D E PC EM PACIENTES COM DRC.

Jessica do Amaral BASTOS; Luiz Carlos Ferreira de ANDRADE; Ana Paula
FERREIRA; Erica de Almeida BARROSQO; Patricia de Castro DAIBERT;

Patricia Lima de Sa BARRETO; Eduardo Machado VILELA; Andrea Marcia
MARCACCINI; Fernando Antonio Basile COLUGNATI; Marcus Gomes BASTOS.

RESUMO:

INTRODUCAO: A concomitancia de periodontite crénica (PC), em pacientes com
doenga renal crénica (DRC), tém sido associada a desfechos adversos. A deficiéncia
de vitamina D (25(OH)D) parece desempenhar papel importante na PC e niveis
inadequados de vitamina D tém sido descritos em pacientes com DRC. OBJETIVO:
Examinar a relag&o entre niveis séricos de vitamina D e PC em pacientes com DRC
pré-dialitica. METODO: Estudo de caso-controle, definidos, respectivamente, como
pacientes com DRC e PC e DRC sem PC. Os dados demograficos, de exame fisico
e laboratoriais foram obtidos no dia da consulta. A DRC foi definida e estagiada
segundo a NKF QDOKI™. Os niveis séricos de 25(0OH)D foram dosados por
quimioluminescéncia quando da avaliagdo da PC, a qual foi caracterizada segundo
os critérios de Academia Americana de Periodontologia (1999). Os resultados de
25(0OH)D foram estratificados em deficiéncia (<14 [Ig/mL), insuficiéncia (15-29
"lg/mL) e suficiéncia (230 [1g/mL). RESULTADOS: Um total de 29 pacientes foram
estudados, 15 no grupo caso e 14 no grupo controle. Os pacientes casos
apresentaram mediana de 25(OH)D inferior a dos pacientes controles (22,6 vs. 28,6
"lg/mL; p <0,01). A frequéncia de pacientes casos com insuficiéncia/deficiéncia de
vitamina D foi maior do que entre os pacientes controles (93,3% vs. 57,1%,
p<0,004). Por outro lado, o percentual de pacientes com suficiéncia de vitamina D foi
maior entre os controles se comparados aos integrantes do grupo casos (42,9%
verso 6,7%, p <0,004). CONCLUSAO: Em pacientes com DRC, a deficiéncia de
vitamina D se associa com PC.

63



APENDICE 3
SERUM VITAMIN D, CATHELICIDIN AND CHRONIC PERIODONTITIS IN

PATIENTS WITH CHRONIC KIDNEY DISEASE

Jessica A. Bastos, Luiz Carlos F. Andrade, Fernando AB. Colugnati, Ana
Paula Ferreira, Erica A. Barroso, Patricia C Daibert, Patricia L S. Barreto,
Eduardo M. Vilela, Andrea M. Marcaccini, Marcus G. Bastos. Faculties of
Medicine and Dentistry, Federal University of Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brazil.

Concomitance of chronic periodontitis (CP) in patients with chronic kidney
disease (CKD) have been associated with adverse outcomes. Vitamin D
(25(0H)D) deficiency my play a role in CP and inadequate vitamin D status is
common among patients with CKD. Vitamin D directly induces expression of
the antimicrobial peptide cathelicidin, which can be triggered by a Toll-like
receptor response to bacterial infection. The aim of this study was to examine
the relationship between 25{(0OH)D, serum cathelicidin levels and CP in patients
with CKD not yet on dialysis. A case-control study was conducted. Cases and
controls were defined as patients with CKD with and without CP, respectively.
The demographic, clinical and laboratory data were obtained when the patient
was attended at the outpatient clinic. CKD was defined and staged according
to the NKF QDOKI™. Serum 25(OH)D levels were measured by
chemiluminescence when assessing the CP, which was definide according to
the American Academy of Periodontoly (1999). Serum 25(OH)D levels were
stratified into deficient (14 ng/mL), insufficient {15-29 ng/mL} and sufficiency
(230 ng/mL). Cathelicidin (LL-37) was measured by ELISA. A total of 15 cases
were compared with 14 controls. Cases had lower median 25(OH)D levels than
controls (22.6 versus 28.6 ng/mL, p <0.01) and were more likely to be
categorized as vitamin D insufficiency/deficiency (93,3% versus 57,1%, p <
0,004}. On the other hand, the percentage of controls with vitamin D sufficiency
was higher then cases (42,9% versus 6,7%, p <0,05). Median LL-37 levels
were lower in cases compared to confrols (5.4 versus 6.6 pg/mL, p <0.08).
Compared to CKD patients with 25(CH)D sufficiency, those with
insufficiency/deficiency had lower median LL-37 levels (5.5 versus 9.0 pg/mL, p
<0.045). In conclusion, vitamin D insufficiency (serum 25[CH] <30 ng/mL) is
associated with CP in patients with CKD not yet on dialysis. This association
seems to be mediated through an impairment in clearing bacterial infection due
to a decrease in LL-37 production.

RESUMO PUCLICADO NO AMERICAN JOURNAL OF KIDNEY DISEASES: Am J
Kidney Dis. 2013;61(4):A1-A100.
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APENDICE 4-
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO- POPs
LABORATORIO CORTES VILLELA

ALBUMINA
1 - METODOLOGIA: Verde de bromocresol.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: A albumina presente na amostra reage com o verde de
bromocresol em meio acido,

formando um complexo colorido que € quantificado espectrofotometricamente. A
absorbancia do complexo formado, medida em 630 nm, € diretamente proporcional a
concentracido da albumina na amostra analisada.

3 — APLICACAO CLINICA: A albumina, principal componente protéico do soro
humano normal, € uma proteina

globular produzido pelo figado. Ela tem diversas fungdes importantes como:
» Transporte de moléculas hidrofébica como a bilirrubina e os acidos graxos. Isto é

possivel devido a zona hidrofébica que existe em sua estrutura, sendo essa
propriedade utilizado para dosar a albumina.

* Nutrigdo.
* Manutengao da pressao osmoética sanguinea. 4 - AMOSTRA:

. 4.1 —Tipo: Soro, Plasma(EDTA, heparina, citrato)

. 4.2 — Recipiente: Frasco do laboratorio previamente identificado.
. 4.3 — Aditivo: N.A.

. 4.4 —Volume minimo: 300 pL

. 4.5 —Volume recomendado: 500 uL

. 4.6 —Transporte: Se o exame nao for realizado no mesmo dia, refrigerar a
amostra

. 4.7 — Critérios de Rejeigdo: Hemolise e Ictericia

65



COLESTEROL TOTAL
1 - METODOLOGIA: Enzimatico - colorimétrico.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: Os estéres do colesterol sdo hidrolisados pela colesterol
esterase (CHE) formando

colesterol livre que apos oxidacéo pela colesterol oxidase (CHOD) forma peréxido de
hidrogénio. Este, reagindo com o fenol e 4-aminoantipirina, através de copulagao
oxidativa catalisada pela peroxidase (POD), produz uma quinonimina de cor
vermelha. A absorbancia do complexo formado, medida em 500 nm, € diretamente
proporcional a concentragdo de colesterol da amostra.

CHE Esteres do Colesterol —————— Colesterol + Acidos Graxos
CHOD Colesterol + O2 - Colest-4-em-ona + H202

>
2H2HO2 + Fenol + 4-Aminoantipirina————— 4H20 + quinoneimina

3 — APLICACAO CLINICA: Diversos estudos epidemioldgicos e experimentais
comprovam uma correlagao

positiva entre os niveis do colesterol, mais precisamente do colesterol LDL e o risco
de doencga arterial coronariana (DAC). Ao contrario, os niveis de colesterol HDL séo
inversamente proporcionais ao risco de DAC.

4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro ou plasma. Heparina, EDTA, oxalato ou fluoreto ndo interferem. Analito estavel
7 dias entre 2-8 oC.

4.2 — Recipiente: Frasco do laboratorio previamente identificado.

4.3 — Aditivo: N.A.

4.4 — Volume minimo: 300 uL

4.5 — Volume recomendado: 500 pL

4.6 — Transporte: Se o exame nao for realizado no mesmo dia, refrigerar a amostra

4.7 — Critérios de Rejeigao: Hemolise intensa e bilirrubina acima de 10 mg/dL.
Lipemia (triglicérides até 1000 mg/dL) n&o interfere.

COLESTEROL HDL
1 - METODOLOGIA: Enzimatico - colorimétrico.
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2 - PRINCIPIO DO TESTE: O sistema utiliza dois reagentes que possibilitam a
dosagem seletiva do colesterol

ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL). O primeiro reagente contém um
polianion que forma complexos estaveis com a

superficie das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinasd e muito baixa
densidade (VLDL) e dos Quilomicrons. Por outro lado, os complexos formados com
as particulas de colesterol HDL ndo permanecem estabilizados e se solubilizam por
acao de um detergente, permitindo a reagdo com as enzimas presentes no segundo
reagente. Como somente o colesterol HDL fica sujeito a agdo das enzimas, a cor
resultante da segunda reagao € diretamente proporcional a concentragéo do
colesterol HDL na amostra.

3 — APLICACAO CLINICA: Sistema para determinagdo homogénea direta do
Colesterol HDL no soro e no

plasma. Somente para uso diagnostico in vitro.

4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro, plasma heparinizado ou com EDTA, o analito é estavel por 6 dias de 2-8 0c.

. 4.2 — Recipiente: Frasco do laboratorio previamente identificado.
. 4.3 — Aditivo: N.A.

. 4.4 —Volume minimo: 300 pL

. 4.5 —Volume recomendado: 500 uL

. 4.6 — Transporte: Se o exame nao for realizado no mesmo dia, refrigerar a
amostra

. 4.7 — Critérios de Rejeicdo: Hemdlise intensa. Lipemia pos prandial

TRIGLICERIDES
1 - METODOLOGIA: Enzimatico-colorimétrico.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: Os triglicérides sao hidrolisados pela lipase lipoprotéica
e o glicerol liberado é

fosforilado pela glicerolquinase formando glicerolfosfato que é oxidado a
dihidroxiacetona e agua oxigenada por agao da glicerol-3-fosfato oxidase. Através
de reacgao de copulagéo oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua oxigenada
reage com o 4-aminoantipirina (4-AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina
(vermelha) cuja absorbéncia, medida em 500 nm, é diretamente proporcional a
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concentragdo de triglicérides.

Lipase lipoprotéica Triglicérides + H20 g
Glicerol + Acidos Graxos

Glicerolquinase Mg++ Glicerol + ATP >
Glicerol - 3-P + ADP

G - 3 - P Oxidase Glicerol - 3 - P + 02 g
Dihidroxiacetona + H202

Peroxidase 2H202 + 4 - AMP + 4 - Clorofenol g 4H20 +

Quinoneimina

3 — APLICACAO CLINICA: A dosagem dos triglicérides & utilizada principalmente
com o parametro na

avaliagdo dos riscos das doengas cardiovasculares.
4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro ou plasma. O analito é estavel por 5 dias entre 2-80C. Armazenamento
prolongado n&o é recomendado porque varias substancias podem ser hidrolisadas,
liberando glicerol e consequentemente originando resultados falsamente elevados.
Os anticoagulantes heparina, EDTA, oxalato ou fluoreto ndo interferem no
resultado. 4.2 — Recipiente:

Frasco do laboratorio previamente identificado. 4.3 — Aditivo:
N.A. 4.4 — Volume minimo:

300 pL 4.5 — Volume recomendado:

500 pL 4.6 — Transporte:

Se o0 exame néo for realizado no mesmo dia, refrigerar a amostra 4.7 — Critérios de
Rejeicdo: Hemolise. Jejum inferior a 12 horas.

CREATININA
1 - METODOLOGIA: Cinético-Colorimétrico.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: A creatinina e os interferentes presentes na amostra
reagem com o picrato em

meio alcalino originando um complexo colorido. Mede-se a velocidade de formagao
desse complexo em periodos iniciais curtos, evitando-se assim a interferéncia de
outros compostos.
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Uma primeira leitura é realizada aos 30 segundos iniciais da reagao para eliminar o
efeito dos interferentes de reagéo rapida. Aos 90 segundos de reagao é realizada
uma segunda leitura, antes que os interferentes de reagao lenta possam ter efeitos
significativos. Dessa forma, isola-se a formagao do complexo creatinina- quelante e
a determinacéao colorimétrica do produto final torna-se livre de interferentes,
referindo-se exclusivamente a creatinina presente no teste.

Os principais interferentes sao representados pela glicose, frutose, acido urico, acido
ascorbico, corpos cetdnicos e proteinas plasmaticas.

3 — APLICACAO CLINICA: Reagentes para determinagao quantitativa da creatinina
no soro, plasma e urina.

Somente para uso diagnostico in vitro.
4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro ou plasma (heparina, EDTA, fluoreto, oxalato), urina e liquido aminiético o

analito é estavel por 7 dias de 2-8 0c. 4.2 — Recipiente:
Frasco do laboratorio previamente identificado. 4.3 — Aditivo:
N.A. 4.4 — Volume minimo:

300 pL 4.5 — Volume recomendado:

500 pL 4.6 — Transporte:

Se o0 exame néo for realizado no mesmo dia, refrigerar a amostra 4.7 — Critérios de
Rejeicao:

Hemolise. Lipemia

HEMOGRAMA

1 - METODOLOGIA: Contador de células automatico Coulter STKS, utilizando
impedancia e laser na

contagem e classificacdo das células. 2 - PRINCIPIO DO TESTE:

O Hemograma é um exame altamente automatizado. No Laboratorio Cortes Villela,
ele é realizado no equipamento STKS. Nos casos de confirmagé&o de resultado (por
exemplo, plaquetopenia, CHCM acima ou abaixo dos valores de referéncia,
leucopenia e ndo concordancia com os outros parametros hematimétricos) ou falha
deste equipamento, recorremos ao equipamento back up T-890.

O propdsito do STKS é prover resultados precisos compreendendo a detecgao de
amostras que apresentem anormalidades e parametros como Hemoglobina,
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Hematocrito, Hemacias, indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), RDW,
contagem de plaquetas, PDW, PCT, MPV, Leucometria Global e Especifica
(neutrdfilos segmentados, eosindfilos, basdfilos, linfocitos normais e mondécitos).

Os contadores Coulter STKS e T-890 determinam a hemoglobina pelo método da
cianometemoblobina, contam e medem os eritrocitos, os leucdcitos e as plaquetas
pela tecnologia de impedancia.

O equipamento STKS produz uma contagem diferencial de leucécitos, em cinco
tipos celulares baseadas em diversas caracteristicas fisicas dos leucdcitos, depois
da remocéao do citoplasma. Sao determinadas 3 determinacdes simultdneas em
cada célula: 1) impedancia com corrente eletromagnética de baixa frequéncia; 2)
condutividade com corrente eletromagnética de alta frequéncia; 3) Disperséao frontal
da luz em 10 — 700, quando as células passam por um feixe laser, determinada pela
estrutura, forma e reflexividade da célula. 3 - APLICACAO CLINICA:

O Hemograma representa um auxilio valioso no diagndstico de varias nosologias,
sendo fundamental na analise da hematopoiese medular; do grau de nutrigao
medular, relacionado as reservas de ferro, acido folico e vitamina B12, da presenca
de defeitos de membrana eritrocitaria congénitos ou adquiridos, na investigacao de
infeccdes ou reagdes alérgicas, na visualizagdo de anormalidades congénitas ou
adquiridas de organelas intracelulares; invasao medular por células malignas ou
agentes infecciosos. A sua realizagdo de forma correta, com aparelhos de alta
reprodutibilidade e sua analise criteriosa, por parte do clinico e do laboratério, o
torna um exame indispensavel na pratica médica. 4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Sangue total (em EDTA). 4.2 — Recipiente:

Tubo de ensaio com tampa de borracha. 4.3 — Aditivo:
N.A. 4.4 — Volume minimo:

1,5 mL 4.5 — Volume recomendado:

3 mL 4.6 — Transporte:

O transporte das amostras das unidades até a matriz € realizado em caixas
fechadas a temperatura, de 150C a 250C. 4.7 — Critério de rejei¢ao:

Presenga de coagulos ou micro-coagulos, volume inferior a 1,5 ml, lipemia e amostra
hemolisada.

CALCIO
1 - METODOLOGIA: Arsenazo lll.

2 — PRINCIPIO DO TESTE: O calcio reage com o arsenazo |l em meio
discretamente acido formando o

complexo calcio-arsenazo lll de cor azul, cuja intensidade é diretamente
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proporcional a concentracido de calcio na amostra. A absorbancia do produto da
reacao deve ser medida nos comprimentos de onda 600 ou 660nm.

2 — APLICACAO CLINICA: A determinacao dos niveis de célcio no sangue e urina é
util no diagnéstico e

seguimento de disturbios no metabolismo do calcio e também do fésforo. O calcio
também um importante mediador do sistema hemostatico do organismo.

4 — AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro (ndo hemolisado), plasma (heparina) e urina. Ndo usar plasma contendo
citrato, oxalato ou EDTA.

4.2 — Recipiente: Frasco do laboratorio previamente identificado.
4.3 — Aditivo: N.A.

4.4 — VVolume minimo: Usar via venosa, sem deixar o torniquete por muito tempo
(isso altera a

albumina e forma-se um gradiente de concentragao de calcio ao redor do
torniquete). 4.4 — Volume minimo:

300 pL 4.5 — Volume recomendado:
500 pL 4.6 — Transporte:

Se o material n&o for enviado no mesmo dia, refrigerar a amostra. 4.7 — Critérios de
rejeigao:

Lipemia. Plasma n&o heparinizado. Amostra obtida por garroteamento prolongado.
Amostra hemolisada.

FOSFORO
1 - METODOLOGIA: Daly e Ertingshausen modificado.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: O fésforo inorganico reage com o Molibdato de Aménio
na presenca de acido

sulfurico resultando na formagao de um complexo Fosfomolibdato n&o reduzido. A
absorbancia em 340nm do complexo formado .e proporcional a concentragao de
Fosforo inorganico na amostra.

3 — APLICACAO CLINICA: A determinacéo de fésforo inorganico em amostras de
sangue e urina € util na

avaliagao do balango calcio/fésforo no organismo.
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4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Soro ou plasma (heparina), urina. 4.2 — Recipiente:

Frasco do laboratorio previamente identificado. 4.3 — Aditivo:
N.A. 4.4 — Volume minimo:

300 pL 4.5 — Volume recomendado:

500 pL 4.6 — Transporte:

Se o0 exame néo for realizado no mesmo dia, refrigerar a amostra estavel entre 2 -
80C (no maximo 07 dias).

4.7 — Critérios de Rejeigao: Hemolise.

PROTEINA C QUANTITATIVA ULTRA-SENSIVEL
1 - METODOLOGIA: Imunoturbidimetria.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: As particulas de latex recobertas com anticorpos anti
PCR humana séao

aglutinadas PCR presentes na amostra. O processo de aglutinagéo provoca
acréscimo na absorbancia proporcional a concentragdao PCR na amostra.

3 — APLICACAO CLINICA: A PCR é um marcador da fase aguda que se eleva
especialmente em processos

inflamatorios e infecciosos. Dentre os novos marcadores cardiacos, € considerado
um dos mais importantes. Trata-se da proteina que indica a inflamacao dos vasos
sanguineos, causada pelo acumulo de gordura nas artérias. Estudos recentes
mostram que mesmo um discreto aumento da PCR é um fator de risco
cardiovascular independente de outros ja conhecidos, como niveis de colesterol e
fragbes, apoliproteina B-100 e homocisteina. Na avaliagdo de risco de doenga
cardiovascular, valores de PCR inferiores a 3 mg/L sdo considerados satisfatorios,
enquanto niveis de PCR elevados se associam a maior risco cardiovascular. Este
fato esta de acordo com a evidéncia recente, que ao menos parcialmente, a
aterosclerose é uma doenga inflamatoria. A dosagem da PCR por método ultra-
sensivel pode contribuir tanto para a identificacdo de individuos assintomaticos com
riscos de doenca cardiovascular por aterosclerose, com acompanhamento de
pacientes que ja tenham doencga cardiovascular.

4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:
Soro. Apods 8 horas de jejum. 4.2 — Recipiente:

Frasco do laboratorio previamente identificado. 4.3 — Aditivo:
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N.A. 4.4 — Volume minimo:
100 pL 4.5 — Volume recomendado:
500 pL 4.6 — Transporte:

Se o0 exame néo for realizado no mesmo dia, centrifugar, separar as amostrar e
acondicionar.

4.7 — Critérios de Rejeigédo: Excesso de hemdlise e lipemia.

PARATORMONIO (PTH INTACTO)
1 - METODOLOGIA: Qumioluminescéncia.

2 - INTERPRETACAO: O paratorménio (PTH) é um horménio polipeptidico
secretado pelas paratiredides e atua na regulagdo das concentragdes de calcio
plasmatico e no metabolismo 6sseo. Como a hipocalcemia atua estimulando
secrecao de PTH, seus valores devem ser sempre avaliados em associagao aos
valores de calcio. Sua dosagem é util no diagnostico diferencial das duas principais
causas de hipercalcémica (hiperparatireoidismo primario e hipercalcémica
relacionada a malignidade) estando aumentado no hiperparatireoidismo primario. No
diagnostico diferencial de hipocalcemia o PTH também pode ser utilizado. S&o
causa de hipocalcemia: hipoparatireoismo primario, pancreatite aguda, sepse,
rabdomiolise, deficiéncia de magnésio, insuficiéncia renal crénica, dentre outros.
Pacientes com insuficiéncia renal crénica apresentam hiperparatireoidismo
secundario.

3 - AMOSTRA: 3.1 - Tipo:

Soro. Jejum de 8 horas, colher pela manha e informar medicamentos. Centrifugar
apods a coleta.

3.2 — Recipiente: Frasco do laboratério previamente identificado.

3.3 — Aditivo: N.A.

3.4 — Volume minimo: 0.5 mi

3.5 — Volume recomendado: 1 ml

3.6 — Transporte: Enviar congelado apés centrifugagdo o mais rapido possivel.

Observacao: Exame atualmente sendo enviado para realizagao em laboratério
associado.
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HEMOGLOBINA GLICOSILADA

1 - METODOLOGIA: LPLC — Cromatografia Liquida de Press&o baixa de troca
iGnica.

2 - PRINCIPIO DO TESTE: Utiliza a cromatografia de permuta catiénica de baixa
pressédo, em conjunto com

a eluigao por gradiente, para separar os subtipos e as variantes da hemoglobina
humana no sangue total hemolisado. As fragdes de hemoglobina separadas s&o
monitorizadas através da absor¢cédo de luz num comprimento de onda de 415nm. O
cromatograma obtido é registrado e armazenado pelo computador incorporado no
aparelho. Um software efetua a analise do cromatograma e produz o relatério
impresso.

3 — APLICACAO CLINICA: A hemoglobina humana no interior dos eritrécitos sofre
uma reag¢ao quimica nao

enzimatica com a glicose. Cré-se que a taxa e a extensdo desta reacdo dependem
da concentragdo média de glicose no sangue durante a vida do eritrocito. Existem
varios produtos de reacgéo, “hemoglobinas glicadas”, que no seu conjunto se
denominam HbA1. Destas, a mais abundante é a HbA1c. A relagédo entre HbA1c ou
HbA1 e a concentragado de HbA total foi sugerida como um parametro fiavel do grau
de controle metabdlico em doentes diabéticos.

4 - AMOSTRA: 4.1 — Tipo:

Sangue total em EDTA. 4.2 — Recipiente:

Frasco do laboratorio previamente identificado. 4.3 — Aditivo:
N.A. 4.4 — Volume minimo:

1 ml 4.5 — Volume recomendado:

3 ml 4.6 — Transporte:

Se o0 exame néo for realizado no mesmo dia, refrigerar a amostra estavel entre 2 -
80C (no maximo 05 dias).

4.7 — Critérios de Rejeigdo: Amostra coagulada.
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