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ALTERACOES EM BIOMARCADORES SALIVARES EM INDIVIDUOS
COM ANEMIA OU TRACO FALCIFORME ESTAO ASSOCIADAS AS
DOENCAS PERIODONTAIS?

CHANGES IN SALIVARY BIOMARKERS IN INDIVIDUALS WITH SICKLE CELL
ANEMIA OR TRAIT ARE ASSOCIATED WITH PERIODONTAL DISEASES?

RESUMO

Introducdo: A Anemia Falciforme (AF) e o Traco Falciforme (TF) sdo condicBes genéticas
ligadas a heranca homozigética e heterozigotica, respectivamente, de um gene anormal pela
mutacdo da globina beta da hemoglobina, originando uma hemoglobina alterada (HbS). Em
condicdes de hipdxia, individuos com maiores concentracdes de HbS podem sofrer eventos
vasoclusivos, ocasionando uma susceptibilidade as inflamacdes e infec¢Bes bacterianas. As
doencas periodontais (DPs) séo condi¢des cronicas desencadeadas em resposta a colonizacdo
bacteriana, e suas manifestacdes clinicas sdo fortemente influenciadas pela resposta imune do
hospedeiro, além de serem moduladas por outros fatores associados. Individuos com AF e TF
parecem apresentar um perfil imunoldgico alterado e ser mais susceptiveis a infeccbes
bacterianas, podendo apresentar maior propensao as DPs. Assim, esta tese foi dividida em dois
capitulos. O capitulo | teve como objetivo determinar as concentracbes de biomarcadores
salivares (IL-1pB, IL-6, MMP-8, TIMP-1, OPG e RANK-L) em individuos com AF com
periodontite, e investigar a influéncia desses biomarcadores na relagcdo entre exposicéo e
desfecho. O capitulo 1l teve como objetivo investigar a associacdo entre biomarcadores de
metabolismo 6sseo (OPG e RANK-L) e parametros periodontais em individuos com TF.

Meétodos: Trata-se de dois estudos transversais aninhados a uma coorte retrospectiva. Para o
Artigo 1, os sujeitos foram selecionados da Supervisdo de Hematologia e Hemoterapia do
Maranhdo (HEMOMAR) em S&o Luis, Brasil e foram divididos em 2 grupos: grupo exposto 1
(com AF) e grupo ndo exposto (sem AF e TF), com 123 individuos por grupo (n = 246). Para o
Artigo 2, foram considerados apenas sujeitos com TF e o grupos ndo exposto. Para o artigo 1,
a periodontite foi diagnosticada pela avaliacdo da boca inteira do nivel de insercdo clinica em
6 locais de acordo com a definicdo de caso de 2018. Profundidade clinica de sondagem (PCS),

nivel de insercdo clinica (NIC) e sangramento a sondagem (SS) foram avaliados. As



concentracdes dos biomarcadores salivares (IL-1B, IL-6, MMP-8, TIMP-1, RANK-L e OPG)
foram determinadas por CBA e ELISA. Biomarcadores foram agrupados por afinidade em
componentes principais (CPs) para estimar associagdes de interesse na modelagem de equacdes
estruturais (a=0,05). J& no artigo 2, O desfecho primario foi a taxa de progressdo da doenca
periodontal definida pela razao entre a porcentagem de perda 6ssea do pior dente afetado/idade
e dicotomizada em: (1) progressdo lenta a moderada (razdo<l) e (2) progressdo rapida
(razdo>1). A extensdo da periodontite foi avaliada pelo (1) numero de dentes com nivel de
inserc¢do clinica (NIC)>4mm e (2) nimero de dentes com profundidade clinica de sondagem
(PCS)>4mm. Razoes de Média (RM) e Raz0es de Prevaléncia (RP) bruta e ajustada para sexo,
classe socioecondmica, tabagismo, alcool, Gltima visita ao dentista e comorbidades foram
estimadas por meio de andlises de regressao de Poisson e Logistica.

Resultados: No capitulo 1, as concentracfes salivares medianas de IL-6, TIMP-1, OPG e
RANK-L apresentaram valores superiores no grupo AF quando comparadas ao grupo controle
(p<0,001). Em individuos diagnosticados com periodontite, as concentracdes medianas de
TIMP-1, OPG e RANK-L foram superiores no grupo AF (p<0,001; p=0,006 e p<0,004,
respectivamente). CP1 (IL-1B, IL-6 e MMP-8) e CP2 (TIMP-1, RANK-L e OPG) estdo
correlacionados a presenca de AF (SC=0,187; p= 0,048 e SC=0,824; p<0,001,
respectivamente). Contudo, as concentragdes de biomarcadores salivares ndo atuam como
mediadores da associacdo com a periodontite. Ja no capitulo 2, verificou-se que maior nivel de
OPG foi associado a rapida progressao da doenca periodontal (RP 2.55, 1C95% 1.11-5.84,
p=0.026), ao maior nimero de dentes com NIC>4mm (RM 1.48, 1C95% 1.18-1.85, p=0.001) e
com PCS>4mm (RM 2,01, IC95% 1,53-2,63, P<0,001). A razdo RANK-L/OPG foi
inversamente associada ao nimero de dentes com PCS>4mm (RM 0,76, 1C95% 0,59-0,97,
p=0,03).

Concluséo: Individuos com AF e TF apresentam alteracdes significativas nas concentraces
dos biomarcadores salivares, o que ndo explicou a ocorréncia de periodontite no grupo AF,
entretanto individuos com TF apresentaram alteracbes dos biomarcadores salivares de
destruicdo tecidual (reducdo de RANK-L e aumento de OPG), o que pode pode refletir
alteraces no metabolismo 0sseo que resultam em maior taxa de progressdo e maior extensao

da periodontite nestes individuos.

Palavras-chave: Anemia Falciforme. Traco falciforme. Doencas periodontais. Citocinas.
Inflamacdo. Saliva.



ABSTRACT

Introduction: Sickle Cell Anemia (SCA) and Sickle Cell Trait (SCT) are genetic conditions
transmitted to homozygous and heterozygous inheritance, respectively, of an abnormal gene by
mutation of hemoglobin beta globin, originating an altered hemoglobin (HbS). Under hypoxic
conditions, individuals with higher concentrations of HbS may experience vasoocclusive
events, leading to susceptibility to inflammation and bacterial infections. Periodontal diseases
(PDs) are chronic conditions triggered in response to bacterial colonization, and their clinical
manifestations are strongly influenced by the host's immune response, in addition to being
modulated by other associated factors. Individuals with FA and TF seem to have an altered
immunological profile and be more susceptible to resistant bacteria, and may be more prone to
PD. Thus, this thesis was divided into two chapters. Chapter | aimed to determine the
concentrations of salivary biomarkers (IL-1p, IL-6, MMP-8, TIMP-1, OPG and RANK-L) in
subjects with SCA with periodontitis. and to investigate the influence of these biomarkers on
the relationship between exposure and outcome. Chapter Il aimed to investigate the association
between bone metabolism biomarkers (OPG and RANK-L) and periodontal parameters in
individuals with TF.

Methods: These are two cross-sectional studies nested within a retrospective cohort. For
Article 1, subjects were selected from the Hematology and Hemotherapy Supervision of
Maranhdo (HEMOMAR) in S&o Luis, Brazil and were divided into 2 groups: exposed group 1
(with SCA) and unexposed group (without SCA and SCT), with 123 subjects per group (n =
246). For Article 2, only subjects with TF and the unexposed group were considered. For article
1, periodontitis was diagnosed by assessing the entire mouth at the clinical attachment level at
6 sites as per the 2018 case definition. Probing depth (PD), clinical attachment level (CAL),
and bleeding on probing (BOP) were evaluated. The concentrations of salivary biomarkers (IL-
1B, IL-6, MMP-8, TIMP-1, RANK-L and OPG) were determined by CBA and ELISA.
Biomarkers were grouped by affinity into principal components (PCs) to estimate associations
of interest in structural equation modeling (0=0.05). In article 2, the primary outcome was the
rate of progression of periodontal disease defined by the ratio between the percentage of bone
loss of the worst affected tooth/age and dichotomized into: (1) slow to moderate progression
(ratio<1) and (2) rapid progression (ratio>1). The extent of periodontitis was assessed by (1)

number of teeth with clinical attachment level (CIN)>4mm and (2) number of teeth with clinical



probing depth (PCS)>4mm. Crude and adjusted Mean Ratios (MR) and Prevalence Ratios (PR)
for sex, socioeconomic class, smoking, alcohol, last visit to the dentist and comorbidities were
estimated using Poisson and Logistic regression analyses.

Results: In chapter 1, median salivary concentrations of IL-6, TIMP-1, OPG and RANK-L
showed higher values in SCA group when detected than in the control group (p<0.001). In
individuals with periodontitis, median concentrations of TIMP-1, OPG and RANK-L were
higher in SCA group (p<0.001; p=0.006 and p<0.004, respectively). CP1 (IL-1B, IL-6 and
MMP-8) and CP2 (TIMP-1, RANK-L and OPG) are correlated with the presence of SCA
(SC=0.187; p= 0.048 and SC=0.824; p<0.001, respectively). However, the concentrations of
salivary biomarkers do not operate as mediators of the association with periodontitis. In Chapter
2, it was discussed that a higher level of OPG was associated with rapid progression of
periodontal disease (PR 2.55, 95%CI 1.11-5.84, p=0.026), with a greater number of teeth with
CIN>4mm (RM 1.48, 95%CI % 1.18-1.85, p=0.001) and with PCS>4mm (RM 2.01, 95%ClI
1.53-2.63, P<0.001). RANK-L/OPG ratio was inversely associated with the number of teeth
with PCS>4mm (RM 0.76, 95%CI 0.59-0.97, p=0.03).

Conclusions: Subjects with SCA and SCT exhibit significant alterations in the concentrations
of salivary biomarkers, which did not explain the occurrence of periodontitis in SCA group,
however, individuals with SCT showed alterations in salivary biomarkers of tissue destruction
(reduction of RANK-L and increase of OPG), which may reflect changes in bone metabolism

that result in a higher rate of progression and greater extent of periodontitis in these individuals.

Keywords: Sickle cell anemia. Sickle cell trait. Periodontal diseases. Cytokines. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia, prevaléncia e diagnéstico da Anemia e Traco Falciforme

A Anemia Falciforme (AF) é a hemoglobinopatia hereditaria mais comum em todo o
mundo (CREARY; WILLIAMSON; KULKARNI, 2007; YAWN, 2015). E caracterizada por
uma mutagdo pontual na cadeia beta da hemoglobina na qual a valina é substituida pelo &cido
glutdmico. Esta mutacdo resulta em uma hemoglobina alterada chamada hemoglobina S (HbS)
no lugar da hemoglobina normal (HbA) (STEINBERG, 1998). A AF ocorre na homozigose
recessiva, isto é, é o resultado da herancga de dois genes para HbS de ambos os pais (DA
FONSECA; OUEIS; CASAMASSIMO, 2007).

Quando expostas a baixas tensdes de oxigénio, as alteraces bioquimicas na molécula
de Hb desencadeiam a formacdo de polimeros que levam a uma mudanca na configuracéo
bicbncava discoide dos globulos vermelhos, tornando-os semelhantes a uma foice
(STEINBERG, 1998; STUART; NAGEL, 2004). Consequentemente, as células falciformes
tornam-se menos flexiveis e mais aderentes ao endotélio vascular, bloqueando os capilares e
restringindo o fluxo sanguineo para multiplos érgédos e sistemas (KELLEHER; BISHOP;
BRIGGS, 1996; STEINBERG, 1998). Estes eventos vasoclusivos resultam em isquemia,
infarto e danos nos tecidos que podem levar a complicagdes sistémicas significativas, como
crises de dor, acidente vascular cerebral, necrose avascular do 0sso, osteopenia, osteoporose
e alta susceptibilidade as infec¢bes (KATO et al., 2009; YAWN, 2015).

Outra condicdo, considerada assintomatica e associada a presenca de HbS, é o Traco
Falciforme (TF), que é causado por heranga heterozigética em que um individuo recebe o gene
recessivo de HbS de um dos pais e um gene dominante para Hb A do outro (TSARAS et al.,
2009; GOLDSMITH et al., 2012) Tradicionalmente, o TF tem sido visto como uma condi¢&o
benigna, ndo apresentando as complicacdes caracteristicas da AF (KEY; DEREBAIL, 2010).
Contudo, em situacdes de hipdxia tecidual severa, individuos com TF podem sofrer
vasoclusdo e potencialmente apresentar complicacdes clinicas semelhantes & AF (TSARAS et
al., 2009; KEY; DEREBAIL, 2010).

As estimativas sugerem que 250 mil criangas nascem anualmente com AF em todo o
mundo e, portanto, € uma das principais doencas genéticas epidemiolégicas no mundo
(LERVOLINO et al., 2011). Estima-se ainda que 300 milhdes de pessoas em todo mundo
possuem o TF (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006). No Brasil, nascem anualmente
2.500 criancas com AF (LERVOLINO et al., 2011). A maior frequéncia desta populacédo é
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observada nas regides Sudeste e Nordeste, sendo a Bahia o estado brasileiro com maior
incidéncia de doencas falciformes (BRASIL, 2014). Neste estado, entre 0s nascidos vivos, a
incidéncia de TF € de 1:17. J4 0 Maranhéo é o quarto estado brasileiro com maior indice desta
condicdo, onde a cada 23 criangas nascidas vivas, uma possui TF (SILVA; RAMALHO;
CASSORLA, 1993).

Devido ao seu carater endémico e sua alta taxa de morbidade e mortalidade (SEARS,
1978), a identificacao tanto da AF quanto do TF sédo considerados requisitos fundamentais a
qualidade e expectativa de vida de pessoas acometidas por essas condi¢des genéticas. No
Brasil, o Ministério da Sadde (MS) instituiu o Programa Nacional de Triagem Neonatal
(PNTN), também conhecido como "Teste do Pezinho". O PNTN propde a triagem universal
de recém-nascidos para doengas congénitas, como o hipotiroidismo congénito, fenilcetondria
e hemoglobinopatias. O diagnoéstico laboratorial da AF e do TF é realizado pela detec¢do da
HDbS por meio da eletroforese de hemoglobina (FRY, 2005).

Diante das frequentes crises vasoclusivas e consequente infarto tecidual, individuos
com AF podem apresentar comprometimento de diversos 6rgaos e sistemas. Esses eventos
levam as manifestacBes sistémicas da doenca, como crises algicas, sequestro esplénico,
acidente vascular cerebral e alta susceptibilidade as infec¢cbes (HEBBEL; VERCELLOTTI;
NATH, 2009; YAWN, 2015). Na cavidade bucal, os achados mais frequentemente descritos
sdo palidez da mucosa (KELLEHER; BISHOP; BRIGGS, 1996; ACHARYA, 2015),
alteracdo da superficie da lingua (ACHARYA, 2015), alteracdes dentarias e Osseas (DE
CARVALHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017), bem como necrose pulpar assintomatica
(COSTA; THOMAZ; SOUZA, 2013).

Apesar de incomuns, muitos efeitos adversos relacionados a presenca do TF tém sido
relatados em condi¢des de baixas concentra¢fes de oxigénio (SEARS, 1978; HELLER et al.,
1979; TSARAS et al., 2009). Complicagdes como necrose papilar renal, hematuria, infarto
esplénico, complicagdes vasculares e morte subita relacionada a pratica esportiva mostram-se
associadas ao TF (GOLDSMITH et al., 2012; THORESON et al., 2015; LIEM et al., 2017).
Outra complicagdo possivelmente associada ao TF € a bacteridria assintomatica em gravidas
(THURMAN et al., 2006; GOLDSMITH et al., 2012), o que pode sugerir sua propensao as
infeccbes bacterianas. Individuos com TF apresentam relativa protecdo a malaria, pelo
processamento inicial de antigenos por macréfagos e uma resposta imune acelerada
(WILLIAMS et al.,, 2005; TSARAS et al., 2009; GOLDSMITH et al., 2012). Eventos
tromboembdlicos venosos possivelmente associados ao TF podem ocasionar aumento da

atividade de coagulacéo e maiores concentraces de mondcitos no sangue, que desempenham
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papel importante no dano tecidual (TSARAS et al., 2009; GOLDSMITH et al., 2012; AMIN
etal., 2015).

Na cavidade bucal, manifestacbes como alteracbes Osseas trabeculares tém sido
relatadas em individuos com TF (DE CARVALHO et al., 2017; SOUZA et al., 2017). As
alteracOes Osseas trabeculares estdo relacionadas a hiperplasia e expansdo compensatdria da
medula éssea desencadeada pela destruigdo precoce das hemacias, modificando as estruturas
Osseas alveolares, o que pode levar a formacéo de um padrdo 6sseo diferenciado e mais friavel,
descrito como em forma de escada (DE CARVALHO et al.,, 2017). Considerando as
manifestacBes orais anteriormente descritas, as mudancas na resposta imunoldgica e essas
alteraces no metabolismo 6sseo, em conjunto com o desafio bacteriano, individuos com AF
e TF podem estar mais suscetiveis ao desenvolvimento de infec¢des bucais associadas a esses

fatores, como as doengas periodontais (DPS).

1.3 Resposta imunologica na Anemia e Trago Falciforme

A AF tem sido definida como um estado inflamatorio crénico com componentes
imunoldgicos significativos, incluindo contagens leucocitarias elevadas, ativacdo anormal de
granuldcitos, mondcitos e células endoteliais e concentracbes aumentadas de mdaltiplos
mediadores inflamatérios (KEIKHAEI et al., 2013). Um dos possiveis mecanismos
desencadeadores dos eventos vasoclusivos na AF e no TF esta relacionado ao aumento de
neutréfilos que, juntamente a presenca de hemaécias falciformes e plaquetas, promovem
adesividade ao endotélio vascular e subsequente vasoclusdo (QUINN et al., 2008; SEGEL,;
HALTERMAN; LICHTMAN, 2011; VEIGA et al., 2013). Mondcitos de individuos com
doencas falciformes graves sdo ativados, possivelmente em decorréncia da fagocitose de
células falciformes e outras microparticulas celulares.

Estes monocitos, por sua vez, ativam células endoteliais por meio da producdo de IL-
1B e TNF-o (BELCHER et al., 2000; SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN, 2011). Estas
células endoteliais ativadas produzem IL-1pB, IL-6 e TNF-a, enquanto plaquetas ativadas e
monocitos ou macrofagos segregam IL-1 e TNF-a (MAKIS; HATZIMICHAEL;
BOURANTAS, 2000; ASSIS et al., 2005). Além da ativacao crénica de mondcitos, alteracdes
nas células dendriticas também sdo caracteristicas da AF e podem contribuir para deficiéncias
na resposta imune e susceptibilidade as infeccBes (Figura 1). Sabe-se que a influéncia destes
biomarcadores no plasma desempenha um papel na génese da ativacdo vascular e celular e
nas crises vasoclusivas em individuos com AF e TF (SEGEL; HALTERMAN; LICHTMAN,
2011; KAUSHANSKY; LEVI, 2016). Estes mediadores podem atuar ainda no
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desenvolvimento e progressao das DPs, contudo esta relagdo ainda é desconhecida para estas

hemoglobinopatias.
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Figura 1. Esquema ilustrativo dos eventos fisiopatoldgicos ciclicos caracteristicos das
doencas falciformes e consequentes repercussdes vasculares, levando ao aumento da
inflamacédo. Fonte: Adaptado de Kaushansky et al., 2016.

1.4 Classificacéo e diagnostico das doencas periodontais

As DPs sdo condi¢es cronicas inflamatéria e podem ser classificadas em gengivites e
periodontites (ARMITAGE, 1995; AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY,
2003). As gengivites podem ser causadas pela presenga ou ndo do biofilme bacteriano e séo
caracterizadas pela hiperemia gengival, edema, sangramento, mudancas no contorno gengival
e aumento do fluido gengival crevicular (ARMITAGE, 1996). As periodontites sao
diferenciadas das gengivites pela presenca clinica de perda de inser¢do do tecido conjuntivo
somada a concomitante inflamacdo gengival (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY, 1999, 2003). Seu estabelecimento determina o aprofundamento
patoldgico do sulco gengival por meio da migracao apical do epitélio juncional, destruicdo do
ligamento periodontal, do cemento e do osso alveolar (ARMITAGE, 2003).

O diagnostico das periodontites leva em consideracdo a avaliagdo de parametros

clinicos como as medidas de profundidade clinica de sondagem, nivel de insercéo clinica e a
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presenca de sangramento a sondagem (ARMITAGE, 2003). Avaliagdes radiograficas também
tém sido utilizadas para verificar e quantificar a POA decorrente da progressdao das doencas
(BRAGGER, 2005). Além disso, ferramentas suplementares de avaliacdo diagnostica
qualitativa e quantitativa por meio da saliva tém sido utilizadas para reconhecimento e
predicdo de doencas (KINNEY et al., 2011).

O interesse em testes diagndsticos rapidos e menos invasivos tem crescido
exponencialmente na Gltima década, levando a pesquisas extensas sobre a saliva como um
fluido bioldgico para o diagnostico clinico e predicdo de doencas (SOARES NUNES;
MUSSAVIRA; SUKUMARAN BINDHU, 2015). A saliva possui algumas vantagens em
relacdo ao sangue e a urina, dois dos fluidos de diagnéstico mais utilizados em laboratério. A
coleta de saliva é facil e ndo invasiva, exigindo instrucdes relativamente simples para a coleta
e possui menor teor de proteina, menor complexidade e composicéo variavel do que o soro
(NUNES; BRENZIKOFER; MACEDO, 2011; LIU; DUAN, 2012). Assim, 0s testes com base
em fluidos orais sdo capazes de detectar a presenca de periodontopatégenos e suas enzimas
derivadas do hospedeiro associadas a mediadores inflamatorios, além de produtos de
degradacéo tecidual (BASSIM et al., 2008; TAYLOR, 2014; BRANCO-DE-ALMEIDA et
al., 2017).

1.5 Etiopatogenia das doencas periodontais e resposta imunoldgica do

hospedeiro

As DPs sdo desencadeadas pela presenca de periodontopatdgenos e se mostram
fortemente influenciadas pela resposta imune celular e humoral do hospedeiro (KORNMAN
et al., 1997; DARVEAU, 2010). O desafio bacteriano consiste na producdo de antigenos,
lipopolissacarideos e outros fatores de viruléncia que sinalizam as células do tecido local e
células imunes (DARVEAU, 2010). Outros mecanismos efetores inatos, como alteracbes
vasculares e na funcdo dos neutréfilos, bem como a secrecdo de peptideos antimicrobianos
por neutrofilos e células epiteliais, sdo iniciados pela evolugdo da resposta das citocinas
(TAYLOR, 2014). Estas citocinas também ativam respostas imunes adaptativas estimulando
as células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas, células de
Langerhans e macrofagos, e regulam o desenvolvimento de subconjuntos de células T
antigenespecificas funcionalmente (PRESHAW,; TAYLOR, 2011; TAYLOR, 2014). Assim,
o0 periodonto saudavel é mantido por uma resposta inata efetiva a uma microflora comensal

(ndo patogénica), que é restrita a margem gengival e em que os neutrofilos desempenham um
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papel fundamental regulado por baixos niveis de citocinas, como as Interleucinas (IL)-1p ¢ IL
-8 (TAYLOR, 2014).

A persisténcia de microbiota patogénica no biofilme, no entanto, leva a uma resposta
de citocinas pro-inflamatdrias cada vez mais ativa no periodonto e progressao da leséo
periodontal (PRESHAW; TAYLOR, 2011). A proliferacéo de células epiteliais no periodonto
€ uma caracteristica histologica proeminente da progressdo da periodontite e serve para
aumentar a funcdo de barreira dos tecidos epiteliais do periodonto (BARTOLD;
NARAYANAN, 2006). Contudo, fibroblastos gengivais sdo perdidos a medida que o
infiltrado de leucdcitos aumenta e as metaloproteinases de matriz (MMPs) aumentam a
degradacdo do coladgeno causando a destruicdo do tecido conjuntivo, incluindo a perda do
ligamento periodontal. Em lesdes avancadas, 0s osteoclastos sdo recrutados e ativados,
levando a perda dssea alveolar. A perda dos tecidos de protecéo e sustentacdo leva a perda de
insercdo do elemento dentério e, eventualmente, & perda do dente, caracteristicas da
periodontite (BARTOLD; CANTLEY; HAYNES, 2010; TAYLOR, 2014) (Figura 2).

Ha evidéncias consistentes de um papel fundamental de numerosas citocinas na
iniciacdo e regulacdo das respostas imunes na periodontite e, especialmente, na mediacao da
destruicdo tecidual (DARVEAU, 2010; TAYLOR, 2014). A IL-1B é produzida por uma ampla
gama de tecidos periodontais e células imunes e, apresenta multiplos papéis nas respostas
imunes inatas e adaptativas as bactérias da placa relacionadas a patogénese da periodontite
(BARKSBY et al., 2007). A atuacdo da IL-1p [muitas vezes em sinergia com o fator de
necrose tumoral-o (TNF-a)] induz muitas das alteragdes vasculares associadas a inflamagéo
e, em particular, a regulacdo da migracao de neutréfilos da circulagdo para o periodonto. Na
imunidade adaptativa, a IL-1p estimula a apresentagio de antigenos por células apresentadoras
de antigenos (APCs), como as células denditricas, e influencia o desenvolvimento de células
T. Estudos da expresséo de IL-1p € TNF-a em fluidos orais e tecidos periodontais nas DPS
ressaltam o papel importante desses mediadores na patogénese da doenca (ASSUMA et al.,
1998; BARKSBY et al., 2007). IL-1p e TNF-a ativam ainda a atividade dos osteoclastos, a
secrecdo de MMPs e a reabsor¢do 6ssea alveolar na periodontite cronica (TAYLOR, 2014).

A IL-6 também ¢é secretada por uma ampla gama de células no periodonto,
provavelmente como uma resposta secundaria a atividade de IL-1p ¢ TNF-a. Esta citocina é
importante na regulacdo, desenvolvimento, proliferagéo e atividade de células imunes chave
(células B, células T e mondcitos), bem como osteoclastos (que se desenvolvem a partir da
linhagem de monacitos) (BARTOLD; NARAYANAN, 2006; PRESHAW; TAYLOR, 2011).

A IL-6 atua como um poderoso estimulador da secrecdo de MMPs e é provavelmente um
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mediador chave na propagacdo da resposta inflamatéria a bactérias do biofilme em varios
niveis (IRWIN; MYRILLAS, 1998; COSTA et al., 2010; TAYLOR, 2014).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da patogénese da periodontite. O biofilme dental é complexo e esté sujeito a mudancas ecolégicas em resposta a mudancgas no ambiente local,
na alteracdo da resposta imunoldgica e fatores extrinsecos, as bactérias do biofilme sinalizam as células do tecido local e as células imunes por meio de células intrinsecas e
padrdes moleculares associados a patdgenos, tais como lipopolissacarideos e antigenos especificos. O periodonto saudavel é mantido por uma resposta inata efetiva a uma
microbiota ndo patogénica, em que os neutrofilos desempenham um papel fundamental regulado por niveis baixos de citocinas, como a IL-1f. Uma mudanga ecologica no
biofilme para uma microbiota mais patogénica conduzem a uma resposta imune exacerbada por meio de estimulagdo de citocinas por uma ampla gama de células residentes
periodontais e imunes. O desenvolvimento da periodontite é conduzido por uma ativagdo exagerada de células periodontais intrisecas, uma resposta primaria de citocinas
priméria e secundaria que leva & ativagdo de respostas efetoras inatas e em particular recrutamento e ativagao de neutro6filos (em resposta a IL-1p ¢ IL-8 elevados) e osteoclastos
(em resposta a RANK-L). O aumento da atividade de neutr6filos no periodonto é refletida por maiores concentragdes de MMP-8 e outros biomarcadores. Macréfagos ativados
e os linfocitos T e B também podem secretar citocinas prd-inflamatorias, como o TNF-a, além de RANK-L. A persisténcia desta resposta proinflamatéria leva a destruigdo
tecidual caracteristica da periodontite, que envolve a perda dos tecidos conjuntivos e 0ssos alveolares. O estabelecimento e a progressdo da periodontite sao influenciados por
uma série de fatores como idade, tabagismo, distirbios metabélicos e susceptibilidade genética. Fonte: Adaptado de Taylor, 2014.
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As MMPs sdo sintetizadas pela maioria dos tipos de células no periodonto, incluindo
fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais e osteoclastos, além de neutrofilos e
macrofagos (BIRKEDAL-HANSEN, 1993; MALEMUD, 2006). Estes mediadores exercem
uma ampla gama de funcdes fisioldgicas fundamentais, que incluem a homeostase e o reparo
tecidual, bem como atuam nas respostas imunes, incluindo processamento e apresentacéo de
antigenos, além da migragdo celular (HANNAS et al., 2007). A MMP-8, em especial, é
derivada principalmente de leucocitos polimorfonucleares e é particularmente liberada
durante a fase aguda de doencas inflamatérias (CHAMBRONE et al., 2013), sendo ainda
relacionada a patogénese de doencas sistémicas, como as doencas cardiovasculares, e a
evolucéo do infarto e isquemia tecidual (RATHNAYAKE et al., 2013a). Um dos mecanismos
de inibicdo da atividade de MMPs é regulado pelos inibidores teciduais de metaloproteinases
(TIMP), como a TIMP-1 (principal inibidor exdgeno daMMP-8), e o desequilibrio entre suas
concentragcfes é considerado um determinante importante para o inicio da degradacdo do
coldgeno do tecido conjuntivo e do o0sso alveolar, caracteristicos da periodontite
(CHAMBRONE et al., 2013; TAYLOR, 2014). Assim, uma correlacdo estreita entre maiores
concentracdes de MMP-8 e gravidade da DPs tem sido descrita (KINANE et al., 2003,;
KINNEY; RAMSEIER; GIANNOBILE, 2007).

A perda Ossea alveolar é uma caracteristica critica da progressdo da doenca na
periodontite e ha um crescente reconhecimento das importantes interacdes regulatorias entre
metabolismo dsseo e inflamacdo (BUDUNELI; KINANE, 2011; GRAVES; LI; COCHRAN,
2011). A RANK-L é um membro da superfamilia do TNF (também conhecido como fator de
diferenciago de osteoclastos). E expresso como uma proteina ligada @ membrana (NnRANKL)
ou em forma soltvel (SRANKL) por osteoblastos ou células do estroma (BOYCE; XING,
2008). Quando se liga ao seu receptor nas superficies celulares, denominado ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa-p (RANK-L), promove a formacéo de osteoclastos e
estimula sua proliferacdo e diferenciacdo (BOYCE; XING, 2008). Além de estimular a
reabsorcdo Ossea, a RANK-L é regulada positivamente por IL-13 e IL-6, entre outras
citocinas. A osteoprotegerina (OPG), seu antagonista natural, € uma proteina circulante,
produzida por uma variedade de tipos celulares (incluindo osteoblastos), que inibem a
formacéo de osteoclastos por meio da ligagdo com mRANKL (HOFBAUER; SCHOPPET,
2004; BOYCE; XING, 2008). Portanto, a razdo RANK-L/OPG é um fator particularmente
importante na determinagdo da reabsor¢do e do volume de células 6sseas (NAGASAWA et
al., 2007; KOIDE et al., 2010) e esta proporcao tem sido descrita como elevada na periodontite
(BUDUNELI; KINANE, 2011; PRESHAW; TAYLOR, 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrativo da influéncia do ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa-
B (RANK-L) e da osteoprotegerina (OPG) nas reabsor¢des 6sseas. O equilibrio RANK-L/OPG é
um fator importante na regulacdo da reabsor¢cdo dssea em ambientes periodontais e periapicais.
Nas condi¢Bes homeostaticas (lado esquerdo), pensa-se que os niveis de RANKL e OPG estdo em
equilibrio de modo que haja osteoclastogénese e reabsorcdo 6sseas limitadas. Com um estimulo
inflamatorio, a razdo RANKL/OPG aumenta nos tecidos periodontais e periapicais e leva a
estimulacdo da atividade dos osteoclastos e reabsorcdo Ossea patoldgica (a direita). Fonte:
Adaptado de Graves et al., 2011.

Esses mediadores constituem, coletivamente, um sistema complexo que possui
propriedades funcionais de uma rede que pode estar relacionada a extensdo e gravidade das
DPs (BUDUNELI; KINANE, 2011; KINNEY et al., 2011; TAYLOR, 2014), que podem ser
avaliados por meio da saliva. Os biomarcadores sdo reconhecidos pela capacidade de
monitorar o estado de saude, susceptibilidade a doengas, progresséo e tratamento de uma série
de condigdes sistémicas (WONG, 2006). Estes foram definidos como "alteragdes celulares,
bioquimicas, moleculares ou genéticas pelas quais um processo normal, anormal ou
simplesmente bioldgico pode ser reconhecido ou monitorado” (BAUM et al., 2011). Os
biomarcadores devem ser indicativos de saude fisioldgica, processos patoldgicos e/ou resposta
a tratamentos. Além disso, os biomarcadores devem ser discriminatérios, robustos e validados
em estudos clinicos (TAYLOR, 2014). Mediadores como IL-18, MMP-8 e TIMP-1 tém sido
apontados como biomarcadores salivares “robustos” por discriminar periodontite de saide
periodontal. A atuagdo da IL-6 enquanto biomacador salivar tem sido apontada como
“potencial” ou “incerta”, sendo esta ultima ainda a classificagdo do RANK-L. TNF-a, IL-10

e OPG tém sido descritos com biomarcadores salivares “improvavéis” (TAYLOR, 2014)
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(Figura 4). Ainda assim, estudos envolvendo saliva sugerem que as citocinas e outros
mediadores provavelmente formam um elemento substancial e mensuréavel de fluidos orais
(LIU; DUAN, 2012; RATHNAYAKE et al., 2013b; SOARES NUNES; MUSSAVIRA;
SUKUMARAN BINDHU, 2015).

Proteinas salivares

IL-1P
IL-6
MMP-8 IL-6
RANK-L
TIMP-1
. y \\\ 4
Robusto Potencial Incerto Improvavel

Biomarcadores de periodontite

Figura 4. O possivel papel das proteinas salivares como biomarcadores da periodontite.
Biomarcadores "robustos" sdo definidos como proteinas salivares que demonstraram discriminar
periodontite de satde periodontal em pelo menos 3 estudos transversais e para 0s quais pode haver
provas de suporte de estudos longitudinais que investigam o curso natural da periodontite e/ou o0s
efeitos do tratamento nos niveis de biomarcadores. Biomarcadores "potenciais" sdo identificados
utilizando critérios idénticos aos "robustos", com a exce¢do de que existem 2 estudos transversais
replicados que mostram discriminacdo de doencas, além de possiveis evidéncias por estudos
longitudinais, mas para 0s quais pode haver estudos contraditorios limitados. E aceito que os
mediadores nas categorias "robusta” e "potencial” podem ser intercambiaveis. Os biomarcadores
"incertos" sdo proteinas para as quais existem apenas estudos individuais que mostram
discriminacdo da periodontite ou para os quais existem varios estudos dos quais a evidéncia é
contraditoria. Os biomarcadores "improvaveis" sao as proteinas para as quais ha 3 ou mais estudos
que ndo fornecem evidéncia de associacdo com periodontite. Fonte: Adaptado de Taylor, 2014.

1.6 Doengas periodontais e Anemia e Traco Falciforme

Em decorréncia de sua alta susceptibilidade as infecgdes, acreditava-se que individuos
com AF fossem mais propensos as DPs (ONWUBALILI, 1983; BENOIST et al., 2006).
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Alguns estudos epidemiolégicos foram realizados com o objetivo de investigar associagao
entre AF e DPs (CRAWFORD, 1988; AROWOJOLU, 1999; GUZELDEMIR et al., 2011,
PASSOS et al., 2012; VEIGA et al., 2013; DE CARVALHO et al., 2015), e todos eles
refutaram essa hipotese.

Mesmo diante de sua clara propensdo as infeccfes locais, foi identificado um dnico
estudo que avaliou o perfil de biomarcadores salivares de individuos com AF. Dentro de suas
limitacGes (como pequeno tamanho amostral e incluséo de individuos jovens na amostra), o
estudo de Tongug et al. (2022) aponta que, apesar dos achados periodontais terem sido
semelhantes entre os grupos AF e controle, os niveis de citocinas salivares foram aumentados
em criangas com AF (TONGUC et al., 2022). Recentemente, uma revisdo sistematica
investigou se individuos com AF apresentam maior riscos de DPs do que aqueles sem a doenca
(DA SILVA et al., 2023). Este mesmo estudo aponta a necessidade de realizacdo de estudos
bem delineados, reconhecendo que individuos com AF podem ter altos niveis de células
progenitoras endoteliais circulantes, que contribuem para uma resposta inflamatéria
exacerbada (DA SILVA et al., 2023).

No que diz respeito a relacdo entre TF e as DPs, um estudo de nosso grupo de pesquisa
verificou associacdo entre o TF e a periodontite e subsequente perda dssea alveolar em
avaliacdes clinicas e radiograficas por meio de regressdes multiplas (DE CARVALHO, et
al., 2015). Contudo, mesmo diante da susceptibilidade as infec¢des bacterianas
(GOLDSMITH et al., 2012) e da resposta imune diferenciada (WILLIAMS et al., 2005;
TSARAS et al., 2009), ndo foram identificados estudos que apontem o papel de biomarcadores
salivares na associagédo entre a TF e DPs.

Assim, o presente estudo teve como objetivos: 1) determinar as concentragdes de
biomarcadores salivares (IL-1p, IL-6, MMP-8, TIMP-1, OPG e RANK-L) em individuos com
AF com periodontite e investigar a influéncia desses biomarcadores na rela¢éo entre exposicao
e desfecho e 2) investigar a associacdo entre biomarcadores de metabolismo 6sseo (OPG e
RANK-L) e parametros periodontais em individuos com TF.
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RESUMO

Objetivo: Determinar as concentracGes de biomarcadores salivares (IL-1B, IL-6, MMP-8,
TIMP-1, OPG e RANK-L) em individuos com Anemia Falciforme (AF) com periodontite e
investigar a influéncia desses biomarcadores na relacao entre AF e periodontite.

Materiais e Métodos: A amostra foi dividida em dois grupos: AF e controle (n=123 por
grupo). A periodontite foi diagnosticada pela avaliacdo da profundidade de sondagem, nivel
de insercdo clinica e sangramento em 6 locais de acordo com a definicao de caso de 2018. As
concentracdes dos biomarcadores salivares (IL-1B, IL-6, MMP-8, TIMP-1, RANK-L e OPG)
foram determinadas por citometria de fluxo e Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimética (ELISA).
Biomarcadores foram agrupados por afinidade em componentes principais (CPs) para estimar
associacgoes de interesse na modelagem de equagdes estruturais (0=0,05). Foram construidos
dois modelos explicativos: 1) AF — CP1 (IL-1p, IL-6 e MMP-8) — periodontite e 2) AF — CP2
(TIMP-1, RANK-L e OPG) — periodontite.

Resultados: As concentragcdes salivares medianas de IL-6, TIMP-1, OPG e RANK-L
apresentaram valores superiores no grupo AF quando comparado ao grupo controle (p<0,001).
Em individuos com periodontite, as concentracbes medianas de TIMP-1, OPG e RANK-L
foram superiores no grupo AF (p<0,001; p=0,006 e p<0,004, respectivamente). CP1 e CP2
estdo correlacionados a presenca de AF (SC=0,187; p= 0,048 e SC=0,824; p<0,001,
respectivamente). Contudo, nos dois modelos, as concentracfes de biomarcadores salivares
ndo operam como mediadores na relacdo entre AF e periodontite.

Concluséo: Ha alteracfes nas concentraces dos biomarcadores salivares em individuos com

AF, mas estas ndo sdo mediadoras da relacdo entre AF e periodontite.

Palavras-chave: Anemia Falciforme; Doengas Periodontais, Citocinas; Saliva.
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1. Introducgéo

A Anemia Falciforme (AF) é uma doenca resultante de uma mutacdo no gene da
globina-p da hemoglobina normal (HbA), dando origem a uma hemoglobina alterada (HbS).
Diante do evento de falcizacdo das hemacias, um infiltrado tecidual neutrofilico promove
adesividade ao endotélio vascular e restringe o fluxo sanguineo, ocasionando a vasoclusao
(Segel et al., 2011). Estudos demonstraram que individuos com AF possuem um estado
inflamatdrio sistémico crénico, caracterizado por contagens leucocitarias elevadas, ativacao
anormal de granuldcitos, mondcitos e células endoteliais, bem como maiores concentraces
plasmaticas de mediadores inflamatérios, incluindo a Interleucina (IL)-6 (Keikhaei et al.,
2013; Sarray et al., 2015). Sugere-se que, em conjunto, essas alteracGes na resposta imune
contribuam para as repercussoes sistémicas observadas em individuos com AF, incluindo uma
maior susceptibilidade a infec¢des (Veiga et al., 2013; Yawn, 2015).

O perfil inflamatdrio crénico observado em pacientes com AF vem estimulando a
busca por uma possivel relacdo entre essas condigdes e a presenca/suscetibilidade a infeccdes
bucais, incluindo as doencas periodontais (DPs) (Passos et al., 2012; Veiga et al., 2013; de
Carvalho et al., 2015). Frente as DPs, mais especificamente a periodontite, mediadores
inflamatorios como as interleucinas IL-1p e IL-6 podem estimular a reabsorcao 6ssea alveolar
(Martellacci et al., 2019; Matarese et al., 2015). Esses mediadores podem aumentar a sintese
de colagenases como a metaloproteinase de matriz (MMP)-8, sendo sua atividade regulada
por inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs), em especial o TIMP-1 (Sorsa et al.,
2004; Bartold et al., 2010). IL-1p e IL-6 podem ainda estimular a producdo do ligante do
receptor ativador do fator nuclear kappa-p (RANK-L), que estimulam precursores de
osteoclastos (Taylor, 2014). A osteoprotegerina (OPG) é um receptor de RANK-L que inibe
sua atuacdo. Um relativo aumento nas concentragcfes de RANK-L ou diminui¢do nas
concentracdes de OPG nos tecidos periodontais pode resultar no estimulo da atividade
osteoclastica e reabsorcdo Ossea patologica (Buduneli & Kinane, 2011; Preshaw & Taylor,
2011).

Embora alguns estudos declarem que uma relagdo imunolégica direta entre AF e DPs néo foi
estabelecida (Tonguc et al., 2022; Veiga et al., 2013), outros estudos verificaram relacéo entre
as duas condicbes (Costa et al., 2020; Mahmoud et al., 2013). Em avaliacdes séricas
anteriores, verificou-se que pacientes com AF apresentaram elevadas concentragfes de
marcadores inflamatérios, bem como razdes elevadas de RANKL/OPG (em virtude de

alteracdes no metabolismo &sseo observadas nesses pacientes) (Nouraie et al., 2011;
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Schiindeln et al., 2014). Contudo, ndo se havia, até entdo, avaliado se as concentragcdes de
biomarcadores salivares de individuos com AF poderiam mediar a ocorréncia de DPs.

Assim, o objetivo deste estudo foi determinar as concentraces de biomarcadores
salivares (IL-1B, IL-6, MMP-8, TIMP-1, OPG e RANK-L) em individuos com AF e
periodontite, bem como investigar a influéncia desses biomarcadores na relagdo entre AF e
periodontite.

2. Materiais e métodos

2.1 Desenho do estudo e participantes

Este estudo transversal aninhado em uma coorte (de Carvalho et al, 2016) foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (Protocolo n® 472.943/2013 — ANEXO A)
e em conformidade com as normas do Standards for Strengthening the Reporting of
Observational studies in Epidemiology (STROBE) (von Elm et al, 2007). participaram do
estudo aqueles individuos que voluntariamente aceitaram assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (APENDICE A).

Os individuos foram selecionados por seu status de exposicao, resultando em um
total de 123 individuos com AF e 123 sem AF. Informacfes sobre os critérios de selecdo ja
foram descritas por de Carvalho et al. (2015). Os dados sociodemograficos foram obtidos por
meio de um questionario estruturado solicitando informacfes sobre nome, sexo, cor
autorreferida, idade em anos, classe socioecondmica de acordo com o Critério de
Classificagcdo Econdmica Brasileira (Brazilian Market Research Association, 2015), estado

geral de salide e habitos comportamentais relacionados a satde bucal (APENDICE B).

2.2 Definicao de caso de periodontite

Os exames clinicos periodontais (n = 246) foram realizados por um Unico examinador
(Kappa=0,825), conforme descrito por de Carvalho et al. (2015). Os seguintes parametros
clinicos periodontais foram registrados apds inspegdo circunferencial de seis locais (mésio-
vestibular, médio-vestibular, distal-vestibular, mesiolingual, médio-lingual, distal-lingual) de
todos os dentes, exceto terceiros molares: (1) profundidade de sondagem periodontal; (2) nivel
de insercdo clinica e (3) recessdo gengival. O diagnostico clinico de periodontite foi
estabelecido de acordo com a Classificacdo de Doengas e Condigdes Periodontais e Peri-
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implantares da European Federation of Periodontology (EFP)/American Academy of
Periodontology (AAP) (Caton et al., 2018).

2.3 Determinacéao dos niveis de biomarcadores salivares

Realizou-se coleta de saliva ndo estimulada, com o auxilio de recipientes individuais
e esterilizados. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 15 minutos), aliquotadas e
armazenadas a -80°C até as andlises. A quantificacdo das citocinas pro-inflamatérias foi
realizada por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array - CBA) de acordo com protocolo
sugerido pela BD Biosciences (BD Biosciencies®, San Jose, CA, EUA). Foi utilizado o kit
“Human IL-1p Enhanced Sensitivity Flex Set (Bead B4)” para quantificacdo da citocina IL-
1B e o produto “Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” para a citocina IL-6. As amostras nao
foram diluidas e as analises foram realizadas em duplicata, de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Os valores foram expressos em pg/mL para cada citocina.

A quantificacdo das moléculas MMP-8, TIMP-1, OPG e RANK-L foi realizada por
meio do teste imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Para tal,
foram utilizados os Kits “Human TIMP-1 ELISA” e “Human MMP-8 ELISA”, de acordo com
protocolo sugerido pela BD Biosciences (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA). Foram
ainda utilizados os kits “Human TRANCE/RANK L/TNFSF11 DuoSet ELISA” e “Human
Osteoprotegerin/TNFRSF11B DuoSet ELISA”, seguindo as orientagdes do fabricante (R&D
Systems® - Minneapolis, MN, EUA). As analises foram realizadas em triplicata e as

concentragOes de dos analitos foram quantificadas em pg/ml.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados como originalmente registrados, sem manipulacéo de
dados perdidos. Frequéncias absolutas e relativas foram estimadas para variaveis categoricas
(idade, classe socioeconémica, tabagismo, visitas ao dentista, presengas de outras doencas e
uso de farmacos). Médias e desvios padrdo ou medianas e desvios interquartilicos foram
estimados para variaveis quantitativas (IL-1p, IL-6, MMP-8, TIMP-1, OPG e RANK-L). A
comparacao das frequéncias, médias entre os grupos foi realizada pelos testes Qui-quadrado,
Exato de Fisher e Kruskal-Wallis (p < 0,05). Analises de componentes principais (CPA) foram
realizadas para agrupar os biomarcadores salivares por afinidade. A influéncia desses
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biomarcadores na relacdo entre AF e periodontite. foi avaliada por modelagem em equac6es
estruturais [structural equation modeling (SEM)].

2.5 Analise de componentes principais

Dado o numero consideravel de biomarcadores salivares mensurados e considerando
que eles podem ndo funcionar de forma independente, a analise de componentes principais
(PCA) foi utilizada como uma técnica de reducdo de dados, bem como para explorar suas
relagOes (Branco-de-Almeida et al., 2017; Velsko et al., 2017). Nosso objetivo foi orientar a
selecdo dos biomarcadores salivares que representavam a maior variacdo explicativa dentro

da amostra avaliada.

2.6 Modelo tedrico proposto e modelagem de equagdes estruturais

Na Figura 1 é apresentado o modelo tedrico explicativo das associacdes entre AF —
DPs mediadas pela concentracdo de biomarcadores salivares, agrupados em CPs
(determinados pela PCA). Considerando que as DPs, em especial a periodontite, séo
influenciadas pela ocorréncia de doencas sistémicas metabolicas (Kirkwood et al., 2007),
circulatorias, (Kinane et al., 2006), tabagismo (Giuca et al., 2014), idade (Lee et al., 2015),
uso de farmacos (Kinane et al., 2006), nimero de dentes (Lee et al., 2015), pelas condi¢bes
socioeconémicas e pelo acesso aos servigos odontologicos (Chambrone et al., 2010), estas

variaveis foram consideradas no ajuste do modelo.
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Figura 1. Modelo tedrico da associacdo entre Anemia Falciforme (AF) e periodontite mediada
pela acdo de biomarcadores salivares agrupados em componentes principais (CP).

Utilizou-se a SEM para avaliar associacOes diretas entre AF e a presenca de DPs
(gengivite e periodontite); bem como associa¢des indiretas influenciadas pelos CPs (grupos
de biomarcadores que se relacionam entre si). A SEM consiste em dois submodelos: um
modelo de mensuracdo (measurement model), para a construcdo das variaveis latentes; e um
modelo estrutural (structural model), que analisa 0 modelo teérico, onde correlagdes entre as
varidveis sdo testadas (Kline, 2011). As variaveis latentes, que definem os construtos, sdo
representadas por circulos ou elipses e as observadas sdo representadas por quadrados ou
retangulos (Kline, 2011). As variaveis latentes do estudo foram os CPs, construidos a partir
da afinidade entre os biomarcadores salivares.

Uma variavel latente adequada apresenta uma validade convergente, mostrando que
seus indicadores medem o mesmo construto, que é verificado pelas cargas fatoriais com
valores altos (maior que 0,50). Além disso, deve haver uma validade discriminante, isto é, as
correlagdes entre os indicadores ndo devem ser muito altas (<0,95), demonstrando que cada
indicador mede diferentes aspectos do construto. No modelo estrutural, cargas negativas
indicam associagéo inversa e cargas positivas indicam associacao direta (Kline, 2011). Para
identificar associacGes diretas, indiretas (mediadas por outras variaveis) e totais entre as
varidveis do modelo, foram realizadas analises de caminhos (pathway analysis). Os
coeficientes padronizados do modelo estrutural foram interpretados, onde coeficientes com
valores préximos de 0,10 indicam um efeito pequeno, 0,30 um efeito médio, > 0,50 um forte

efeito e > 0,70 um efeito muito forte (Kline, 2011).
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O modelo testado foi avaliado quanto a indices de ajuste, incluindo RMSEA (Root
Mean Square Error of Aproximation), CFl (Comparative Fit Index), TLI (Tucker-Lewis
Index) e WRMR (Weighted Root Mean Square Residual). Valores com RMSEA <0,05, CFI
/ TLI> 0,90 e WRMR <1,00 foram considerados aceitaveis. Teste Qui-Quadrado, graus de
liberdade e valor de p foram avaliados, mas ndo foram adotados como parametros para o
modelo de ajuste, dada a sua sensibilidade ao tamanho da amostra. O modelo também foi
avaliado pelo método de estimacdo dos quadrados minimos (WLSMYV), indicado para a
analise de dados categorizados (Cook et al., 2009; Leon et al., 2011; Kline, 2011). As analises
estatisticas foram realizadas com os softwares Stata/SE versdo 12.0 (Stata Corp., College
Station, Texas, EUA) e Mplus versdo 7.4 (Muthén & Muthén, Los Angeles, EUA). O nivel

de significancia adotado foi de 5%.

3. Resultados

Os dados obtidos mostraram uma distribuicdo assimétrica. A mediana (xQ1-Q3) das
idades dos dois grupos foram as seguintes: AF (17 £ 13 anos) e controle (36 £ 19 anos). A
amostra foi composta em sua maioria por mulheres (73,98%), ndo fumantes (93,90%) e nao
apresentavam comorbidades (82,93%). As concentragdes salivares medianas de IL-6, TIMP-
1, OPG e RANK-L apresentaram valores superiores no grupo AF quando comparadas ao
grupo controle (p<0,001) (Tabela 1).
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Tabela 1. Andlise descritiva da amostra incluida no estudo (n=246), S&o Luis-MA, Brasil.

Total (243) AF (n=123) Controle (n=123)
p-valor
N %? N %P n %"
Sexo
Masculino 64 26,02 44 35,77 20 16,26 <0,001°
Feminino 182 73,98 79 64,23 103 83,74
Tabagismo
Néo 231 93,90 120 51,95 111 48,05 0,030¢
Sim 15 6,10 3 20,00 12 80,00
Uso de farmacos
Néo 104 42,28 5 4,81 99 95,19 <0,001°
Sim 122 57,72 118 83,10 24 16,90
Classe Socioecondmica
A-B 51 20,82 19 37,25 32 62,75 0,120¢
C 140 57,14 73 52,14 67 47,86
D-E 55 22,04 31 55,56 24 44,44
Visitas ao dentista
Nunca visitou 11 4,47 3 27,27 8 72,73 <0,001°¢
1ano 143 58,13 87 60,84 56 39,16
Mais de 1 ano 92 37,40 33 35,87 59 64,13
Comorbidades
Néo 204 82,93 95 46,57 109 53,43 0,018¢
Sim 42 17,07 28 66,67 14 33,33
Periodontite
Néo 196 79.67 102 82,93 94 76,42 0,205°¢
Sim 50 20,33 21 17,07 29 23,58
X Med X Med X Med p-valor®
(dp) (Dla) (dp) (Dla) (dp) (Dla)
Idade 28.5 25,0 21,39 17,0 35,60 36,0 <0,001
(13,02) (20,0) (9,36) (13,0) (12,29) (19,0)
Numero de dentes 23,27 26,0 24,77 26,0 21,77 24,0 <0,001
(5,98) (6,0) (4,83) (4,0 (6,62) (9,0)



Biomarcadores salivares!

IL-1p

IL-6

MMP-8

TIMP-1

OPG

RANK-L

271,1 190,2
(264,1) (89,1
353,5)
12,2 2,5
(58,3)  (0,4-7,5)
20063,8  14410,0
(24904,1)  (3230,0-
30970,0)
15367,6  15408,0
(4457,7)  (12931-
17409)
62651  5198,0
(5096,1)  (3013,3-
7816)
15438 14397
(796,2)  (1107-
1937)

233,4 194,9
(186,9) (90,1
332,4)
14,1 33
(36,4)  (0,7-10,5)
19571,3  14600,0
(23259,8)  (2770-
29950)
16621,7  16109,0
(3479,5)  (14452-
17833)
6128,6  5414,0
(4992,3)  (2895-
7564)
16731 16323
(9845)  (1222,3-
2152)

299,8
(331,8)

12,1
(92,6)

18918,6
(28515,0)

12811,8
(4194,9)

4819,8
(3447,1)

1428,9
(654,7)

162,5
(53,0-
466,2)

15
(0,2-3,8)

12460,0
(830-
28230)

12502
(10352-
14908)

42886
(2632-
6180)

1290,3
(1026,8-
1593,5)

37

0,277

<0,001

0,255

<0,001

<0,001

<0,001

AF: Anemia Falciforme. x: média. dp: desvio-padrdo. Med: mediana. DIg: Desvio Interquartilico (Q1-Q3). *Biomarcadores em pg/mL. 2100%
na coluna. ®100% em toda a linha. °Teste Qui-quadrado. 9Teste Exato de Fisher.¢Teste de Kruskal-Wallis. Os p-valores significantes estdo em

negrito.

Quando se considera somente os individuos diagnosticados com periodontite, as
concentracdes medianas de TIMP-1, OPG e RANK-L foram superiores no grupo AF em comparacao
ao grupo controle (p<0,001; p=0,006 e p<0,004, respectivamente) (Tabela 2). Apesar de néo exibir

diferenca estatistica entre os grupos, nota-se que as concentracdes de IL-6 exibiram valores

ligeiramente superiores no grupo AF.

Tabela 2. Biomarcadores salivares nos individuos com periodontite dos grupos AF e controle

Controle com periodontite

AF com periodontite

Biomarcador X Med X Med P-
salivar? (dp) (Dlq) (dp) (Dlq) valor?
IL-1B 413.9 326.6 213,7 164.3 0,086
(378.2) (72.5-658.0) (198,2) (59.9-294.2)
IL-6 53 2,5 8,4 8,9 0,046
(8,6) (0,4-5,7) (15,1) (4,0-13,3)
MMP-8 2268,8 18620 11496,2 10540 0,079
(19670) (3940,0- (18347,3)  (1170,0-18620,0)
37880,0)
TIMP-1 13145 12688 15676,2 16102 <0,001
(4599,5) (10222,0- (2315.4)  (14089,0-17548,0)
14668,0)
OPG 444719 4515,7 7140,8 6032,5 0,006
(2875,3)  (2634,0-6094,0) (5707,4)  (3338,0-9930,0)
RANK-L 1202,6 1133,5 1887,8 1487,7 0,004
(536,3)  (823,5-1235,2) (1020,8)  (1282,3-2437,0)

AF: Anemia Falciforme.. x: média. dp: desvio-padrdo. Med: mediana. DIqg: Desvio Interquartilico (Q1-Q3).

!Biomarcadores em pg/mL. 2Teste de Kruskal-Wallis.
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Considerando a afinidade entre os biomarcadores salivares avaliados, a analise de
componentes principais, bem como suas cargas fatoriais, construiu duas varidveis latentes.
Foram formados os seguintes componentes para 0s modelos que consideram AF com variavel
independente, com suas maiores variancias: 1) CP1: IL-1p (0,6227), 1L-6 (0,3948) e MMP-8
(0,5738); e 2) CP2: TIMP-1 (0,5552), RANK-L (0,6568) e OPG (0,2697). Assim, observa-se
que o CP1 foi composto por biomarcadores de destruicdo tecidual e o CP2 foi formado
essencialmente por biomarcadores de metabolismo 0sseo.

Os CPs 1 e 2, formados em funcéo da exposicao (AF) foram testados como mediadores
da associagdo entre as exposicdes e o desfecho (periodontite) nos modelos explicativos. Assim,
foram construidos dois modelos explicativos: 1) AF — CP1 — periodontite e 2) AF — CP2 —
periodontite. Os indicadores de ajuste dos modelos de equacdes estruturais considerando AF
como variavel independente principal e periodontite como variavel dependente sdo exibidos na
Tabela 3. Os dois modelos testados apresentaram bons indices de ajuste. As variaveis latentes
CPs formadas a partir dos biomarcadores salivares apresentaram boas cargas fatoriais,

indicando boa validade convergente e discriminante (Tabela 3).

Tabela 3. Indicadores de ajuste dos modelos de equacgdes estruturais considerando AF com
variavel independente principal e periodontite como variavel dependente

(desfecho).
indices Modelo 1 Modelo 2

N° de parametros livres 44 40
X2 47,452 32,515
Graus de liberdade 35 25
p-valor 0,0780 0,1437
RMSEAP 0,038 0,035
90% IC* 0,000-0,064 0,000-0,066
P-valor 0,754 0,761
CFI¢ 0,940 0,955
TLI® 0,892 0,906
WRMRS 0,765 0,697

. ®Teste Qui-Quadrado. bRa\’iz do erro quadratico médio de aproximacao. cIntervalo de Confianca a 90%. “indice de
ajustamento comparativo. éindice Tucker Lewis. fRaiz do residuo quadratico médio ponderado.

Nos modelos propostos, verifica-se que o CP1 (SC=0,187; p=0,048) e CP 2 (SC=0,824;
p<0.001) estdo correlacionados a presenca de AF. Contudo, nos dois modelos, as concentracdes

de biomarcadores salivares ndo atuam como mediadores da associacdo com a periodontite

(Figura 2; Tabela S1). A varidvel idade apresentou efeito total sobre a periodontite nos modelos,



39

enquanto que classe socioecondmica exibiu efeitos total e direto sobre o desfecho (Tabela 4).
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Figura 2. Coeficientes padronizados (cargas fatoriais) dos modelos de equacOes estruturais
considerando Anemia Falciforme (AF) como variaveis independentes principais, tendo
periodontite como desfecho e mediacdo dos componentes principais. 2a, Modelo 1 (AF — CP;
— Periodontite). 2b, Modelo 2 (AF — CP, — Periodontite). *Em negrito valores estatisticamente
significantes (a=5%). *Em negrito valores estatisticamente significantes (p<0.05). **p<0.01.

**1<0.001.
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Tabela 4. Efeitos totais, diretos e indiretos padronizados das varidveis
explicativas na periodontite considerando cada modelo.

Efeitos Modelo 1 Modelo 2
CP! CP!
Efeito da exposicao sobre Pe
Total -0,014 -0,017
Total indireto -0,030 -0,046
Exposicdo — Uso de farmacos — Pe -0,008 -0,008
Exposicdo — Comorbidades — Pe -0,020 -0,036
Exposicdo — Comorbidades - Uso de farmacos — Pe -0,002 -0,002
Direto 0,016 0,028
Efeito do Uso de farmacos sobre Pe
Total -0,021 -0,022
Total indireto 0,000 0,000
Direto -0,021 -0,022
Efeito de Comorbidades? sobre Pe
Total -0,063 -0,109
Total indireto -0,004 -0,004
Comorbidades — Uso de farmacos - Pe -0,004 -0,004
Direto -0,059 -0,105
Efeito da Idade sobre Pe
Total 0,175 0,2373
Total indireto 0,065 0,067
Idade — Uso de farmacos — Pe -0,001 -0,001
Idade — NUmero de dentes — Pe 0,068 0,080
Idade — Tabagismo — Pe 0,011 0,015
Idade — Comorbidades — Pe -0,011 -0,027
Idade — Comorbidades — Uso de farmacos - Pe -0,001 -0,001
Direto 0,110 0,171
Efeito da Classe socioeconémica sobre Pe
Total 0,1644 0,227°
Total indireto 0,030 0,451
Classe socioeconémica — Uso de farmacos — Pe 0,002 0,002
Classe socioecondmica — Visitas ao dentista — Pe 0,006 0,006
Classe socioecondmica — NUmero de dentes — Pe 0,013 0,015
Classe socioeconémica — Tabagismo — Pe 0,006 0,009
Classe socioeconémica — Comorbidades — Pe 0,002 0,005
Classe socioecondmica — Visitas ao dentista — 0,001 0,000
Numero de dentes — Pe
Classe socioecondmica — Comorbidades — Uso de 0,000 0,002
farmacos — Pe
Direto 0,133% 0,189°
Efeito das Visitas ao dentista sobre Pe
Total 0,043 0,042
Total indireto 0,007 0,008
Visitas ao dentista — Nimero de dentes — Pe 0,007 0,008
Direto 0,035 0,033

Pe: Periodontite. 'CP: coeficiente padronizado. ?Hipertensdo arterial sistémica, alergia,
cardiopatia, doencas renais, Osseas, hepaticas, metabdlicas ou Comorbidades.’p<0,05.
4p<0,01. 5p<0,001. Os valores significantes estdo em negrito.

4. Discussao

Nossos resultados demonstram que individuos com AF apresentam um perfil

complexo de biomarcadores salivares, uma vez que as concentracdes salivares medianas de IL-
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6, TIMP-1, OPG e RANK-L apresentaram valores superiores no grupo exposto quando
comparadas ao controle. Em conjunto, estes dados sugerem que individuos com AF apresentam
um estado inflamatorio local distinto de individuos sem essas hemoglobinopatias. Embora as
concentragOes de biomarcadores salivares ndo atuem como mediadores da associagdo com a
periodontite, verificamos que alteracdes destes biomarcadores estdo correlacionados a presenca
de AF. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a avaliar niveis de citocinas salivares e
biomarcadores de metabolismo 6sseo em individuos com AF.

Concentrac6es superiores de IL-6 foram verificadas no grupo AF em comparacao ao
controle. A IL-6, uma citocina multifuncional, € um importante mediador inflamatorio, que atua
na regulacdo, desenvolvimento, proliferacdo e atividade de células imunes chave (células B,
células T e mondcitos), bem como osteoclastos (Preshaw & Taylor, 2011; Taylor, 2014). No
contexto das doencas falciformes, o aumento da expressdo das moléculas de adesdo no plasma,
incluindo a IL -6, também estimula a aderéncia dos glébulos vermelhos e dos neutrofilos ao
endotélio (Assis et al., 2005). Assim, sugere-se que as complicacdes associadas a vasocluséo e
a inflamacéo sistémica crbnica observadas na AF podem contribuir para 0 aumento das
citocinas salivares, especialmente os niveis de IL-6, por aumentar a inflamacdo nos tecidos
periodontais (Assis et al., 2005; Fernandez-Solari et al., 2015). Varios estudos mostraram que
as concentracdes de I1L-6 em pacientes com AF sdo elevadas no plasma, mesmo sem experiéncia
de crise vasoclusiva (Assis et al., 2005; Sarray et al., 2015). Veiga et al. (2013), ao avaliarem o
status periodontal e os niveis de citocinas séricas em criangas com AF e sem a doenca,
verificaram que as concentragcdes de IL-6 apresentaram valores superiores no grupo AF,
independente da inflamac&o periodontal, o que corrobora com os achados deste estudo. Em um
estudo recente, embora os estados periodontais tenham sido semelhantes em criangas com AF
e seus contrapartes saudaveis, verificou-se um aumento significativo de citocinas salivares,
especialmente nos niveis de IL-6 (Tongug et al., 2022).

Também foi observado um aumento das concentracBes salivares de TIMP-1 nos
individuos com AF quando comparadas ao grupo controle. Em estudo prévio, foram observados
niveis séricos de TIMP-1 significativamente maiores em pacientes com AF em comparacao
com individuos controle (Franco-Penteado et al., 2006). A TIMP-1 é um biomarcador que atua
como inibidor tecidual de MMP-8, uma enzima que desempenha um papel importante nos
processos fisioldgicos e patoldgicos, participando do turnover da matriz extracelular, bem como
a degradacéo dos tecidos, mecanismos de reparacdo e migracdo celular (Chambrone et al.,
2013). O equilibrio entre MMPs e TIMPs desempenha um papel importante na manutencao da

integridade dos tecidos saudaveis. O desequilibrio dessa razéo esta envolvido na ativacdo da
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resposta inflamatéria e patogénese de doengas osteoliticas (Taylor, 2014; Kaur et al., 2012).
Apesar de serem observadas diferencas nas concentragdes de MMP-8 na amostra avaliada,
acredita-se que o0 aumento das concentracfes de TIMP-1 decorra de uma reacdo compensatoria,
uma vez que a inflamacao cronica generalizada é uma caracteristica da AF (Yawn, 2015; Liem
etal., 2017).

Ainda considerando o perfil de biomarcadores salivares em individuos com AF,
observou-se gque as concentracdes de RANK-L exibiram valores superiores no grupo AF. Com
a estimulacdo de uma reacdo inflamatdria local e ativacdo do sistema imune inato a partir de
fatores e antigenos derivados de bactérias, uma cascata de eventos pode levar a
osteoclastogénese e subsequente perda dssea por meio de maiores concentracdes de RANK-L,
que € regulada pela OPG, uma vez que atua como antagonista a este biomarcador (Chen et al.,
2014). Um estudo prévio demonstrou gque as concentracdes séricas de RANK-L foram maiores
em pacientes com AF do que os controles e atribuem a esses achados uma maior frequéncia e
severidade de alteracBes dsseas diversas nesses individuos, como osteopenia e osteoporose
(Schundeln et al., 2014). Em publicacdo do nosso grupo de pesquisa, verificou-se, em exames
imagenoldgicos, que alteracBes d&sseas trabeculares que acometem o complexo
bucomaxilofacial foram mais prevalentes em individuos com AF (Souza et al., 2017). Portanto,
as alteracdes dos niveis salivares destes biomarcadores podem ser um reflexo do que acontece
no sangue, repercutindo em inflamacgdo crénica e, consequentemente, no prejuizo da satde
Ossea desses individuos.

Os resultados deste estudo sugerem que os CPs 1 (IL-1f, IL-6 e MMP-8) e 2 (TIMP-
1, RANK-L e OPG) estdo correlacionados a presenca de AF, independente da inflamacéo
periodontal. Estes achados sugerem que a ocorréncia da exposicao (AF) pode causar alteracfes
no perfil de biomarcadores salivares, que podem refletir as alteragbes séricas desses
mediadores, em decorréncia da inflamacao cronica generalizada caracteristica da AF e do grau
de destruicéo local. Contudo, os modelos testados por meio de analises de equacdes estruturais
ndo demonstram caminhos em que as concentracdes salivares de biomarcadores, agrupados por
afinidade em CPs, mediam a associacdo entre essa hemoglobinopatia e DPs, especificamente a
periodontite. Recentemente, uma revisdo sistematica investigou se individuos com AF
apresentam maior riscos de DPs do que aqueles sem a doenga e verificou que ndo ha um
aumento nos parametros periodontais, exceto para o indice gengival (da Silva et al., 2023). Este
mesmo estudo aponta a necessidade de realizacdo de estudos bem delineados, reconhecendo
que individuos com AF podem ter altos niveis de células progenitoras endoteliais circulantes,

indicando ativacdo e inflamagdo endotelial, e de neutrdfilos, que séo fonte potencial de
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mediadores derivados de leucdcitos e que contribuem para uma resposta inflamatéria (da Silva
etal., 2023).

Os achados deste estudo apontam para um efeito total positivo da idade sobre os
desfechos nos modelos propostos. Por apresentar um carater cronico, a progressao e severidade
das DPs tém sido classicamente associadas a idade (Chambrone et al., 2010). Grandes estudos
epidemiologicos (Albandar et al., 1999; Albandar, 2002) demonstraram um aumento na
prevaléncia, extensao e gravidade da perda de insercdo periodontal com o aumento da idade.
No presente estudo, a idade dos individuos avaliados é relativamente baixa, o que os classifica
como relativamente jovens para efeitos deletérios substanciais decorrentes da periodontite. Tal
fato justifica-se pela baixa estimativa de sobrevivéncia destes individuos com AF, com idade
média de morte de 33,4 anos (IC 95% 33,0-33,7) para homens e 36,9 anos (IC 95% 36,5-37,4)
para mulheres (Lanzkron et al., 2013), o que impossibilitou a inclusdo de individuos mais
velhos na amostra.

No que concerne a classe socioecondmica, verificou-se efeito total desta variavel sobre
a periodontite nos modelos testados. Sabe-se que as condi¢des socioeconémicas tém influéncia
importante na qualidade de vida, com impacto sobre o cuidado com a satde bucal e consequente
estabelecimento de complicacdes que podem levar até a perda do elemento dentério (Passos et
al., 2012). Acredita-se que uma maior frequéncia de individuos pertencentes as classes
socioecondémicas menos privilegiadas e que visitavam pouco o dentista tenha correlagdo
positiva com a ocorréncia de periodontite.

Um dos pontos fortes deste estudo é a originalidade, uma vez que ndo foram
identificados estudos prévios que estimassem as concentracdes de citocinas e biomarcadores de
metabolismo ésseo na saliva em individuos com AF. A avaliacdo imunoldgica por meio da
saliva € um método ndo-invasivo, de facil coleta, que gera minimo desconforto ao paciente
(Kirkwood et al., 2007; Taylor, 2014) e que pode ainda refletir um perfil imunolégico que se
expressa a nivel sérico, atuando como uma ferramenta interessante para o entendimento do
comportamento de citocinas e quimiocinas nestes individuos (Loo et al., 2010; Liu & Duan,
2012).

Ressalta-se ainda a avaliagdo do efeito de mediacdo dos biomarcadores salivares,
agrupados em CPs, na possivel associacdo entre a hemoglobinopatia e periodontites, por meio
da SEM. O método SEM foi aplicado para analisar os efeitos diretos e indiretos dos fatores
associados ao desfecho de interesse (periodontite) e para revelar as relagdes entre esses fatores
a partir de um modelo teorico sustentado pela literatura (Kline, 2011). Ja a PCA foi realizada

para 0 entendimento das relagdes entre os grupos de biomarcadores salivares e as
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exposices/desfechos. Esta técnica, proposta por Hotelling, permite extrair a informacao
importante dos dados a partir de um padréo de similaridade das variaveis e representa-las como
um conjunto de novas variaveis (Khader, 2006). As combinacdes lineares desses indices e
medidas podem ser formadas usando analise de componentes e fatores principais para
determinar resultados simultaneamente, ao invés de examinar um ou outro separadamente
(Abdi & Williams, 2010).

Entre as limitacdes deste estudo estdo a dificuldade da determinacdo de um fator causal
associado unicamente a resposta imunologica exibida pelo padréo salivar, uma vez que as DPs
sdo doencas infecciosas de carater multifatorial. Portanto, avaliagbes da constituicdo da
microbiota subgengival, do biofilme, dos achados histopatoldgicos nas lesdes periodontais e da
concentracdo de anticorpos locais presentes no fluido crevicular gengival podem apontar dados
importantes para a compreensao da evolucdo das DPs (Buduneli & Kinane, 2011) em
individuos com AF. Outra limitagdo diz respeito ao desenvolvimento da periodontite que tem
carater crbnico e progressivo, 0 que impediria que os dados transversais deste estudo
levantassem inferéncias sobre as direcdes causais e sucessivas entre a exposi¢do e os desfechos
de interesse. No entanto, como o registro da exposicao foi feito ao nascimento, € possivel
afirmar a antecedéncia temporal da exposicéo.

Por fim, concluiu-se que ha alteracdes nas concentracdes dos biomarcadores salivares
em individuos com AF, que podem refletir as alteracGes séricas desses mediadores. Entretanto,

estas alteracdes nao sdo mediadoras da associacdo entre AF e periodontite.
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RESUMO

Objetivo: Estudos prévios mostraram que individuos com Traco Falciforme (TF)
apresentam maior risco de periodontite. Investigamos a associacao entre biomarcadores
de metabolismo désseo e parametros periodontais em individuos com TF.

Materiais e métodos: Esta série de casos incluiu 123 individuos com TF. Os niveis de
Osteoprotegerina (OPG), RANK-L e a razdo RANK-L/OPG foram avaliados em
amostras de saliva ndo estimulada. A avaliacdo clinica periodontal foi realizada em seis
sitios por dente e todos os participantes foram submetidos ao exame radiografico
periapical completo. O desfecho primario foi a taxa de progressao da doenca periodontal
definida pela razdo entre a porcentagem de perda 6ssea do pior dente afetado/idade e
dicotomizada em: (1) progressao lenta a moderada (razao<l) e (2) progressdo rapida
(razdo>1). A extensédo da periodontite foi avaliada pelo (1) nimero de dentes com nivel
de inser¢do clinica (NIC)>4mm e (2) numero de dentes com profundidade clinica de
sondagem (PCS)>4mm. Razdes de Média (RM) e Razbes de Prevaléncia (RP) bruta e
ajustada para sexo, classe socioecondmica, tabagismo, alcool, Gltima visita ao dentista e
comorbidades foram estimadas por meio de analises de regressao de Poisson e Logistica.
Resultados: Maior nivel de OPG foi associado a rapida progressao da doenga periodontal
(RP 2.55, 1C95% 1.11-5.84, p=0.026), a0 maior numero de dentes com NIC>4mm (RM
1.48, 1C95% 1.18-1.85, p=0.001) e com PCS>4mm (RM 2.01, 1C95% 1.53-2.63,
P<0.001). A razdo RANK-L/OPG foi inversamente associada ao numero de dentes com
PCS>4mm (RM 0.76, 1C95% 0.59-0.97, p=0.03).

Conclusao: Aumento de OPG e reducdo de RANK-L podem refletir alteracbes no
metabolismo 6sseo que resultam em maior taxa de progressdo e maior extensdo da
periodontite em pacientes com trago falciforme.

Palavras-chave: trago falciforme; periodontite; reabsorcdo 0ssea; perda 0ssea alveolar.
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INTRODUCAO

Traco falciforme (TF) é o termo utilizado para descrever a presenca de uma
substituicdo heterozigética de acido glutamico pela valina no gene da B-globina no
cromossomo 11 (HbS); assim, um individuo TF (HbAS) recebe o gene recessivo HbS de
apenas um dos pais (Naik et al., 2018). Embora a maioria dos individuos com traco
falciforme sejam assintomaticos, o traco HbAS é um fator de risco para diversas
complicagdes clinicas tais como embolismo pulmonar, doenga renal crbnica e
rabdomidlise (Naik et al., 2018).

Estudos referentes as condi¢des bucais de individuos com traco falciforme ainda
sd0 escassos. Nosso grupo de pesquisa mostrou anteriormente que individuos com traco
falciforme apresentaram mais chances de ter doencas periodontais, tanto gengivite quanto
periodontite, além de apresentarem maior perda 6ssea alveolar quando comparados ao
grupo controle (de Carvalho et al., 2016). Entretanto, mecanismos biologicos envolvidos
na associacao entre traco falciforme e doencas periodontais ainda néo estéo esclarecidos.

E possivel que alteragdes no metabolismo 6sseo possam justificar a associacao
entre traco falciforme e doencas periodontais. Essa hipétese foi levantada considerando
pesquisas conduzidas em modelos animais que demonstraram massa 0Ossea
significativamente reduzida e déficits na integridade da matriz cortical e/ou contetdo
mineral em camundongos com traco falciforme (Xiao et al., 2016). Além disso, niveis mais
baixos de marcadores de metabolismo @sseo como osteocalcina, diminuicdo
compensatéria de SRANKL com aumento compensatério de osteoprotegerina (OPG)
foram identificados nessa populacdo (Tombak et al., 2020). Nessa perspectiva, cabe
destacar que a osteoprotegerina (OPG), ativador do receptor do fator nuclear kB (RANK)
e ativador do receptor do ligante do fator nuclear kB (RANK-L) sdo membros da familia
do fator de necrose tumoral (TNF), servindo como reguladores cruciais da
osteoclastogénese e reabsorgdo Ossea, com um papel fundamental na periodontite
(Bostanci et al., 2007; Mogi et al., 2004). Um aumento na concentracdo de RANK-L e
uma diminui¢cdo na concentragdo de OPG tém sido detectados no fluido crevicular
gengival de pacientes com periodontite (Bostanci et al., 2007; Mogi et al., 2004).

Assim, considerando que alteragdes do metabolismo 6sseo em individuos trago
falciforme podem implicar em maior susceptibilidade a periodontite e maior perda 6ssea
alveolar, podendo resultar em maior taxa de progresséo da periodontite, o objetivo deste
estudo foi investigar a associacdo entre biomarcadores salivares de reabsorcdo dssea
(RANKL e OPG), taxa da progressao de perda 0ssea alveolar e extensdo da periodontite

em individuos com trago falciforme.
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METODOS
Desenho do estudo
Trata-se de um estudo do tipo série de casos realizado no Setor de Odontologia da
Supervisdo de Hematologia e Hemoterapia do Maranhdo (HEMOMAR) em Séao Luis,
MA, Brasil. A HEMOMAR atua como centro de referéncia para o Maranhédo nas areas
de Hematologia e Hemoterapia e auxilia no diagnostico e pesquisa de diversas doencas
hematoldgicas hereditérias e adquiridas.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (protocolo n°
472.943/2013) e participaram do estudo aqueles individuos com traco falciforme que

voluntariamente aceitaram assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Amostra do estudo
Os individuos com traco falciforme (n=123) foram selecionados aleatoriamente dentre 0s
parentes de individuos com doencas falciformes atendidos na HEMOMAR (de Carvalho
et al., 2016), desde que possuissem o diagnostico por meio de eletroforese na ocasido do
nascimento.

Individuos que relataram tratamento periodontal e/ou antibioticoterapia e uso de
anti-inflamatorios nos ultimos seis meses, que estivessem em tratamento ortoddntico ou
recebido tratamento ortod6ntico prévio, edéntulos e mulheres que estivessem gravidas ou

amamentando foram excluidos do estudo.

Avaliacéo dos niveis de biomarcadores salivares

Realizou-se coleta de saliva ndo estimulada, com o auxilio de recipientes individuais e
esterilizados. As amostras foram centrifugadas (3000 rpm por 15 minutos), aliquotadas e
armazenadas a -80°C até as analises.

A quantificacdo das moléculas de OPG e RANK-L foi realizada por meio do teste
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay). Foram utilizados
os Kkits “Human TRANCE/RANK L/TNFSF11 DuoSet ELISA” e “Human
Osteoprotegerin/TNFRSF11B DuoSet ELISA”, seguindo as orientagdes do fabricante
(R&D Systems® - Minneapolis, MN, EUA). As analises foram realizadas em triplicata e
as concentragdes foram quantificados em pg/ml e categorizadas em tercis.

Exame Radiografico

A obtencdo e o processamento radiografico foram realizados de forma

padronizada conforme descrito em estudo prévio (de Carvalho et al., 2016). A perda 6ssea
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alveolar foi avaliada nas faces mesial e distal de cada dente, por meio de radiografias
periapicais, utilizando régua de Shei. Esta régua consiste em uma série de linhas
equidistantes que divergem de um ponto comum, com 10 intervalos, cada um
representando 1mm (10%) de perda 6ssea. As imagens radiograficas foram analisadas

por trés examinadores treinados (kappa inter e intra-examiner=0.83).

Avaliagdo dos paréametros clinicos periodontais

As avaliacOes clinicas periodontais foram realizadas sob luz artificial com auxilio de
espelho bucal e sonda periodontal milimetrada Williams (Hu-Friedy, Chicago, EUA), por
um unico examinador (k=0.82).

Os parametros clinicos periodontais avaliados em 6 sitios por dente, com excec¢ao
dos terceiros molares, foram: (1) Profundidade Clinica de Sondagem (PCS), considerada
como a distancia (mm) entre a margem gengival e o fundo do sulco/bolsa periodontal e
(2) Nivel de Insercdo Clinica (NIC), considerado como a distancia (mm) entre a juncao

cemento-esmalte e o fundo do sulco/bolsa periodontal.

Desfechos primario e secundarios

O desfecho primario deste estudo foi a taxa de progressdo da doenca periodontal. Essa
variavel foi definida pela razdo entre a porcentagem de perda déssea radiografica no pior
dente afetado e a idade (Tonetti et al., 2018). Esta variavel foi dicotomizada em: (1)
progressao lenta a moderada (razdo < 1) e (2) progresséo rapida (razdo > 1) (Tonetti et
al., 2018).

Um caso de periodontite foi definido quando: (1) foram detectados perda de
inser¢do clinica interproximal em 2 dentes ou mais ndo adjacentes, ou (2) foram
detectados 2 dentes ou mais com sitio vestibular afetado por NIC > 3mm e PCS> 3mm
(no mesmo local) (Tonetti et al., 2018).

A extensdo da periodontite avaliada pelo (1) numero de dentes afetados por
NIC>4mm e (2) numero de dentes afetados por PCS>4mm também foram considerados

como desfechos nas analises de sensibilidade.

Covariaveis

Os dados referentes ao sexo (masculino ou feminino), idade (em anos), classe
socioeconémica de acordo com o critério estabelecido pela ABEP (A, B, C, D ou E)
(Associacdo Brasileira de Empresas de Pesquisa, 2016), tabagismo (0-ndo; 1-sim), consumo

de alcool (0-ndo; 1-sim), Ultima visita ao dentista (0-nunca visita; 1-mais de 1 ano; 2-
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menos de 1 ano) e presenca de comorbidades (0-ndo; 1-sim), tais como diabetes, doenca
renal cronica, hipertensdo e doencas cardiovasculares, foram obtidos por meio de

questionario estruturado.

Anélise Estatistica
Foram estimadas frequéncias absolutas e relativas para variaveis categoricas bem como
média e desvio padrdo para varidveis numericas.

As associagdes de interesse foram estimadas por meio de analises de regressao.
Razbes de média (RM) bruta e ajustadas para as covaridveis sexo, idade, classe
socioeconémica, tabagismo, alcool, Gltima visita ao dentista e comorbidades foram
estimadas utilizando-se Regressdo de Poisson quando o desfecho foi contagem (nimero
de sitios afetados por NIC>4mm ou PCS>4mm). RazBes de Prevaléncia (RP) bruta e
ajustada para as covariaveis sexo, idade, classe socioeconémica, tabagismo, alcool,
ultima visita ao dentista e comorbidades foram estimados utilizando-se Regressao
Logistica quando o desfecho foi categorico (progressdo da doenca periodontal e
periodontite). Intervalos de confianca a 95% foram estimados em todas as analises.

As analises estatisticas foram realizadas no software Stata versdo 12.0 (Stata

Corp., College Station, TX, USA) considerando nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas demogréficas e socioecondmicas, habitos
comportamentais, estado geral de salde, aspectos relacionados a saude bucal dos
individuos com trago falciforme e os niveis salivares dos biomarcadores de reabsorcao
0ssea (n=123). A amostra foi composta especialmente por mulheres (91.06%), com idade
média de 33,3 anos (+ 7.51), pertencentes a classe socioecondmica C (52.85%), dos quais
8.95 % relataram histérico de tabagismo e 30.89% relataram consumo de bebidas
alcoolicas. Comorbidades foram relatadas por 21.14% e a maior parte da amostra
(63.42%) relatou Gltima visita ao dentista ha mais de um ano. A periodontite foi observada
em 76.42%, sendo que 25.21% apresentaram rapida progressdo da periodontite (Tabela
1).



Tabela 1. Analise descritiva da amostra incluida no estudo (n=123), S&o Luis-MA, Brasil.

n %

Sexo
Masculino 11 8.94
Feminino 112 91.06
Tabagismo
Né&o 112 91.06
Sim 11 8.95
Bebidas alcodlicas
Néo 85 69.11
Sim 38 30.89
Classe Socioecondmica
A-B 12 9.76
C 65 52.85
D 37 30.08
E 9 7.32
Ultima visita ao dentista
Nunca visitou 3 2.44
Mais de 1 ano 78 63.42
1 ano 42 34.15
Comorbidades
Né&o 97 78.86
Sim 26 21.14
Periodontite
Néo 29 23.58
Sim 94 76.42
Progressédo da Periodontite
Sem periodontite 29 23.58
Lenta a Moderada 63 51.21
Rapida 31 25.21

Média Desvio Padréo
Idade 333 7.51
Ne dentes com sitios NIC>4mm 5.69 5.29
Ne dentes com sitios PCS>4mm 4.97 5.29
OPG (pg/ml) 7846.9 6073.0
RANKL (pg/ml) 1529.5 695.67

NIC: nivel de inser¢do clinica; PCS: profundidade clinica de sondagem
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Ap0s analises ajustadas para as covaridveis, maior tercil de OPG foi associado a rapida progressao da doenca periodontal (OR 2.55, 1C95%
1.11-5.84, p=0.026), ao maior nimero de dentes com NIC>4mm (RM 1.48, 1C95% 1.18-1.85, p=0.001) e ao maior nimero de dentes com PCS>4mm
(RM 2.01, 1C95% 1.53-2.63, P<0.001). O maior tercil da razdo Rank-L/OPG foi inversamente associado ao nimero de dentes com PCS>4mm (RM
0.76, 1C95% 0.59-0.97, p=0.03) nas andlises bruta e ajustada (Tabela 2).

Tabela 2. Associacéo entre biomarcadores de reabsor¢do dssea, periodontite, extensdo e progresséo da periodontite em individuos com traco falciforme (n=123), Sdo Luis-MA,
Brasil.

Periodontite NIC>4mm PCS>4mm Progressédo da periodontite
Modelo Bruto Modelo Ajustado Modelo Bruto Modelo Ajustado Modelo Bruto Modelo Ajustado Modelo Bruto Modelo Ajustado
RP RP RM RM RM RM RP RP
(1C 95%) (IC 95%) (IC 95%) (1C 95%) (1C 95%) (IC 95%) (1C 95%) (IC 95%)
p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor p-valor
Rank-L
1° tercil Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
20 tercil 1.14 1.16 1.04 1.08 1.08 1.10 1.27 1.57
(0.91-1.44) (0.92-1.45) (0.86-1.26) (0.89-1.31) (0.88-1.31) (0.90-1.35) (0.66-2.44) (0.79-3.12)
P=0.23 P=0.18 P=0.64 P=0.43 P=0.42 P=0.33 P=0.46 P=0.190
3° tercil 0.98 1. 0.96 1.04 0.87 0.92 1.26 1.68
(0.76-1.26) (0.78-1.29) (0.80-1.14) (0.87-1.25) (0.72-1.05) (0.74-1.11) (0.69-2.30) (0.89-
P=0.92 P=0.97 P=0.66 P=0.60 P=0.15 P=0.36 P=0.44 3.19)
P=0.10
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OPG
1° tercil Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
2° tercil 1.19 1.18 1.23 121 1.83 171 1.26 2.20
(0.86-1.65) (0.85-1.64) (0.98-1.55) (0.95-1.54) (1.40-2.41) (1.28-2.28) (0.54-2.96) (1.02-4.72)
P=0.28 P=0.30 P=0.06 P=0.11 P<0.001 P<0.001 P=0.58 P=0.042
3° tercil 1.22 1.24 1.58 1.48 2.24 2.01 1.24 2.55
(0.90-1.67) (0.91-1.70) (1.26-1.96) (1.18-1.85) (1.73-2.90) (1.53-2.63) (0.51-3.01) (1.11-5.84)
P=0.192 P=0.16 P<0.001 P=0.001 P<0.001 P<0.001 P=0.62 P=0.026
Raz&o Rankl/Opg
1° tercil Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref. Ref.
20 tercil 0.97 0.95 0.87 0.90 0.83 0.88 0.78 0.82
(0.78-1.21) (0.77-1.18) (0.74-1.02) (0.76-1.06) (0.70-0.99) (0.74-1.05) (0.44-1.37) (0.46-1.45)
P=0.81 P=0.96 P=0.10 P=0.24 P=0.039 P=0.16 P=0.39 P=0.50
3° tercil 0.98 1.0 0.77 0.92 0.64 0.77 0.84 0.85
(0.74-1.28) (0.76- (0.62-0.95) (0.73-1.12) (0.50-0.81) (0.59-0.97) (0.44-1.37) (0.42-1.75)
P=0.883 1.31) P=0.016 P=0.37 P<0.001 P=0.030 P=0.39 P=0.67
P=0.96

RM: razdo de médias; RP: razdo de prevaléncia; 1C95%: intervalo de confianga a 95%.
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DISCUSSAO

Nesse estudo, maiores niveis salivares de OPG foram associados a rapida progressao e a maior
extensdo da periodontite (nimero de dentes com PCS>4mm e NIC>4mm); enquanto maior razao
RANK-L/OPG apresentou associacdo inversa com o numero de dentes afetados por PCS>4mm em
individuos com traco falciforme. Assim, é possivel que haja um aumento nos niveis de OPG como
consequéncia de alteragcBes no metabolismo ésseo que parecem contribuir para a maior degradagéo
dos tecidos periodontais nesses pacientes.

Nossos resultados sdo intrigantes j& que RANK-L é um cell membrane-bound fator
responsavel por estimulacdo da diferenciacdo osteoclastica e reabsorcdo 6ssea, enquanto OPG atua
como um decoy receptor, bloqueando a ligacdo do RANK-L ao seu receptor celular RANK na
membrana das células precursoras dos osteoclastos, assim, reduzindo a reabsorcéo 6ssea (Boyle et
al., 2003). Em individuos sistemicamente saudaveis, a nivel local, OPG esta associado a saude
periodontal e @ menor perda 6ssea; ao passo gque a concentracdo de RANK-L e a relacdo RANK-
L/OPG tendem a aumentar com o avanco da periodontite (Bostanci et al., 2007; Mogi et al., 2004).
Ressaltamos que outros estudos avaliando niveis de biomarcadores de reabsor¢do Ossea em
individuos com TF n&o foram identificados, o que dificulta as comparacgdes dos achados desse estudo.
Entretanto, apesar de termos avaliado os niveis desses biomarcadores em saliva, de forma similar ao
nosso estudo, niveis séricos de OPG elevados foram associados a perda de insercao periodontal e a
gravidade da doenca periodontal em individuos com diabetes mellitus tipo I (Antonoglou et al., 2013;
Lappin et al., 2009). Portanto, parece provavel que, a exemplo do que ocorre em pacientes com
diabetes mellitus tipo 1, OPG pode ser um indicador de inflamacéo periodontal e destruicédo tecidual
0ssea em individuos com TF.

Alguns estudos evidenciaram um desequilibrio na remodelacdo Gssea em pacientes adultos
com heranga HbS (Voskaridou et al., 2006). Esse desequilibrio foi atribuido especialmente ao eixo
OPG/RANK-L/RANK, sendo observado niveis de OPG relativamente elevados em tecidos 0sseos
necréticos, como resultado de um fendmeno compensatério (Voskaridou et al., 2006). Assim,
especulamos que a salde dssea prejudicada evidenciada em adultos com traco falciforme pode
resultar em uma reducdo compensatéria de RANK-L e aumento compensatorio de OPG.

Levantamos essa especulacdo considerando especialmente os achados de Tombak et al.
(2020), que observaram menores valores de Densidade Mineral Ossea e diminuicdo compensatéria
de sRANK-L com aumento compensatério de OPG em individuos com beta talassemia/traco
falciforme. Voskaridou et al. (2019) também mostraram que o aumento dos niveis de OPG e aumento
da atividade eritropoiética correlacionavam-se fortemente com marcadores da reabsor¢éo dssea em
individuos beta talassemia/traco falciforme. Além disso, a concentragdo observada de OPG foi mais

alta em pacientes com osteoporose e € comumente considerada como um reflexo da remodelagao
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Ossea elevada e uma resposta compensatoria a acdo excessiva dos osteoclastos (Voskaridou et al.
2019).

Similar ao que € observado em individuos com traco falciforme, as concentracGes séricas de
OPG foram significativamente maiores em mulheres pds-menopausicas com osteoporose do que em
controles normais da mesma idade e, dentro do grupo osteoporético, as concentraces de OPG foram
maiores em mulheres com menor densidade mineral 0ssea, sugerindo que a concentragdo de OPG
muda em funcdo da massa 6ssea (Yano et al., 1999). Achados similares foram descritos em pacientes
com Sindrome de Wilson (Hegedus et al., 2002). Dessa forma, o aumento dos niveis séricos de OPG
pode refletir uma resposta compensatdria ao aumento da atividade osteoclastica ou balango negativo
de remodelacédo 6ssea (Hegedus et al., 2002).

A remodelacdo 6ssea em condi¢bes HbS é altamente influenciada pela hipdxia (Carbonare et
al., 2015). A HbS apresenta como caracteristica principal a capacidade de polimerizacdo em situacdes
de baixa oferta de oxigénio, levando a vasoclusdo de capilares e pequenos vasos com subsequente
lesdo de isquemia/reperfusdo (Carbonare et al., 2015). Embora isso ocorra com mais frequéncia em
pacientes com heranca homozig6tica (HbSS), relatos em pacientes com traco falciforme também
estdo disponiveis na literatura (Zimmerman et al., 1974). A hipoxia decorrente da vasoclusdo afetou
gravemente a estrutura 6ssea e aumentou a remodelacdo 6ssea em modelos animais com doencas
falciformes (Carbonare et al., 2015), estando também associado a baixa densidade mineral 6ssea em
populacdo HbSS (Lal et al., 2006).

Nesse sentido, cabe ressaltar que a osteoporose tem sido associada a periodontite inclusive
em pacientes jovens (Costa et al., 2021). O o0sso osteoporético apresenta um desequilibrio nas
citocinas, interleucina (IL)-1a e B, fator de necrose tumoral-a e IL-6, que sdo 0s principais
intervenientes na promocgado de osteoclastos, aumentando a taxa de remodelagdo dssea, 0 que pode
contribuir para a maior degradacéo dos tecidos periodontais de suporte (Ralston, 1994), podendo ser
este um mecanismo subjacente aos resultados aqui encontrados em pacientes com TF. Ressaltamos
que a amostra deste estudo é majoritariamente de adultos jovens, com média de idade de 33 anos, 0
que pode indicar que tais individuos sejam predispostos a uma reducdo da densidade mineral 0ssea
em fases mais precoces quando comparados a individuos saudaveis.

Em adicdo, o mecanismo inflamatorio também poderia justificar as associagdes encontradas
nesse estudo. Relacdes significativas entre alto nivel sérico de OPG e a progressdo de alteracbes
teciduais patoldgicas como, por exemplo, doencas cardiovasculares e complicacdes do diabetes
mellitus tém sido demonstradas na literatura (Bjerre, 2013; Secchiero et al., 2006). Altos niveis
séricos de OPG parecem se relacionar com aumento de hemoglobina glicada, com a disfuncéo
endotelial e com a aterosclerose (Bjerre, 2013; Secchiero et al., 2006); isso porque a OPG induz a

expressao de moléculas de adeséo intercelular, como a molécula de adeséo vascular-1 (VCAM-1) e
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a E-selectina, promovendo a adesdo de leucdcitos (Bjerre, 2013; Secchiero et al., 2006; Zauli et al.,
2007). Tais fatos sdo dignos de nota visto que a periodontite tem sido constantemente associada as
doencas cardiovasculares e ao diabetes mellitus (Khumaedi et al., 2019; Preshaw & Bissett, 2013).
Assim, ndo podemos descartar que as associacdes encontradas nesse estudo sejam em decorréncia da
inflamacao sistémica de baixo grau.

Destacamos que embora o traco falciforme seja uma condi¢cdo que reconhecidamente cursa
com menos complica¢Bes quando comparada a anemia falciforme, existem estudos apontando maior
risco de tromboembolismo e acidente vascular cerebral em individuos traco falciforme quando
comparados ao controle saudaveis (Caughey et al., 2014; Folsom et al., 2015), o que reforca a
possibilidade de haver um aumento da condicéo inflamatdria sistémica de baixo grau em individuos
com heranca heterozigotica do HbS. Fazendo um paralelo com a anemia falciforme, sabe-se que a
heranca homozigética da HbS cursa com inflamagdo cronica, caracterizada pelo aumento da
quantidade de leucdcitos (Nuzzo & Fonseca, 2004), alteraces nos niveis de citocinas inflamatorias,
principalmente fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (INF-y), interleucinas (IL-1,
IL-6 e IL-8), fator estimulador de col6nias de granulécitos (GC-SF) (Loggetto et al., 1999; Nuzzo &
Fonseca, 2004; Zago et al., 2007) aumento da adesividade dos eritrocitos e leucdcitos e injuria ao
endotélio vascular (Stypulkowski & Manfredini, 2010), que ainda ndo pode ser descartada no grupo
de individuos com traco falciforme.

O presente estudo tem alguns pontos fortes que devem ser enfatizados. A condicgéo periodontal
foi examinada em toda a boca e ndo apenas nos dentes indices, e estimamos associacdes usando
parametros clinicos (CAL e PD) e evidéncias radiogréaficas de destruicdo 6ssea. Portanto, o presente
estudo considera multiplas dimensdes da doenca periodontal, tais como o estado da doenca atual e a
historia cumulativa de destruicdo periodontal, com evidéncias indiretas de progressdo com base na
avaliacdo da perda 6ssea em funcdo da idade (Tonetti et al., 2018). Além disso, realizamos analise
estatistica multivariada que reduziu a possibilidade de encontrar associagdes devido ao viés de
confuséo.

Este estudo € uma série de casos e, portanto, tem menor rigor metodoldgico. No entanto, o
objetivo primario de uma série de casos deve ser a geracdo de hipdteses que possam ser
posteriormente investigadas usando outros desenhos de estudo. Ressaltamos que, apesar de ser uma
série de casos, 0 estudo conta com uma amostra de 123 individuos com trago falciforme, e, além
disso, € o primeiro estudo a investigar possiveis mecanismos que justifiquem a associacao entre
periodontite e traco falciforme. Para isso avaliamos a concentracdo de biomarcadores em saliva que
é um fluido de diagndstico importante devido a sua biodisponibilidade e acessibilidade ndo invasiva.
Biomarcadores salivares tém emergindo como uma ferramenta potencial para avaliar doencas
periodontais (Sukriti et al., 2020).
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Dessa forma, nossos resultados sugerem que aumento dos niveis salivares de OPG e reducéo
nos niveis salivares de RANKL podem ser indicadores de destruicdo periodontal, evidenciada por

uma maior taxa de progressdo e maior extensdo da periodontite em individuos com trago falciforme.
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CONSIDERACOES FINAIS

Individuos com AF e TF apresentam alteracfes significativas nas concentracdes dos
biomarcadores salivares. Ha aumento nas concentracdes salivares medianas de I1L-6, TIMP-1, OPG e
RANK-L em individuos com AF, contudo tais alteragbes ndo atuam como mediadoras e nem
explicam a ocorréncia de periodontite no grupo AF. Ja em individuos com TF, uma maior taxa de
progressao e maior extensdo da periodontite pode ser explicada pelo aumento dos niveis salivares de
OPG e reducéo nos niveis salivares de RANKL, atuando como indicadores de destruicdo periodontal.

Em conjunto, os dados demonstram que esses individuos apresentam um estado inflamatério
local e sistémico distinto de individuos sem essas hemoglobinopatias. Estes achados podem refletir
os eventos inflamatdrios e uma alteracédo na resposta imunologica previamente verificada no sangue,
em decorréncia dos fendmenos vasoclusivos caracteristicos dessas condicoes.

Assim, o conhecimento do perfil imunolégico de individuos com AF e TF e da rede
complexa de fatores associados as DPs se configuram como referenciais basicas para o planejamento
de acOes estratégicas preventivas direcionadas para a reducdo e controle da periodontite. Estas aces

poderdo garantir atencdo ao cuidado e a qualidade de vida a estas pessoas.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO

Titulo da pesquisa: Associagao entre Anemia Falciforme e doenca periodontal: aspectos clinicos,

radiograficos e niveis salivares de Imunoglobulina A.

Pesquisadora responsavel: SORAIA DE FATIMA CARVALHO SOUZA

Pesquisadora secundaria: HALINNA LARISSA CRUZ CORREIA DE CARVALHO

Instituicdlo a que pertence a pesquisadora responsavel: UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO (UFMA)

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario(a), da pesquisa Associacao entre
Anemia Falciforme e severidade da doenca periodontal: aspectos clinicos, radiogréaficos e niveis
salivares de Imunoglobulina A. Apos ser esclarecido (a) sobre as informacgdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte deste estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é
a sua e a outra da pesquisadora responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado (a) de forma

alguma.

INFORMACOES DA PESQUISA

OBJETIVO: Descobrir se pacientes com Anemia Falciforme tém maior chance de desenvolver

doencas de gengiva.

PROCEDIMENTOS: Serao coletados seus dados pessoais e seréd avaliada a condicdo de seus dentes
e da sua gengiva por meio de exames clinicos e radiograficos e coleta de saliva.

DESCONFORTOS E RISCOS AOS EXAMINADOS: E possivel que ocorra leve sangramento
gengival no momento do exame da gengiva e desconforto na adaptacéo do filme radiografico.
BENEFICIOS E RETORNO PARA OS EXAMINADOS: Os pacientes com doencas de gengival
receberdo tratamento periodontal basico (orientacdo a escovagdo, dieta, limpeza e aplicacdo de fluor)
ou tratamento periodontal intensivo (orientacdo a escovacéo, dieta, remocao de tartaro acima e abaixo
da gengiva e aplicacdo de fltor) no gabinete odontoldégico da HEMOMAR.

INFORMAGCOES ADICIONAIS: Vocé nunca seré identificado, o que preservara a privacidade de

seus dados envolvidos na pesquisa. Vocé podera receber esclarecimentos durante a pesquisa.

SUA PARTICIPACAO NAO E OBRIGATORIA, NAO TERA CUSTOS E NAO TERA
RECOMPENSA FINANCEIRA E O SR(a) PODE DESISTIR DE PARTICIPAR A QUALQUER
MOMENTO SEM QUE ISSO LHE TRAGA QUALQUER PREJUIZO DE ATENDIMENTO NA
HEMOMAR
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Esta pesquisa sera avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMA e se vocé tiver
alguma reclamacao, podera procurar a coordenacgdo desse comité que fica na sala 07, bloco C,
CEB Velho, Campus Universitario do Bacanga da UFMA, telefone (98)3301-8708.

PESQUISADORAS RESPONSAVEIS

Soraia de Fatima Carvalho Souza Halinna Larissa Cruz Correia de Carvalho
Telefone:(98)3235-5299/ (98)81255554 Telefone:(98)324620949/ (98)84036668
Eu, , CPF n° , declaro ter

sido informado e que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo. Assim, concordo
em participar, como voluntario, na pesquisa acima descrita e confirmo que recebi uma copia desse
documento assinado pela pesquisadora responsavel.
Assinatura do participante [ou impresséo digital]:

ou
IMPRESSAO
DACTILOSCOPICA
Eu, , CPF n° , responsavel
legal por, , RG n° , declaro ter sido

informado e que entendi os objetivos, riscos e beneficios de participacdo do mesmo. Assim, concordo
com a sua participacdo, como voluntario, na pesquisa acima descrita e confirmo que recebi uma copia
desse documento assinado pela pesquisadora responsavel.
Assinatura do responsavel:

Séo Luis, [/ [/

IMPRESSAO
DACTILOSCOPICA




APENDICE B - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

Identificacdo e dados sécio-econdmicos (ABEP, 2010)

ne: Data do preenchimento: __ /[
Nome:
Data de nascimento: __ /[ (Idade: anos)
Endereco:
Cidade/UF: Telefone: ()
Género: Cor (auto-referida): Cor (classificada pelo entrevistador):
[OMasculino [OPreta/Negra [CIPreta/Negra
[OFeminino OParda/Mulata/Cabocla/Morena OlParda/Mulata/Cabocla/Morena

[OBranca CBranca

OJAmarela/Oriental CJAmarela/Oriental

Olndigena Oindigena

[ON&o sabe [ON&o sabe

Quantidade de itens
Itens

0 1 2 3 40u+

Televisdo em cores

0 1 2 3 4

Rédio 0 1 2 3 4
Banheiro 0 4 5 6 7
Automovel 0 4 7 9 9

Empregada mensalista

Magquina de lavar

Videocassete e/ou DVD

Geladeira

Freezer (aparelho independente ou parte da geladeira duplex)

Qual é o Grau de Instrugéo da pessoa com maior renda?

Analfabeto/ Até 32 série Fundamental/ Até 32 série 1°. Grau 0
Até 42 série Fundamental / Até 42 série 1°. Grau 1
Fundamental completo/ 1°. Grau completo 2
Médio completo/ 2°. Grau completo 4
Superior completo 8

TOTAL DE PONTOS:

Classe PONTOS
Al 42-46
A2 35-41
Bl 29-34
B2 23-28
C1 18-22
C2 14-17

D 8-13
E 0-7

12
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Situacdo geral da satude

Doencas sistémicas

Hipertensdo LISim LIN&o

Alergia JSim [INéo Qual?
Cardiopatias JSim [INéo Qual?
Doencas renais CSim [INéo Qual?
Doencas hepéticas JSim [INéo Qual?
Doengas 6sseas UISim [IN&o Qual?
Doengas metabdlicas UISim [IN&o Qual?
Outras JSim [INéo Qual?
Fez uso recente ou esta fazendo uso de alguma medicagao? LISim [IN&o
Se sim, qual?

Habitos de vida

1 Hébito de fumar

1 Fumante Quanto fuma por dia? Héa quanto tempo fuma?
[J Nédo fumante

J Ex-fumante Fumou por quanto tempo? H& quanto tempo deixou de fumar?

Quanto fumava pordia? [101al10 [J11a20 [121a30 [ maisde30

2 Ingestéo de bebidas alcodlicas

[ Bebe Com que freqliéncia? [ddiariamente [12a3vezes/semana [11vez/semana
[J 1 vez/més ] ocasionalmente

] N&o bebe

[1 Ja bebeu Deixou de beber ha quanto tempo?

Bebeu durante quanto tempo? L1 menos de 6 meses [ de 6 meses a 1 ano

Odelab5anos [de5al10anos [ maisde 10

anos

Com que frequiéncia bebia? [ diariamente [ 2 a 3 vezes/semana



O 1 vez/semana [ 1 vez/més

3 Ja fez uso de alguma droga ilicita? ISim [IN&o

Se sim, qual?

Com que freqiiéncia? [J Raramente [ 1 vez/semana [J12 a 3 vezes/semana

quase todo dia

Aspectos relacionados a salide bucal

Assisténcia odontoldgica

1 Quando foi a Gltima vez que foi ao dentista?
L1 nunca foi
L1 menos de 1 ano
(] de 1a2anos

[ mais de 2 anos
2 Consulta periodicamente o dentista? [J Sim [J Néo

3 Se sim, com que freqliéncia vai ao dentista?
[J de 6 em 6 meses
11 vez ao ano

[] 2 ou mais vezes ao ano
4 Ja recebeu orientagdo profissional em como realizar a higiene oral? 1 Sim
5 Ja perdeu algum dente? [ Sim 1 Néo

6 Se sim, por qual motivo?
O] Cérie
] Trauma
] Periodontite/piorréia
L] Indicagdo ortodontica
I Outro

7 Ha quanto tempo?
L1 menos de 6 meses
L1 de 6 meses a 1 ano
[l dela2anos
L] mais de 2 a 5 anos

[J mais de 5 anos
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[ ocasionalmente

[J Todo dia ou

[ Nao
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APENDICE C - TABELAS SUPLEMENTARES

Tabela S1. Coeficientes padronizados dos modelos de analise fatorial e analise de
caminhos considerando AF como variavel independente principal —
Componentes principais 1 e 2 (Modelos 1 e 2).

Modelo 1 Modelo 2
Efeitos / Variaveis CP! p-valor? CP? p-valor?
Andlise fatorial
Componente principal 1
IL-1P 0,696 <0,001 -- --
IL-6 0,436 <0,001 -- --
MMP-8 0,721 <0,001 -- --
Componente principal 2 -- --
TIMP-1 -- -- 0,627 <0,001
OPG -- -- 0,180 0,021
RANK-L -- -- 0,279 0,001
Analise de caminhos
Componente principal -- --
Grupo 0,187 0,048 0,824 <0,001
Uso de farmacos -0,068 0,400 0,065 0,477
Comorbidades® -0,076 0,493 0,290 0,013
Uso de farmacos
Grupo 0,363 <0,001 0,366 <0,001
Idade 0,041 0,542 0,035 0,611
Classe socioecondmica -0,081 0,271 -0,080 0,276
Comorbidades 0,210 0,011 0,205 0,014
Comorbidades
Grupo 0,347 0,004 0,346 0,004
Idade 0,192 0,078 0,254 0,018
Classe socioecondmica -0,028 0,789 -0,047 0,646
Tabagismo
Classe socioecondmica 0,252 0,031 0,252 0,031
Idade 0,435 0,001 0,435 0,001
Ndmero de dentes
Idade -0,685 <0,001 -0,685 <0,001
Classe socioecondmica -0,129 0,009 -0,129 0,009
Visitas ao dentista -0,072 0,086 -0,072 0,086
Visitas ao dentista
Classe socioecondmica 0,183 0,064 0,183 0,004
Periodontite
Grupo 0,016 0,856 0,028 0,823
Idade 0,110 0,315 0,171 0,284
Classe socioecondmica 0,133 0,047 0,189 0,038
Visitas ao dentista 0,035 0,511 0,033 0,673
Uso de farmacos -0,021 0,761 -0,022 0,829
Comorbidades -0,059 0,575 -0,105 0,480
Ndmero de dentes -0,099 0,165 -0,117 0,254
Tabagismo 0,024 0,842 0,034 0,853
Componente principal 1 0,028 0,698 -0,486 0,528

AF: Anemia Falciforme.. 1CP: coeficiente padronizado. 2P-valor para o CP. *Hipertensdo arterial sistémica,
alergia, cardiopatia, doencas renais, 6sseas, hepaticas, metabdlicas ou outras comorbidades. Os p-valores
significantes estdo em negrito
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ANEXO A — PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO C{;l‘obopoc”mo
MARANHAO/MA

Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO ENTRE ANEMIA FALCIFORME E DOENGCA PERIODONTAL:
ASPECTOS CLINICOS, RADIOGRAFICOS E NIVEIS SALIVARES DE

Pesquisador: Soraia de Fatima Carvalho

Souza Area Temética:

Verséo: 2

CAAE: 14606713.6.0000.5087

Instituicdo Proponente:FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Patrocinador Principal: FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICO E
TECNOLOGICO DO MARANHAO - FAPEMA

DADOS DO PARECER

NUimero do Parecer:
472.943 Data da Relatoria:
29/10/2013

Apresentacédo do Projeto:

O presente estudo do tipo coorte retrospectiva propde-se a investigar a associacdo entre Anemia
Falciforme (AF) e a doenca periodontal (DP) por meio da avaliacéo dos aspectos clinicos e radiogréaficos
e dos niveis salivares de imunoglobulina A (IgA) em pacientes assistidos pelo setor de Odontologia da
Supervisdo de Hematologia e Hemoterapia do Maranhdo (HEMOMAR) em Sao Luis, MA, Brasil.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo € de que existe associacdo entre a Anemia Falciforme e a Doenca
Periodontal,considerando os aspectos clinicos, radiograficos e niveis salivares de IgA. Tendo por
objetivo secundario estimar a prevaléncia da doenca periodontal nos individuos com AF, TF e naqueles
sem a doenga e avaliar os niveis salivares de IgA em individuos com AF e TF e naqueles sem a doencga.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Uma vez comprovada a hipétese de que a Anemia Falciforme esté associada a doenga periodontal este
grupo de pesquisa propde-se a elaborar um protocolo para o diagnéstico precoce da doenca periodontal
nos pacientes com Anemia Falciforme ou Traco Falciforme, contribuindo desta forma
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CWHMO
MARANHAO/MA

Continuagéo do Parecer: 472.943

para a melhoria da qualidade de vida destes pacientes.

DESCONFORTOS E RISCOS AOS EXAMINADOS: E possivel que ocorra leve

sangramento gengival no momento do exame da gengiva e desconforto na adaptacdo do filme
radiogréafico.BENEFICIOS E RETORNO PARA OS EXAMINADOS: Os pacientes com doencas de
gengival receberao tratamento periodontal basico (orientacéo a escovacéao, dieta, limpeza e aplicacao
de fldor) ou tratamento periodontal intensivo (orientacao a escovagao, dieta,

remocao de tartaro acima e abaixo da gengiva e aplicacao de flior) no gabinete odontol6gico da
HEMOMAR.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com objetivos e metodologia adequados, repeitando os critérios éticos.

No entanto quanto ao Item VI- PROTOCOLO DE PESQUISA da RESOLUCAO N°196/96 vers&o 2012,
foram contemplados vérios aspectos, mas ainda se faz necessaria informacao sobre a descricao da
pesquisa (Item VI.2), compreendendo 0s seguintes itens: e€) cronograma informando a duragéo total e
as diferentes etapas da pesquisa, a partir da aprovacdo pelo Sistema CEP/CONEP; h) local da
pesquisa: detalhar as instalagbes dos servigos, centros, comunidades e instituicbes nas quais se
processardo as vdrias etapas da pesquisa; j) orcamento financeiro detalhado da pesquisa: recursos,
fontes e destinagcdo. N&o ha informacé&o sobre fonte de recursos para a execucao da pesquisa, com
base no custo apresentado no orgcamento da pesquisa.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:
As considera¢dwes foram acatadas e corrigiddas pela autora.

Recomendacgdes:
Todas as recomendacgfes foram acatadas e corrigidas pela autora.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Todas as pendéncias foram acatadas e corrigidas pela autora.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Considerag@es Finais a critério do CEP:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO W' mo
MARANHAO/MA

Continuagéo do Parecer: 472.943

SAO LUIS, 29 de Novembro de 2013

Assinador por:
FRANCISCO NAVARRO
(Coordenador)
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ANEXO B — PRODUCAO CIENTIFICA NO PERiODO DE 2014-2017

1. Periddico: Brazilian Oral Research. 2015;29(1):1-7.

Titulo: Is sickle cell anemia a risk factor for severe dental malocclusion?

Autores: Cyrene Piazera Silva Costa, Halinna Larissa Cruz Correia de Carvalho, Soraia de
Fatima Carvalho Souza, Erika Barbara Abreu Fonseca Thomaz.

2. Periddico: Journal of Periodontal Research 2016. Oct;51(5):622-9.

Titulo: Are sickle cell anaemia and sickle cell trait predictive factors for periodontal disease?
A cohort study.

Autores: Halinna Larissa Cruz Correia de Carvalho, Erika Barbara Abreu Fonseca Thomaz,
Claudia Maria Coelho Alves, Soraia de Fatima Carvalho Souza.

3. Periddico: Oral Surgery Oral Medicine Oral Pathology Oral Radiology. 2017 Jul;125(1).76-
84.

Titulo: Are dental and jaw changes more prevalent in a Brazilian population with sickle cell
anemia?

Autores: Halinna Larissa Cruz Correia de Carvalho, José Yagoh Saraiva Rolim, Erika

Barbara Abreu Fonseca Thomaz, Soraia de Fatima Carvalho Souza.

4. Periddico: Oral Diseases. 2017;00:1-11.

Titulo: Association of sickle cell haemoglobinopathies with dental and

jaw bone abnormalities

Autores: Soraia de Fatima Carvalho Souza, Halinna Larissa Cruz Correia de Carvalho,
Cyrene Piazera Silva Costa, Erika Barbara Abreu Fonseca Thomaz.



