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RESUMO

Antecedentes & Obijetivos: A producdo de oxidacdo ocorre naturalmente no
organismo via processos fisiolégicos, entretanto, frente a situagOes patologicas
verifica-se um desequilibrio entre a oxidagdo e a antioxidag¢do, ocasionando estresse
oxidativo (EO). Estudos demonstram maiores niveis de EO associados a diversas
doengas, incluindo a doenga periodontal (DP) e a doenga renal cronica (DRC). O
objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da DP sobre os niveis de EO em

doentes renais cronicos pré-dialiticos.

Materiais e Métodos: Dados demograficos, socioecondmicos e de histoérico médico
de 139 pacientes do Servico Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) foram obtidos por meio de entrevista e andlise de prontuario. Foram
realizados exames clinicos periodontais e coleta sanguinea e salivar. Associagdes entre
a condi¢ao periodontal e niveis séricos e salivares de marcadores de estresse
oxidativo foram avaliadas, através de antioxidacio total (FRAP) e sulfidrilas.
Também foi avaliada correlacio entre os niveis séricos e salivares de antioxidaciao
total.

Resultados: Médias de profundidade de sondagem estiveram significativamente
associadas a maiores niveis séricos de sulfidrilas (p=0,04), quando ajustados para
sexo ¢ atividade fisica. Nao foi observada associacao significativa com os outros
parametros séricos ou salivares de EO. Os niveis salivares de FRAP estiveram
significativamente associados aos seus niveis séricos (R*= 0,23, p<0,001).
Conclusées: A concentragao salivar de FRAP explica aproximadamente 23% dos
seus niveis séricos, utilizando modelos ajustados. Pacientes com maiores médias de
profundidade de sondagem apresentaram maiores niveis séricos de
sulfidrilas. Analises adicionais, avaliando também oxida¢do e dano proteico,
proporcionarao dados para uma melhor compreensio do processo oxidativo nessa

mesma amostra.

Palavras-Chave: estresse oxidativo, radicais livres, espécies reativas de oxigénio,

periodontite, insuficiéncia renal cronica.



ABSTRACT

Background & Aims: The oxidation occurs naturally through physiological
activities, but in pathological states an imbalance between oxidation and
antioxidation is observed, resulting in oxidative stress (OS). Studies have shown
higher levels of OS associated with several diseases, including periodontal disease
(PD) and chronic kidney disease (CKD). The aim of the present study was to

evaluate the impact of PD on OS levels in chronic pre-dialytic renal patients.

Materials & Methods: Demographic, socioeconomic and medical history data of
139 patients from the Department of Nephrology of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) were obtained through interview and medical records.
Periodontal clinical examinations and salivary and blood collection were performed.
Associations between periodontal status and serum and salivary levels of total
antioxidation (FRAP) and sulfhydryl were evaluated, as well as a correlation between

serum and salivary levels of total antioxidation.

Results: Higher probing depth means were significantly associated with serum
sulthydryl levels (p = 0.04) when adjusted for sex and physical activity. No significant
association was observed with other serum or salivary OE markers. The salivary
levels of FRAP were significantly associated with serum FRAP levels (R* = 0.23, p
<0.001).

Conclusion: FRAP salivary levels accounts for approximately 23% of FRAP serum
levels using multivariate models. Higher probing depth means were associated with
higher serum levels of sulthydryl. Further analysis evaluating oxidation and protein
damage will provide data for a better understanding of the oxidative process in this

sample.

Keywords: oxidative stress, reactive oxygen species, periodontal diseases, renal
insufficiency.



APRESENTACAO

Esta dissertacio de mestrado é parte de um estudo maior que avaliou diferentes
aspectos envolvidos na relacio da doenga periodontal com a doenca renal cronica (DRC),
intitulado “Associa¢do entre doenga periodontal e doenca renal cronica”, realizado com
pacientes com doenca renal cronica pré-dialiticos em acompanhamento no Servico de
Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Como resultado principal, verificou-se
que ter periodontite grave aumentou significativamente a chance dos individuos

apresentarem pior funcao renal ou estarem em estagios mais avancados de DRC.

O objetivo desta dissertacao, em particular, foi avaliar o estresse oxidativo (EO),
um mecanismo biolégico que pode permear a relagio da doencga periodontal com a doenca
renal cronica. Para execuc¢do das analises, recebeu-se auxilio do Fundo de Incentivo e
Pesquisa em Eventos (FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através do projeto
namero 160428. Nesta dissertacdo, serdo apresentadas analises de dois biomarcadores de
estresse oxidativo: antioxidagdao total e sulfidrilas, avaliados em amostras sanguineas e
salivares de 136 doentes renais cronicos. Estao previstas avaliagoes adicionais de oxidagao
total (status total oxidante) e dano oxidativo (carbonilas), uma andlise extensa que
propiciara um entendimento mais amplo do estresse oxidativo e da sua implicacio na

relacao da doenga periodontal com a doenga renal.
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INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) consiste um importante problema de saude publica
mundial (1). E definida como uma anormalidade na fungio ou estrutura renal, presente por
pelo menos trés meses, com implica¢des para a saude do individuo (2). A perda da fungao
renal esta associada a elevada morbimortalidade e a presenca de condi¢bes patologicas tais
como diabetes, hipertensio arterial e doenca cardiovascular (3). Estima-se que a prevaléncia
de DRC nos Estados Unidos seja de aproximadamente 13% (1), enquanto no Brasil
estudos epidemioldgicos abordando a prevaléncia de DRC ainda sdo escassos (4). Além
disso, estima-se que o custo associado ao tratamento da DRC seja de, aproximadamente, 42
bilhSes de dolares apenas nos Estados Unidos, o que representa uma parcela importante do

gasto com saude (5).

A DRC ¢ caracterizada por uma perda progressiva e irreversivel da capacidade de
filtracao dos rins, ainda que esforcos sejam realizados para impedir ou reduzir a sua
progressio (6). Os fatores de risco tradicionais para a DRC sido hipertensao arterial
sistémica, diabetes mellitus, sexo masculino, raga negra, idade, tabagismo e presenga DRC
terminal na familia. Além disso, praticamente todos os fatores de risco cardiovasculares,
especialmente dislipidemia, obesidade, disfuncao endotelial e estado inflamatério cronico
também estdo associados (7). Por este motivo, além dos fatores de risco tradicionalmente
associados a DRC, novos fatores tém sido estudados como possiveis modificadores da
ocorréncia e progressio da doenga renal. A doenca periodontal, uma doencga infecto-
inflamatéria que acomete os tecidos de protecao e sustentagao dos dentes, tem sido uma

das condig¢bes associadas a maior prevaléncia de DRC (8-10).

Uma possivel hipotese de mecanismo pelo qual a doenga periodontal influencia o
curso da DRC, ¢ através do Estresse Oxidativo (EO). O EO ¢ conceituado como uma
desordem na qual ha predominio de oxidantes sobre antioxidantes, acarretando dano
celular em potencial (11). Estudos recentes associam a doenga periodontal a0 aumento nos
niveis totais de oxidacao (12-14), a reducdo nos niveis de antioxidacio (12, 13, 15) e
também a ocorréncia de danos celulares oxidativos (12, 13, 16-20). Pacientes com DRC
também tém demonstrado niveis alterados desses marcadores (21-23), especulando-se que
casos mais avancados de doenga periodontal possam acarretar em um agravamento do

quadro nefrolégico, tendo o estresse oxidativo como uma possivel ligacao.
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Embora cada vez mais estudos associem a doenga periodontal a DRC, poucos
avaliam os possiveis mecanismos bioldgicos através dos quais essa associagio ocorre.
Assim sendo, estudos clinicos elucidando o impacto da doenga periodontal sobre os
marcadores de estresse oxidativo em pacientes com DRC pré-dialiticos podem auxiliar no

estabelecimento de medidas preventivas e terapéuticas baseadas em evidéncias cientificas.



13

REVISAO DE LITERATURA

Doenga Renal Cronica

Os rins sio 6rgios fundamentais para a homeostase do organismo humano, sendo
responsaveis por fungdes vitais tais como controle dos niveis de agua e eletrdlitos,
regulagao da pressdao arterial, sintese e excre¢cio de hormonios e regulagio do equilibrio

acido-basico (3, 24).

A unidade funcional do rim denomina-se #éfron. Estima-se que cada rim possua um
milhdo de néfrons, nos quais existe um conjunto de capilares glomerulares — o glomérulo —
local onde ocorre filtragao de grandes quantidades de liquidos do sangue; e através do

tiibulo, esse liquido filtrado ¢ transformado em urina (25).

Na doenga renal cronica, ocorre uma perda progressiva e irreversivel dos néfrons
funcionais, levando a um declinio das fung¢des excretora, endocrina e metabélica dos rins.
Naio ha, entretanto, uma correlaciao exata entre a reducao do numero de néfrons funcionais
e a perda da fungdo renal, pois o rim se adapta a essa situagao através de uma hiperfiltracao
compensatoria dos néfrons remanescentes, mantendo, inicialmente, a filtracio estavel.
Porém, com a hiperatividade desses néfrons e consequente sobrecarga, eles acabam

perdendo sua funcao, levando a um inevitavel declinio da capacidade renal (24).

Apesar de a DRC ter como historia natural o declinio irreversivel da funcio renal, a
velocidade com que essa progressio ocorre é variavel, e nem todos os pacientes
apresentardo piora. IntervencGes nos estagios iniciais podem prevenir ou reduzir a
velocidade da progressao da doenga (6). O tratamento conservador ¢ realizado desde os
primeiros estagios da DRC, com enfoque principal em mudangas no estilo de vida e

controle das comorbidades associadas (24).

A funcao renal ¢ avaliada pela estimativa da taxa de filtracao glomerular (TFG), que
corresponde a soma da filtracao de todos os néfrons funcionantes (26), e varia com a idade,
sexo e massa muscular (3). Além da TFG, avalia-se a presenca de proteinas ou albumina na
urina - proteindria e albuminuria, respectivamente (27-29). O termo “proteinuria” é

genérico, englobando a excrec¢do urinaria de albumina e quaisquer outros tipos de proteinas

3).
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Individuos normais excretam pequena quantidade de
proteinas na urina diarlamente. A constatacdo da excre¢ao aumentada de
proteina na urina, todavia, denota presenca de doenga renal, uma vez que as proteinas
passam pelo glomérulo renal sem ser filtradas, saindo para a urina, diferente do que

ocorreria frente a funcio renal normal (3).

A classifica¢ao mais recente e amplamente utilizada para a DRC divide a doenga em
estagios, de acordo com a sua gravidade (2). As categorias de TFG e de albuminuria estao

contidas no quadro 1.

Quadro 1. Categorias de taxa de filtracao glomerular e albumindria na Doenga Renal

Cronica (2):

Estagio: TFG (ml/min/1,73m?) Grau da doenga:
1 290 Normal ou aumentada
2 60-89 Levemente diminuida
3a 45-59 Levemente a moderadamente diminuida
3b 30-44 Moderadamente a gravemente diminuida
4 15-29 Gravemente diminuida
5 <15 Faléncia funcional renal
Estagio: Albuminuria (mg/g) Grau de doenga
Al Abaixo de 30 mg/g Normal ou levemente aumentada
A2 30 — 300 mg/g Moderadamente aumentada
A3 Acima de 300 mg/g Gravemente aumentada

Conforme ocorre piora na filtracio glomerular até niveis muito baixos, associada a
sintomas urémicos ou outras desordens, constata-se a faléncia funcional renal, sendo
necessaria a realizagao de dialise ou de transplante renal, uma vez que os rins perderam a

capacidade de manter suas fungoes essenciais (2).
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Doenga Periodontal

As doengas periodontais sao desordens inflamatérias que afetam os tecidos de
protegdao e sustentacio dos dentes. Incluem uma vasta gama de doengas, sendo que as
formas mais comuns e prevalentes sio a gengivite e a periodontite. A gengivite,
considerada a forma mais leve da doenca periodontal, nao afeta as estruturas de base de
suporte dos dentes e ¢é reversivel, sendo extremamente prevalente na populagaio mundial. A
periodontite, por sua vez, resulta na perda de tecido conjuntivo e de suporte dsseo,

podendo acarretar perdas dentarias (30).

As doengas periodontais sao causadas por microrganismos patogénicos orais, sendo
que uma variedade de fatores sociais, comportamentais e genéticos influenciam o
estabelecimento e progressio da doenca. Embora as bactérias sejam necessarias para o
inicio da doenga, a resposta inflamatéria do hospedeiro determina a extensao e severidade

da destruicao tecidual (31).

Relagao entre Doenga Renal Cronica e Doenga Periodontal

A real forga de associacdo entre essas duas doengas esbarra em sua complexidade
biolégica, pois hd indicadores/fatores de tisco em comum, como, pot exemplo, a idade, o
tabagismo e o diabetes. Tais condi¢oes também apresentam forte relagio com as doengas
cardiovasculares (32). Ainda assim, baseado na literatura, acredita-se que a associagao entre
as duas doengas ndo seja espuria, além de existirem teorias de plausibilidade bioldgica para

justificar esta associagao (8, 33, 34).

» Plausibilidade Bioldgica para a Associacao entre DRC e Doenca
Periodontal

Ha trés possiveis mecanismos que explicam a associagao entre doenga periodontal e

doenca renal crénica:

a) Inflamacio sistémica cronica de baixa intensidade
Os pacientes afetados pela periodontite tém demonstrado niveis locais elevados de

numerosas citocinas associadas com degradacdo de tecido conjuntivo e reabsor¢ao ssea,
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incluindo a IL-18, IL-6 ¢ TNF-a. Além disso, o tratamento periodontal esta associado a
diminui¢ao dos niveis dessas citocinas locais (35). Uma inflamagao sistémica de baixa
intensidade originada a partir da doenca periodontal tem sido proposta como uma possivel
explicacao para a ligacio entre doencas periodontais e varias outras desordens/doencas
sistémicas (360). Corroborando esta hipotese, estudos tém observado que pacientes com
periodontite tém nfveis séricos aumentados de numerosos marcadores inflamatérios
incluindo PCR, IL-18, II.-6 e TNF-a, o que sugere um estado pro-inflamatério sistémico

(37, 38)

b) Bacteremias sistémicas

Sabe-se que a cavidade oral é colonizada por mais de 700 espécies bacterianas e a
bacteremia oriunda da cavidade oral pode ocorrer durante a salivagdo e a escovagao. Ha
evidéncias sugerindo que o sulco gengival ¢ a principal fonte e porta para a corrente
sanguinea das espécies bacterianas orais detectadas no sangue (39). Bactérias presentes na
cavidade oral sio encontradas em diversos outros locais do organismo, demonstrando a
possibilidade de contribuir para doengas sistémicas. Acredita-se que periodontopatdogenos
circulantes na corrente sanguinea podem causar nao s6 danos no endotélio cardiaco, mas
também no endotélio renal (40, 41). Além disso, sabe-se que infecgdes agudas e cronicas

podem incitar resposta inflamatoéria nos rins (34).

c) Estresse Oxidativo
Ao detectar a presenga de patégenos periodontais, uma cadeia de eventos se inicia
no hospedeiro na tentativa de combater esta agressao, incluindo a ativacao de células
fagocitarias (31). Apesar de essas células possuirem a fun¢ao primordial de defesa contra os
patégenos, elas também consistem uma rica fonte produtora de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Frente a condig¢oes patoldgicas, ocorre a ativagao excessiva das células
fagocitarias, implicando em producdo descontrolada de ERO, e ocorréncia de danos

teciduais (42).

Este efeito colateral ao mecanismo de defesa é o mais aceito para explicar a relagao
do estresse oxidativo com uma grande variedade de doengas, principalmente doengas
neurodegenerativas e cancer (43). Outras condi¢ées também tém sido associadas ao

aumento nos niveis de estresse oxidativo: diabetes mellitus (44-46), sindrome metabdlica
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(47-49), obesidade (50), doengas cardiovasculares(51), doenca renal cronica(52-54), dentre
outras (55-57).

Dentre as teorias de plausibilidade biolégica da associagio da doenca periodontal
com outras doengas sistémicas, o estresse oxidativo tem sido pouco explorado, oferecendo

um amplo campo de estudo.

» Estudos de Associacio entre Doenca Periodontal e Doenca Renal

As pesquisas sobre a possivel inter-relacio entre a doenca periodontal e a doenga
renal cronica comegaram a ganhar mais énfase nos dltimos dez anos. Muitos estudos,
todavia, direcionam-se a terapia renal substitutiva via hemodialise (58-60), momento em

que ndo é mais possivel a prevencao do declinio da funcao renal.

A maioria dos estudos observacionais encontrados na literatura em pacientes pré-
dialiticos, apresentou relagao positiva entre DRC e doenca periodontal, com for¢as de
associacao de magnitude variavel (8, 34, 40, 61-63) e sem padrio nos critérios de
diagnoéstico de doenga periodontal (64). Para elucidar a associagao entre a periodontite e a
funcao renal, Chambrone e colaboradores realizaram uma revisao sistematica com
metanalise, a partir de estudos observacionais (8, 34, 40, 63) e encontraram associagao

positiva (OR 1,65 p<0,00001) entre a TFG e a presenga de periodontite (65).

Na mesma revisiao sistematica (65), foi objetivo dos autores analisar o efeito do
tratamento periodontal sobre a taxa de filtracao glomerular. Nao foi possivel a realizacao de
metanalise e conclusoes definitivas, apesar de os autores terem encontrado um efeito
benéfico do tratamento periodontal sobre a TFG tanto de doentes renais cronicos quanto
de pacientes saudaveis (sem DRC) (66, 67). Essas analises receberam criticas em funcio de
apresentarem algumas restricdes de qualidade (68) como, por exemplo, a inclusio de um
estudo que nao reportou dados da TFG apéds o tratamento periodontal (69), nao tendo

capacidade de responder a pergunta realizada.

De modo geral, verifica-se que a doenca periodontal pode ser um fator adicional a
influenciar a ocorréncia da DRC (70). Os mecanismos pelos quais isso ocorre, merecem
especial atencdo, pois somente através deles é possivel buscar formas de prevencio e

tratamento das doencas renais cronicas.
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Estresse Oxidativo

» Conceito

O estresse oxidativo é conceituado como o desequilibrio entre a producgiao de
radicais livres (ou espécies reativas nao-radicalares) e a antioxidagdo, que possui como

consequéncia danos celulares a lipidios, proteinas ou até ao DNA (71).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) siao capazes de extrair elétrons e de oxidar
uma variedade de biomoléculas vitais ao funcionamento das células e dos tecidos, pois
possuem elétrons ndo-pareados em seus orbitais (72). F importante ressaltar que elas estio
naturalmente presentes no organismo, sendo geradas através de processos fisiolégicos,
principalmente a respiragao celular. A mitocondria, por meio da cadeia transportadora de

elétrons, ¢ a principal fonte geradora (73).

Sabe-se que as ERO podem representar uma ameaga a sobrevivéncia celular, e seus
efeitos toxicos permeiam o envelhecimento e morte celular. Dessa forma, é vantajoso que
os niveis de oxigénio sejam o suficiente para permitir a respira¢ao via mitocondrias, mas

nao tao altos a ponto de poderem gerar prejuizos ao organismo (74).

Apesar de existirem mecanismos de defesa no organismo humano, nem sempre ¢é
possivel manter uma situa¢do de equilibrio. Quando os mecanismos de defesa nio
suplantam os niveis de producao pro-oxidante, danos poderao ocotrer, ou seja, estresse

oxidativo (71).

» Mensuracio do Estresse Oxidativo

Uma vez que o estresse oxidativo pode ser ocasionado a partir de um excesso de
oxidag¢ao, diminui¢ao na capacidade antioxidativa, ou a combinagdo de ambos, associados a
diferentes tipos de danos, existe uma vasta gama de metodologias e de possiveis
biomarcadores a serem estudados, nio havendo um padrao-ouro. Adicionalmente, o EO
pode ser investigado em diferentes fluidos, tecidos ou células do corpo humano, fatores

que dificultam a comparagio entre os estudos (23, 75).
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Em nosso organismo, sio produzidas espécies reativas de carbono, enxofre e
nitrogénio, mas as de oxigénio ganham destaque devido a reatividade e aos danos que
podem causar, através de radicais livtes como o superoxido e oxigénio singlet, tendo sido as
mais estudadas na literatura (76). O termo “espécies reativas do oxigénio” (ERO) inclui ndo
somente os radicais livres, mas também espécies nao radicalares, como o perdxido de

hidrogénio, que ¢ capaz de levar a formagao do radical hidroxila (77).

a) Oxidacao

Em funcio do ambiente dinamico encontrado no estresse oxidativo, a medi¢ao
direta de oxidantes torna-se dificil. As espécies reativas possuem meia-vida extremamente
curta (segundos) e os sistemas desenvolvidos para capta-las devem ser sensiveis e efetivos,
além de expressar as condi¢oes intracelulares com fidedignidade (78). A concentraciao de
diferentes espécies oxidativas pode ser determinada separadamente ou em conjunto. A
analise isolada de espécies reativas requer tempo, custos elevados, equipamentos e técnicas
mais complexas, sendo que mensurar a oxidagao total oferece melhor custo-beneficio, além

de fornecer informagoes gerais do status pro-oxidante no organismo (79).

Na area da odontologia, duas técnicas tém sido mais utilizadas para mensurar as
espécies reativas: a) Diacron Reactive Oxygen Metabolities (D-ROM) (80, 81), cuja validade
tem sido questionada (82) e b) Status Oxidante Total (TOS) (12, 13, 83), que mede a
oxida¢gao do fon férrico em fon ferroso mensurada pelo alaranjado de xilenol

(colorimétrico) (79).

b) Antioxidaciao

O sistema de defesa antioxidante tem a funcio de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela agao deletéria das espécies reativas (76). Divide-se em sistema enzimatico -
sendo as principais enzimas a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) - e ndo-enzimatico - constituido por grande variedade de substancias
antioxidantes, de origem enddgena ou exdgena, tais como a glutationa, o acido turico, as

vitaminas A, C e E, albumina, dentre outros (73).

Para mensurar a antioxidagao enzimatica, recomenda-se analisar as principais
enzimas envolvidas nas reagoes de oxirredu¢io (CAT, SOD e GPx) (17). O sistema
antioxidante enzimatico e a glutationa (GSH) sdo encontrados, predominantemente, no

meio intracelular, motivo pelo qual se recomenda sua medi¢ao em eritrocitos (84).
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O sistema antioxidante nao enzimatico encontra-se principalmente no meio
extracelular, podendo ser analisado no soro ou plasma sanguineo (84). E possivel a aferi¢ao
da antioxidacio nido enzimatica através de diversas técnicas, avaliando tanto os niveis

especificos de alguns antioxidantes, quanto niveis totais (85).

Um das possiveis medi¢ées ndo enzimaticas é a avaliagdo dos grupamentos tiois
(RSH), que contém a sulfidrila (-SH) em sua composicao. Em sistemas bioldgicos, as
concentragoes extracelulares de diferentes tidis sio reguladas, sendo que alteragdes nos seus
niveis incitam respostas celulares. Ao reagir com praticamente todos os oxidantes
fisiolégicos, os tidis sao antioxidantes-chave na manutencdo da homeostase intra e
extracelular. Eles indicam padriao redox, supondo-se que, frente a maior quantidade de -
SH, o meio esta neutralizando ou reduzindo oxidantes e, frente a menor quantidade, o
meio esta oxidante. Os tidis sdo suscetiveis tanto a oxidacOes reversiveis (ze. reacdo com

dissulfetos) quanto irreversiveis (86, 87).

A mensuragao de antioxidantes especificos nao leva em conta o fato de que os
antioxidantes agem em cooperagio, e¢ nao separadamente, portanto, a soma de
antioxidantes individuais nao representara a capacidade global de neutralizar ERO e reparar
danos teciduais. A antioxidagao total, por sua vez, fornece dados da complexidade das
interagoes, reduz custos e tempo operacional, além de poder acrescentar informacoes de

espécies desconhecidas ou tecnicamente dificeis de acessar (75).

Existem diversas técnicas para mensurar antioxida¢ao total em uma amostra,
conhecidos como testes de Capacidade de Antioxidagao Total (TAOC, TAC) ou, ainda
Status Total Antioxidante (T'AS). Sdo exemplos: o ensaio baseado na reducio do cation
ABTSe, o potencial biologico antioxidante (BAP), o poder antioxidante da reducao de ferro

no plasma (FRAP), o ensaio de quimioluminescéncia (ECL), dentre outros (85).

O método “FRAP” avalia a antioxida¢do total nao enzimdtica e apresenta
vantagens, tais como baixo custo, reagentes de simples preparacdo, resultados
reprodutiveis, procedimento rapido e direto, podendo ser realizado com facilidade e em
pouco tempo (88). Apesar de ser um método amplamente conhecido, tem sido pouco

utilizado no campo da Odontologia.

¢) Danos Oxidativos
Em relagao aos prejuizos celulares causados pelo estresse oxidativo, classificam-se

em trés tipos principais: danos lipidicos, proteicos e ao DNA (75). Existem diversas
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metodologias para avaliar cada tipo de dano, sendo que danos ao DNA sio frequentemente
avaliados através da mensuracdo de 8-dihidroxi-2’ deoxiguanosina (8-OHdG), um produto
da oxidagdo da guanina (89-92). Danos proteicos costumam ser avaliados através dos
grupos tidis/sulfidrilas e carbonilas ou por produtos avancados de oxida¢ao proteica (16,
52, 92). Os danos lipidicos, por sua vez, sio frequentemente avaliados através da

mensuracao do malondialdeido (MDA)(13, 93), isoprostanos e isofuranos (54).

Os danos proteicos consistem alvos importantes para as espécies reativas, uma vez
que sio muito abundantes no corpo humano e responsaveis por grande parte dos
processos funcionais. As sulfidrilas, além de demonstrar antioxidagao e defesa contra o
EO, podem ser marcadores de danos proteicos reversiveis, em fun¢io do dinamismo das
reacbes de oxirreducdo. As carbonilas, por sua vez, mostram danos considerados

irreversiveis (53, 94).

Estresse Oxidativo e Doenca Periodontal

» Mecanismo de Associacio entre Estresse Oxidativo e Doenca
Periodontal

A periodontite consiste uma doenga infecto-inflamatoéria iniciada e perpetuada pela
presenca bacteriana na bolsa periodontal. O biofilme bacteriano pode gerar destruicao local
diretamente através de produtos toxicos ou indiretamente pela ativacao de sistemas de
defesa do hospedeiro, a inflamagao (31). Além do aumento de diversos marcadores
inflamatoérios frente a periodontite, tais como proteina C-reativa, IL-6 ¢ TNF-a, verifica-se
aumento das espécies reativas de oxigénio, havendo relacio entre inflamagiao e estresse

oxidativo (77).

O consumo de oxigénio das células inflamatérias ao combater um estimulo nocivo
¢ bem maior do que o usual. A captagao do oxigénio ocorre pela agao da NADPH oxidase
que aumenta a produgao de NADPH e acaba produzindo anion superédxido, perdxido de
hidrogénio, radical hidroxila, 4cido hipocloroso dentre outras ERO, capazes de gerar

reagOes em cadeia e danificar as células (77), agravando ainda mais um quadro de doenga.
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Em uma extensa revisao da literatura, a complexidade da relacio entre estresse
oxidativo e o estabelecimento da periodontite foi descrita. A hiperatividade dos neutréfilos

periféricos foi descrito como um elemento constituinte fundamental (75).

» Avaliacio do Estresse Oxidativo em Fluidos Orais

No corpo humano, pode-se estudar o estresse oxidativo em diversos fluidos
corporais, bem como em tecidos ou células. Especificamente na area da Odontologia, o
EO costuma ser avaliado localmente através da saliva e do fluido crevicular gengival (FCG)
(12, 95, 96). A vantagem da avaliagdo salivar em comparagdo com o fluido crevicular
gengival se deve a maior quantidade disponivel do primeiro em compara¢io com o
segundo, aos custos reduzidos e a facilidade de coleta. Além disso, enquanto o FCG
fornece amostra de sitios especificos, a saliva representa a cavidade oral como um todo (17,
97). E crescente o uso da saliva como um fluido diagnéstico nio sé para a cavidade oral,
como para o organismo em geral (98, 99). No campo do estresse oxidativo, diversos
estudos avaliaram a capacidade da doenga periodontal em causar altera¢des locais e

sistémicas nos individuos, comparando niveis salivares e sanguineos (12, 13, 17).

» Estudos de Associacio entre Estresse Oxidativo e Doenca Periodontal

Além da oxida¢ao exacerbada frente as doencas periodontais (12-14, 17, 100), ha
evidéncia do comprometimento da capacidade antioxidante dos tecidos e fluidos
periodontais, independentemente da metodologia de analise (13, 15, 17, 20, 96, 101). Tanto
a pré-oxidagdo quanto a reducdo na antioxidag¢ao poderao gerar mais danos celulares e
teciduais, encontrando-se relagio da periodontite com diferentes tipos de danos oxidativos:

lipidicos (12, 20), proteicos (16) e ao DNA (15, 20, 89).

Além da verificagio de niveis locais/orais de EO aumentados na periodontite, foi
constatada uma influéncia da periodontite em alguns marcadores de EO no sangue
periférico de pessoas com periodontite comparado a controle, sugerindo um possivel efeito
sisttmico da inflamacdo periodontal (12, 13). Portanto, é plausivel a hipétese de a
periodontite agravar condi¢des sistémicas tendo como mecanismo o estresse oxidativo, o
que se verifica pela piora nos marcadores encontrados em amostras sanguineas de pacientes
com periodontite comparado a controle em diversas condi¢oes, tais como resisténcia a

insulina, obesidade, doencas cardiovasculares e doenca renal cronica (49).
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O quadro 2 resume alguns dos estudos observacionais transversais avaliando a
relacdao entre doenca periodontal e EO. Os critérios de definicao de doencga periodontal e

as metodologias de avaliacio de EO variaram amplamente entre os estudos encontrados.
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Quadro 2. Estudos de associagao entre estresse oxidativo e doenca periodontal.

Autor, Ano

Amostra

Mensuragao EO

Critérios de Doenga Periodontal

Resultados Principais

Brock et al.,

Controle: 17

SORO, PLASMA, SALIVA e
FCG

Controle: sem PI, PS<3mm e <10% de sangramento

-Menos antioxida¢io no FCG e plasma de pacientes com

periodontite comparado a controle (p<0,05). Sem

2004 (96) Periodontite Cronica: 17 Periodontite: 22 sitios nio-adjacentes por quadrante com diferencas significativas no soro e saliva.
- Antioxidacio total (TAOC)
PS=5mm e S§, perda 6ssea 230% do comprimento da raiz
- Ensaio de quimioluminescéncia
(exceto primeiros molates e incisivos)
SORO, SALIVA e FCG fe oxidach : : A i :
(Eniales e bk e l0)2, 125 Esgmn o A g -Mais oxidagio em periodontite nos trés fluidos avaliados
sem sinais de inflamacio. (p=<0.05;

Akalin et al., Controle: 28 - Oxidacio total

2007 (12) Periodontite Cronica: 36 -Status Oxidante Total (TOS) - Mais dano lipidico em periodontite, verificado na saliva e

Periodontite: dentes com 30% de perda éssea e PS=5mm.
no FCG (p<0,05). Sem diferenca significativa no soro.
Presenca de SS.
=>Dano lipidico
- Malondialdeido (MDA)
SALIVA

= Dano ao DNA

-8 -OHdG -Mais dano oxidativo lipidico e a0 DNA em periodontite

Controle: sem histérico de DP, sem inflamacio gengival.
do que no grupo controle (p<0,001).
Canakci et Controle: 30

->Dano lipidico

al., 2009 (20)

Periodontite: 30

-Malondialdeido (MDA)

- Antioxidacio
-Enzimas superéxido dismutase

e glutationa peroxidase

Periodontite: 2 sitios com PSZ4mm, inflamagio gengival e

perda 6ssea 230%.

-Menos antioxidagdo enzimatica em periodontite do que

no grupo controle (p<0,05).
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Baltacioglu et
al., 2014 (13)

Controle: 30
Periodontite Cronica: 33

Periodontite Agressiva: 35

SORO E SALIVA

- Oxidacio total

-Status oxidante total (TOS)

- Antioxidagio total (TAOC)
-Ensaio de reducio do cition

ABTSe

- Oxidacio/ Antioxidagio
-Indice de estresse oxidativo

(TOS/TAOC) x100

=> Dano lipidico
-Malondialdeido (MDA)

Controle: sem histérico de DP, PS<3mm e PI<1mm,

sem inflamagio gengival.

Periodontite Crénica: Perda 6ssea 230%,P1 25 mm e PS=5

mm em 21 sitio e multiplos sitios dos 4 quadrantes bucais.

Periodontite Agressiva: 18-40 anos, 220 dentes, PI=>6mm e
PS=Z6mm em =2 sitios em =12 dentes, sendo = 3 dentes além

de primeiros molares e incisivos. Agrega¢io familiar.

-Mais oxida¢io e menos antioxida¢io em periodontite do
que no grupo controle, gerando um Indice de estresse

oxidativo mais elevado em periodontite (p<<0,05).

-Mais dano lipidico salivar em periodontite comparado ao
grupo controle (p<0,05) Sem diferencas no dano lipidico

mensurado no soro.

- Niveis de TOS e TAOC medidos em soro e saliva

estiveram correlacionados (p<0,05).

Tamaki et al.,

2015 (100)

Periodontite Leve/Saude: 92
Periodontite Moderada: 43

Periodontite Grave: 25

SALIVA

- Oxidacio
-Atividade de superéxido e
hidroxila, por ressonancia de

spin eletroénico

Periodontite Leve: 22 sitios proximais com PI 23 mm e

PSZ4mm (ndo no mesmo dente) ou 1 sitio com PS=5mm.

Periodontite Grave: =2 sitios interproximais com PI=6 mm

(ndo no mesmo dente) e = 1sitio interproximal com PS=5mm.

Periodontite Moderada: =2 sitios interproximais com

PIZ4mm ou com PS=5mm, em dentes diferentes.

(Segundo critério de Eke et al., 2012(102))

- Maior atividade oxidativa conforme aumento da
gravidade de doenga periodontal, mesmo apés ajustes

(p<0,05).
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Villa-Correa
et al., 2015
(39)

Controle: 50

Periodontite Cronica: 110

SALIVA

—>Dano a0 DNA
-8-OHdG e HNE/«a1-PI

Controle: sem histérico de DP, PS <3mm, sem inflamagio

gengival, <10% dos sitios com SS.

Periodontite: 220 dentes, >4 sitios com PS 24mm e PIZ2mm,

além de perda dssea radiografica 22mm além da JAC.

- Maior dano oxidativo em periodontite do que em

controle, mesmo ap0s ajuste para fumo e idade (p<0,05).

Legenda: EO: estresse oxidativo; PS: profundidade de sondagem; SS: sangramento a sondagem; PI: perda de insercido; FCG: fluido crevicular gengival; DP: doenga periodontal; 8-OHdG: 8-

hidroxi-2’-deoxiguanosina; HNE/a1-PIL: elastase neutrofilica humana / inibidor de a1-proteinase; JAC: jun¢io amelocementiria.
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Estresse Oxidativo e Doenca Renal Crénica

» Mecanismo de Associacio entre EO e DRC

O estresse oxidativo esta implicado na patofisiologia da DRC. Mesmo nas fases
iniciais, é possivel verificar eleva¢oes de marcadores de EO e, quanto pior a fungao renal,

mais acentuados esses niveis se encontrarao (103).

Acredita-se que o EO esteja associado tanto direta quanto indiretamente a
progressaio de DRC: diretamente, através de dano glomerular e isquemia renal e,
indiretamente, pela associagio com condigoes tais como ma nutri¢ao, inflamagao, diabetes,

hipertensao, disfun¢ao endotelial e doenga cardiovascular (104).

Existem evidéncias de uma forte relagdo entre EO, inflamacio e dano renal,
todavia, ndo ha discernimento entre o responsavel primario pelo inicio da série de eventos
envolvidos na DRC (105). Além disso, ainda nao ha dados robustos para determinar um
biomarcador a ser rotineiramente pesquisado ou terapias de reducio de EO para doentes

renais cronicos, sendo necessarios mais estudos (103, 106).

» Estudos de Associacio entre EO e DRC

A DRC esta associada com alteracio nos marcadores de estresse oxidativo,
principalmente em estagios mais avangados da doencga, devido ao aumento excessivo da
oxidagao relacionado ao ambiente téxico promovido pela DRC, que acaba produzindo

danos celulares e agravando a condi¢ao dos pacientes (23).

Em patologias renais, o aumento na oxidagio e uma possivel reducio na
antioxida¢ao geram danos oxidativos proteicos (52, 107-109), lipidicos (21, 22, 52, 107-
109), bem como ao DNA (107, 110), que costumam estar mais exacerbados conforme

aumenta a gravidade da DRC.

Os estudos observados (quadro 3) frequentemente comparam a presenca de DRC
com a sua auséncia (grupo controle), ou entdo a doenga renal pré-dialitica com a dialise.
Poucos avaliaram se diferentes estagios de DRC pré-dialitica poderiam acarretar niveis

alterados de EO entre si e, além disso, a saliva nao foi utilizada como fluido de anilise.
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Quadro 3. Estudos de associacao entre estresse oxidativo e doencga renal cronica.

Autor, Ano

Amostra

Mensuragao EO

Resultados Principais

Himmelfarb et al., 2000

Controle: 10
DRC Pré-didlise: 10

PLASMA

->Dano proteico/Antioxidagio

-Os grupos com DRC apresentaram menores niveis de tiis e maiores niveis

53) Hemodialise: 10 -Tiois/sulfidrilas de carbonilas comparado ao grupo controle, demonstrando mais estresse
Dialise Peritoneal: 9 oxidativo (p<0,05).
->Dano proteico
-Carbonilas
PLASMA
->Dano proteico/ Antioxidagio
-Ti6is/sulfidrilas
-O grupo com DRC apresentou menores niveis de ti6is e maiotes niveis de
Controle: 48 2 70
Oberg et al., 2004 carbonilas e isoprostanos comparado ao grupo controle, demonstrando
DRC estagios I1I-V: 60 - Dano proteico
(52) mais estresse oxidativo (p<<0,001).

-Carbonilas

= Dano lipidico

-F2-Isoprostanos




PLASMA/SORO
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- Gradiente maior de dano lipidico e de antioxidacio total conforme

Dounousi et al., 2006 (22)

DRC estagio I: 17
DRC estagio II: 26
DRC estagio I1I: 22
DRC estagio IV: 22

—>Dano lipidico

-1 soprostanos cm plasma

-> Antioxidacio total

-Ensaio de reduc¢io do cition ABTSe em soro

aumento dos estagios de DRC (p<0,05).

- Relagio inversa da TFG com o dano lipidico e a antioxidagio total

(p<0,01).

De Vecchi et al., 2009
21

Controle: 30
DRC Pré-dialise: 26
Dialise Peritoneal: 23

Hemodialise: 30

PLASMA

->Dano lipidico
-Malondialdeido (MDA)

SORO

-Mais dano lipidico em todos os grupos de DRC, comparados ao grupo
controle (p<0,001).

Granata et al., 2009 (110)

Controle: 12
DRC estagios IV e V: 10

Hemodialise: 14

- Dano ao DNA
-8-OHdG

-Mais dano oxidativo a0 DNA em DRC comparado a controle (p< 0,05).
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Kuchta et al., 2011
(108)

Controle: 35
DRC estagios I11-V: 41
Diilise Peritoneal: 46

Hemodialise: 36

PLASMA/SORO

—>Dano lipidico
-Malondialdeido (MDA) e lipoproteinas de baixa
densidade oxidadas (oxLLDL)

->Dano proteico

-Produtos avancados de oxidacio proteica (AOPP)

- Antioxidacio total
-Ensaio de reducio do cition ABTSe
- Antioxidagio enzimatica

-Enzimas paraoxonase-1 e glutationa peroxidase

- Niveis aumentados de todos os marcadores de dano oxidativo em DRC

comparado a controle (p<0,05);

- Antioxidagio total maior em todos os grupos de DRC comparado a

controle (p<0,05);

- Menos antioxidag¢do enzimatica em DRC comparado a controle (p<0,05).

Rangel-Lopez et al., 2013 (107)

Controle: 61
DRC estagio IV: 23
Dialise Peritoneal: 33

Hemodialise: 35

SORO

—>Dano lipidico
-Malondialdeido (MDA)

—>Dano a0 DNA
-8-OHdG

->Dano proteico

-Produtos avanc¢ados de oxidacio proteica (AOPP)

- Dano proteico/Antioxida¢io
-Tio6is/sulfidrilas

- Niveis aumentados de todos os marcadores de dano oxidativo em DRC

comparado a controle (p<0,05);

-Sem diferenca nos niveis de sulfidrilas entre DRC estagio IV e hemodialise

comparado a controle (p>0,05).
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PLASMA/ERITROCITOS

- Todas as medidas de dano apresentaram diferencas estatisticamente

significativas entre todos os grupos (p<0,001), com um gradiente de dano

maior conforme a gravidade do estagio de DRC;

—>Dano lipidico
-Substincias reativas ao dcido tiobarbitarico (TBARS)

DRC estagio I: 28
e hidroperéxidos (LPO)
DRC estagio 1I: 28
- Dano proteico
-Todas as medidas de antioxida¢do apresentaram declinio significativo

DRC estagio I11I: 28
conforme a gravidade da DRC, com diferenca significativa entre os grupos

Tbahriti et al., 2013
(109)
DRC estagio IV: 18
-Carbonilas
Diilise Peritoneal: 25
Hemodialise: 40
- Antioxidacio (p<0,001).
-Enzimas superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e glutationa redutase
-Vitamina E, ferro e bilirrubina
PLASMA - Niveis de isoprostanos nao diferiram entre os grupos estudados (p>0,05);
Controle: 109
Gamboa et al., 2016 DRC estagios III a IV: 36
= Dano lipidico - Maiores niveis de isofuranos em pacientes em hemodialise comparados a
Hemodialise: 63
-F2-Isoprostanos e Isofuranos controle (p = 0,001), mas ndo mostrou comparacio entre DRC e controle.
Legenda: DRC: doenga renal cronica, TFG: taxa de filtragdo glomerular; 8-OHdAG: 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina.
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JUSTIFICATIVA

Uma associagao entre doenga periodontal e doencga renal cronica tem sido descrita
na literatura, porém os possivels mecanismos que permeiam essa relagdo ainda
permanecem pouco explorados. Embora rea¢oes de estresse oxidativo tenham sido
associadas tanto a doenca periodontal quanto a doenga renal cronica, nenhum estudo
avaliou a associacao de marcadores de estresse oxidativo em doentes renais cronicos com

diferentes niveis de doenga periodontal.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar o impacto da doenga periodontal sobre os niveis de estresse oxidativo

em pacientes pré—dialiticos com DRC.

Obijetivos especificos

° Avaliar o efeito dos parametros clinicos periodontais nos niveis salivares
e sanguineos de antioxidacdo total e sulfidrilas em doentes renais

cronicos;

. Correlacionar os niveis salivares e sanguineos de antioxidagao total e

sulfidrilas em doentes renais cronicos.
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HIPOTESE

A hipétese do estudo ¢ que doentes renais cronicos com periodontite apresentarao
maiores niveis de estresse oxidativo se comparados a doentes renais cronicos saudaveis
periodontalmente. Além disso, supde-se que os niveis de estresse oxidativo salivares e

séricos estejam correlacionados.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho Experimental e Selecio da Amostra

O estudo apresenta delineamento observacional transversal analitico.

Foi conduzido com doentes renais cronicos em atendimento no Servico de
Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foram selecionados

nefropatas nos estagios 3, 4 e 5 de DRC, de acordo com os critérios abaixo explicitados.

» Critérios de Elegibilidade

- Estar em acompanhamento no Ambulatério de Nefrologia do HCPA, com

diagnoéstico de Doenca Renal Cronica;

- Apresentar taxa de filtracio glomerular menor de 60 ml/min/1,73m?, sem estar

em tratamento dialitico;
- Possuir mais de 18 anos de idade;
- Nao ser portador do virus HIV;
- Nao possuir diagnostico, nem estar em tratamento de neoplasia maligna;
- Nio ser gestante ou lactante.

Os individuos que perfizeram os critérios de elegibilidade foram contatados para

verificagdo da adequagao aos critérios de inclusdo e convite a participagao.

» Critérios de Inclusio

- Possuir, no minimo, quatro dentes em boca;
- Naio ter utilizado antibiético ou imunossupressor nos ultimos 6 meses;

- Nao estar utilizando aparelho ortodontico, nem ter realizado tratamento

periodontal nos 6 meses prévios ao exame;

- Ler, consentir e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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Todos os motivos para nio elegibilidade/ndo inclusio foram anotados. Os
pacientes que niao atenderam os critérios ou que recusaram participagdo no estudo

continuaram normalmente seu atendimento no Servigo de Nefrologia.

Poder do Estudo

Uma vez que este trabalho deriva de um projeto maior, que envolveu o estudo da
doenca periodontal como provavel preditor de risco para a condi¢ao renal de pacientes pré-
dialiticos, o tamanho amostral decorre do estudo original. Nao foram encontrados na
literatura estudos prévios que tenham avaliado a associa¢do entre doenga periodontal como
exposi¢ao principal e estagio de doenga renal em pacientes pré-dialiticos como desfecho.
Por este motivo, nao foi possivel realizar um calculo amostral prévio, optando-se pela

inclusio consecutiva da amostra no periodo de um ano, que resultou em 139 pacientes.

Foi considerada como exposi¢ao principal a presenca de periodontite grave e como
desfecho primario estar em estagios de doenca renal mais avancados (estagios 4 e 5).
Partindo-se de um modelo de regressiao logistica, obteve-se odds ratio igual a 3, ou seja,
individuos com periodontite grave tiveram 3 vezes mais chance de estarem em estagios
avancados de DRC. Realizou-se calculo do poder da amostra, obtendo-se poder acima de

80%.

Procedimentos Experimentais

Este estudo foi conduzido em parceria da Faculdade de Odontologia da UFRGS
(FO-UFRGS) com o Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Os pacientes elegiveis
foram contatados no Servigo de Nefrologia do HCPA. Todos os pacientes que perfizeram
os critérios de inclusdao e aceitaram a participacdo no estudo foram agendados para uma
consulta na FO-UFRGS. A recusa em participar nao resultou em nenhuma alteracdo no

tratamento nefrolégico realizado no setrvigo.

> Entrevista

Foi realizada uma entrevista com base em um questionario estruturado através do

software RED CAP® (111)(Apéndice I) contendo informagdes a respeito de dados
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demograficos, socioeconémicos, habitos de higiene bucal, tratamento dentario, estado de
saude sistémica e variaveis comportamentais como fumo e consumo de alcool. Integrantes
da equipe treinados conduziram as entrevistas, evitando direcionar as respostas, inibir ou

induzir quaisquer reagdes dos pacientes.

» Coleta Salivar

Apbs a entrevista, foi realizada a coleta de saliva ndo estimulada no turno da manha.
Os pacientes foram previamente instruidos a ndo comer ou beber, nem realizar higiene
bucal uma hora antes da consulta. As amostras de saliva total foram obtidas com os
pacientes sentados, com o tronco levemente inclinado para frente, deixando a saliva fluir
passivamente em potes coletores universais estéreis de 80 ml durante dez minutos.
Amostras com sangue visivel foram descartadas. A quantidade de saliva coletada foi
mensurada com uma seringa milimetrada de 10 ml para calculo do fluxo de salivagdo nio

estimulado em ml/min (112).

> Exame Periodontal

Um exame periodontal completo (seis sitios por dente em todos os dentes, exceto
terceiros molares) foi realizado por dois examinadores treinados e calibrados. Foi utilizado
o indice de correlagao intraclasse (ICC) para avaliar a concordancia entre os exames de
profundidade de sondagem (PS) e perda de inser¢ao (PI), com aproximadamente 10% da
amostra. O ICC intraexaminador foi acima de 0,6 para os dois parametros periodontais e o

ICC interexaminador foi de 0,70 para PS e 0,82 para PI.

Foi utilizada sonda periodontal milimetrada (HuFriedy, PCP10-SE, Chicago, EUA),
odontoscopio e pinga. Os exames foram anotados em uma ficha clinica de exames
periodontais padronizada (Apéndice II) e, posteriormente, digitados no software Epidata®

versao 3.1. (113).

Os seguintes parametros clinicos periodontais foram avaliados:

a. Indice de Placa Visivel (114): registrada presenca (1) ou auséncia (0) de placa bacteriana,
sem utiliza¢ao de sonda, apos secar a superficie dentaria com ar comprimido.

b. Indice de Sangramento Gengival (114): a sonda periodontal foi inserida 1-2 mm
intrasulcular e percorrida da face distal para a mesial. Registrada auséncia (escore 0) ou
presenca (escore 1) de sangramento da margem da gengiva.

c. Fatores Retentivos de Placa: registrada a presenca ou auséncia de calculo, cavidades e
restauracOes mal adaptadas, com falta ou excesso de material e restos radiculares até 1 mm

abaixo da margem gengival;
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d. Profundidade de Sondagem (PS): a distancia entre a margem da gengiva e a por¢ao
mais apical sondavel da bolsa/sulco foi medida em milimetros e arredondada para o
milimetro mais préximo;
e. Sangramento a Sondagem: foi registrada a presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de
sangramento ap6s 30 segundos transcorridos da sondagem;
. Nivel de Insercao Clinica (NIC): registrada a distancia entre a jungdo amelocementaria e
o ponto mais apical da bolsa ou sulco periodontal.

Todos os participantes que apresentaram qualquer necessidade de tratamento
odontologico receberam encaminhamento para atendimento na Faculdade de Odontologia da

UFRGS, no Sistema Unico de Satde (SUS) ou foram referenciados a seu dentista.

» Coleta Sanguinea

A coleta sanguinea foi realizada por um profissional treinado e capacitado do
Centro de Pesquisa Clinica do HCPA. Foram coletados 15 ml de sangue de uma veia da
regido anticubital, com o paciente em jejum de 4 horas. As amostras sanguineas foram

mantidas em isopor térmico e imediatamente levadas para centrifugacao e congelamento.

» Centrifugacio e Armazenamento das Amostras

As amostras salivares e sanguineas foram levadas ao Laboratério de Anilises
Moleculares e Proteinas (UAMP) do HCPA, onde o sangue foi centrifugado a 5000 rpm, a
4°C, por cinco minutos. O soro sanguineo foi entdo aliquotado, colocado em 3 tubos de
eppendotf e estocado em freezer a -80°C para posterior avaliagio dos biomarcadores

inflamatdérios e de estresse oxidativo.

As amostras de saliva foram centrifugadas a 4000g, durante 10 minutos, a 4°C para
remoc¢ao de detritos (12, 13, 83). O sobrenadante foi transferido para dois tubos de

eppendorf, armazenados congelados a -80°C até o processamento das amostras.

» Analise do Estresse Oxidativo

Foram avaliados marcadores de estresse oxidativo em dois fluidos corporais: sangue
e saliva. Inicialmente, foram analisados dois biomarcadores: total de antioxidagio e
grupos ti6is/sulfidrilas, sendo que estd prevista a andlise futura do total de oxidacio (79) e

do dano proteico (niveis de carbonilas) (115, 116) nas mesmas amostras.
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A mensuracao da antioxidagdo total foi através do método FRAP (Ferric Reducing
Ability of Plasma), um ensaio que se baseia na habilidade dos antioxidantes presentes na
amostra de transformar fons Ferro III (férrico) em Fe II (ferroso) na presenca do
reagente TPTZ (Tripyridyl-s-Triazine). Como resultado, tem-se o complexo de coloragio
azulada Fe II — TPTZ, cuja absorvancia maxima ocorre em 593nm. Quanto mais intensa
a coloragao, maior a quantidade de antioxidantes. Os resultados foram expressos em

nmol/ml (88).

Para avaliacio dos tiéis/sulfidrilas, foi utilizada a metodologia de Riener (117). Cada
amostra foi misturada com PBS e tampao Tris/EDTA, a pH 8 em microplaca. Apds a
leitura da absorvancia basal (412nm), as amostras foram reagidas com 5,5'-dithiobis-2-acido
nitrobenzoico (DTNB) em etanol por uma hora. Apods, as amostras foram lidas novamente
e a leitura basal foi descontada. Esses valores foram comparados com os valores obtidos
em uma curva padrio, feita a partir de concentragdes conhecidas de sulfidrilas. Os
resultados foram expressos como nmol —SH/mg de proteina, conforme anteriormente
descrito (117), sendo que foi realizada a mensuragao prévia da quantidade de proteinas na

amostra (118).

Dados de Prontuarios

Dados referentes a variaveis médicas foram obtidos pela analise do prontuario
hospitalar, de acordo com autoriza¢ao contida no TCLE. Tais dados incluiram tempo de
acompanhamento, historico médica, parametros de funcdo renal, medicag¢oes utilizadas,
dados antropométricos, comorbidades, dentre outros. Todos esses dados faziam parte do

acompanhamento rotineiro dos pacientes no Servigo de Nefrologia.

Consideragdes Eticas

Este protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Ftica Central do HCPA
via Plataforma Brasil, sob o parecer n® 1.672.821 (Apéndice III) estando de acordo com a

resolucao n® 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saude.
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Antes de serem convidados a participar do estudo, os individuos foram informados
dos objetivos, riscos e beneficios, tendo concordado, lido e assinado Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Financiamento

Esta pesquisa recebeu financiamento do Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos

(FIPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, através dos projetos 150319 e 160428.

Analise Estatistica

As variaveis demograficas, médicas e comportamentais foram avaliadas através do
nimero absoluto e sua frequéncia na amostra. Médias das variaveis clinicas periodontais
foram geradas para cada individuo. A normalidade dos dados foi avaliada através de
histogramas e do teste de Shapiro-Wilk. Dados que nao seguiram padrées de normalidade
foram analisados com estatistica nao paramétrica ou foram transformados em log de base

10 e modelos lineares foram aplicados.

O desfecho primario do presente estudo foi o estresse oxidativo avaliado a partir de
trés variaveis dependentes (sulfidrilas em soro, FRAP em soro e FRAP em saliva). Dessas
variaveis, FRAP na saliva apresentou distribuicao assimétrica e foi transformada em

logaritmo na base 10 para a aplicagao de testes paramétricos e modelos lineares.

As variaveis de exposicao principais foram compostas por descritores periodontais,
sendo eles: presenca de periodontite grave segundo a classificacio de Eke et al. (presenca
de 2 ou mais sitios interproximais com PIZ6mm, nio no mesmo dente, e pelo menos 1
sftio interproximal com PS=5mm) (102); profundidade de sondagem média de todos os

sitios; e perda de insercao clinica média de todos os sitios.

Outras variaveis independentes que podem atuar como preditoras de doenga renal e
como confundidoras da associacio entre DP e doenca renal foram: idade, sexo, nivel
socioeconomico, realizacio de atividade fisica regular, estigio de DRC, uso de

hipoglicemiante/insulina, niveis de PCR-US, e categoria de IMC.
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Para caracterizacdo socioeconémica e nivel educacional, foi utilizado o Critério de
Classificagio Economica Brasil (119). Foram aplicadas perguntas sobre bens domésticos,
grau de escolaridade do chefe da familia e acesso a servigos publicos. A soma das respostas
dos individuos gerou uma categorizagio em nivel socioecondémico baixo (classes D-E),
médio (classe C) e alto (classes A e B). O nivel educacional foi acessado através da
escolaridade do chefe de familia. Os participantes foram classificados em nivel educacional
baixo (até 4" série do ensino fundamental incompleta), médio (4" série do ensino

fundamental até ensino médio incompleto) e alto (a partir do ensino médio completo).

A realizagio de atividade fisica regular, de acompanhamento nutricional e os dados de
peso e altura utilizados para calculo de Indice de Massa Corporal (IMC) foram auto
reportados. Foi considerada atividade fisica regular aquela realizada por pelo menos 30
minutos, 5 dias por semana (120). O IMC foi calculado através da divisao do peso do
individuo pela sua altura elevada ao quadrado, gerando categorizages previamente

determinadas como peso normal ou eutréfico, sobrepeso e obesidade (121).

O habito de fumar foi auto reportado. Devido ao reduzido numero de fumantes na
amostra (n=9), foi utilizada também a exposi¢ao ao fumo durante toda a vida, em packyears
(pacotes de cigarro/ano). Os participantes foram classificados como nunca fumantes,

fumantes moderados (menos de 20 packyears) e fumantes pesados (a partir de 20 packyears).

A proteina C-reativa ultrassensivel (PCR-US) foi dicotomizada com ponto de corte em
3mg/dl (122). Para hemoglobina glicada (HbAc1), o ponto de corte foi 6,5% (123). Para
verificar a presenca de outras patologias associadas a doencga renal cronica e a possivel
interferéncia nas andlises, utilizou-se o Indice de Comorbidades de Charlson (124), que
avalia a quantidade de comorbidades e gera um valor numérico. Realizou-se a divisao em

trés estratos, conforme previamente descrito (125).

Associagoes entre a condicao periodontal e os diferentes marcadores de estresse
oxidativo foram avaliadas através de modelos de regressio linear multipla, ajustando para
fatores de risco importantes para doenga renal cronica e doenga periodontal, bem como
possiveis interferentes no estresse oxidativo. A modelagem seguiu uma estratégia proposital
(purposeful approach) de Hosmer e Lemeshow (126). Modelos univariados foram aplicados e
variaveis independentes apresentando p-valor <0,25 foram carregadas para um modelo
multivariado. Para a manutencao no modelo multivariado, foram levados em consideracao

efeito confundidor e valores de p<0,05. Variaveis que apresentassem p<0,05 permaneciam
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no modelo. Efeito confundidor foi avaliado com a remocdo e inclusio de variaveis e
avaliacao da modificacdo da estimativa de associaciao de outras variaveis >20%. A unidade
analitica foi o individuo e o nivel de significancia foi estabelecido em 5%. As analises foram

realizadas utilizando o pacote estatistico STATA versio 14.
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RESULTADOS

A sele¢do da amostra ocorreu no Servico de Nefrologia do HCPA de acordo com
critérios de elegibilidade e inclusiao pré-estabelecidos. A figura 1 demonstra o numero de
individuos avaliados em cada estagio de sele¢dao, bem como os motivos de nao serem

elegiveis ou passiveis de inclusio no estudo.

PRE-SELECAO Motivos ndo elegibilidade:
703 136 =2 TFG > 60 ml/min/1,73m?
22 = neoplasia maligna
15 = dialise
] 14 HIV +
CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE 10 = outros
ELEGiVE'S Motivos ndo inclusio:
506 135=> menos de 4 dentes
90 - antibidtico/ imunossupressor
88 = recusa
. . 6 —» tratamento
CRITERIOS DE INCLUSAO periodontal/ortodéntico
SELECAO
187
CONSULTA AGENDADA 48-> ndo compareceram a consulta
INCLUSAO
139
ANALISES DE EO 3 Dexclusdes das analises de EO
136

Figura 1. Fluxograma de selecao da amostra
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Entre setembro de 2015 e agosto de 2016, foram avaliados 703 individuos quanto a
elegibilidade na pesquisa, sendo que 198 nao perfizeram os critérios de elegibilidade. Dos
506 individuos elegiveis restantes, verificou-se a adequagao aos critérios de inclusao, e 319
(63%) nao preencheram estes critérios: 135 (27%) apresentavam menos de 4 dentes ou
eram edéntulos, 90 (18%) utilizaram antibiético ou imunossupressor nos 6 meses
anteriores, 88 (17%) recusaram a participacio e¢ 6 (1%) passaram por tratamento
periodontal recente ou utilizavam aparelho ortodontico. Dentre os individuos que se
enquadraram em todos os critérios e aceitaram participar da pesquisa, 48 nao
compareceram a consulta agendada, portanto a amostra final consistiu em 139 pacientes
com DRC. Dos 139 pacientes incluidos e examinados, 3 apresentaram niveis
extremamente alterados dos marcadores de EO avaliados e foram excluidos da anailise,

resultando em uma amostra com 136 individuos.

A amostra foi predominantemente composta por individuos do sexo masculino
(62%), nao fumantes (83%), com idade média de 60 anos. O tempo de acompanhamento
médio no Servico de Nefrologia foi de 4,5 anos. A média da TFG foi de 24
ml/min/1,73m? e a distribui¢do nos estagios 3, 4 ¢ 5 de DRC foi de 29%, 48% e 23%,

respectivamente.

A Tabela 1 apresenta os parametros periodontais da amostra. A média de dentes
nesses pacientes foi de 17,1. Observou-se altos indices de placa visivel (70%) e
sangramento marginal (55%), assim como a maior parte dos sitios com sangramento a
sondagem (69%). As médias de profundidade de sondagem e perda de insercao clinica
foram de 2,6mm e 3,8mm, respectivamente. Segundo os critérios propostos pela Academia
Americana de Periodontia(102), a maior parte da amostra apresentou periodontite (68%),

sendo que 48% apresentaram periodontite grave.
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Tabela 1. Dados descritivos dos parametros clinicos periodontais na amostra.

Parametros periodontais Valores na amostra
Dentes presentes (n) 17,1 (£7,4)
Indice de placa visivel (%) 70% (£21%)
Indice de sangramento gengival (%o) 55% (£30%)
Profundidade de sondagem (mm) 2,6 (£0,0)
Perda de insercao clinica (mm) 3,8 (1,4
Sangramento a sondagem (%) 69% (£21%)
Periodontite (n/%)* 93 (68%)
Periodontite grave (n/%0)* 05 (48%)

>2 dentes com PS >5mm (n/%) 62 (46%)

>2 dentes com PI 26mm (n/%) 83 (61%)

Dados reportados em nimeros absolutos, frequéncias (%) ou médias + desvio padrio.

*Critério CDC-AAP (102).

Na Tabela 2 constam os modelos de regressio logistica multinomial para a
associagao entre a condigao periodontal e estagio da DRC, resultados principais do projeto
maior, que demonstram a associa¢ao entre as duas doencas. No modelo univariado, ter
periodontite grave aumentou em, aproximadamente, 2,8 e 3,4 vezes a chance de estar nos
estagios 4 ¢ 5 da DRC, respectivamente, quando comparado a estar no estagio 3
(referéncia). Além disso, ter dois ou mais dentes com perda de inser¢ao maior ou igual a 6

mm aumentou em, aproximadamente, 4 vezes a chance de estar no estagio 5 da DRC.

Quando ajustados para sexo, fumo, suplementag¢ao de vitamina D, atividade fisica e
tempo de tratamento nefrolégico, o fato de ter periodontite grave aumentou em 2,8 e 3,4
vezes a chance de estar nos estagios 4 e 5 da DRC, respectivamente, quando comparado a
estar no estagio 3 (referéncia). Ter dois ou mais dentes com perda de inser¢io maior ou

igual 2 6 mm aumentou em 3,9 vezes a chance de estar no estagio 5 da DRC.
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Tabela 2. Modelos de regressao logistica multinomial para associa¢io entre condigdao
periodontal e estagio da doenga renal cronica.

Estagio 4 Estagio 5
RRR 1C95% RRR 1C95%

MODELOS UNIVARIADOS
Modelo 1
Periodontite grave 2,881 1,25-6,62 3417 1,27 — 9,09
Modelo 2
2+ dentes com PS =25mm 1,80 0,80 — 4,05 1,86 0,72 — 4,82
Modelo 3
2+ dentes com PI=6mm 1,86 0,84 —4,11 395t 1,39-11,24
MODELOS MULTIVARIADOS*
Modelo 1
Periodontite grave 2,83+ 1,15-6,92 3,391 1,21 — 9,49
Modelo 2
2+ dentes com PS =25mm 1,03 0,84 — 4,87 2,28 0,82 — 6,37
Modelo 3
2+ dentes com PI=6mm 1,90 0,79 -4,59 3901+ 1,30-11,67

*Ajustado para sexo, fumo, suplementagdo de vitamina D, atividade fisica e tempo de tratamento nefroldgico.
Tp<0,05.

A Tabela 3 apresenta os valores médios (desvio-padrio) dos niveis séricos e
salivares de FRAP e séricos de sulfidrila de acordo com variaveis médicas, demograficas e
comportamentais. A maioria dos parametros avaliados nao esteve relacionada a alteragoes
significativas nos niveis de estresse oxidativo nesta amostra. Dentre as variaveis que
alteraram os resultados, a realizacdo de atividade fisica regular melhorou os niveis de
sulfidrilas no soro e de antioxidag¢ao em saliva. A idade influenciou apenas o resultado do
FRARP salivar, sendo que quanto mais velho o individuo, maiores os niveis de antioxidacao
encontrados. Houve maiores niveis de FRAP no soro de individuos com proteina C-reativa
ultrassensivel aumentada (PCR-US). E, por fim, ter um fluxo salivar maior, reduziu a

antioxidag¢ao na saliva dos pacientes com doenga renal cronica.
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Tabela 3. Distribui¢ao das variaveis médicas, demograficas e comportamentais na amostra e médias (X desvio-padrao) dos niveis séricos e salivares de
FRAP e séricos de sulfidrila de acordo com as mesmas variaveis (n=130).

Idade
20-49 anos
50-64 anos
=65 anos
Sexo
Masculino
Feminino
Nivel educacional
Baixo
Médio
Alto
Nivel socioecondmico
Baixo
Médio
Alto
Atividade fisica regular
Naio
Sim
Acompanhamento nutricional
Nao
Sim
Tempo de acompanhamento da DRC
< 5 anos
= 5 anos
Estagio de DRC
3
4
5

1’1/0/0

30 (22%)
51 (38%)
55 (40%)

84 (62%)
52 (38%)

25 (18%)
64 (47%)
47 (35%)

32 (23%)
81 (60%)
23 (17%)

110 (81%)
26 (19%)

85 (62%)
51 (38%)

85 (62%)
51 (38%)

39 (29%)
65 (48%)
32 (23%)

FRAP
Soro

1714,8 (£407,2)
1754,2 (£389,6)
1759,0 (£340,5)

1767,1 (£347,0)
1715,7 (£411,1)

1661,1 (+378,1)
1791,3 (+364,6)
1733,7 (+378,1)

1637,9 (+321,2)
1776,3 (£355,8)
1753,1 (+438,5)

1775,5 (£374,0)
1628,8 (£346,4)

1725,0 (£381,6)
1784,7 (£360,1)

1772,1(+42,7)
1706,4 (£46,7)

1658,7 (£366,1)
1721,9 (+365,3)
1907,6 (+354,5)F

0,86

b

0,44

5

0,32

0,30
0,07
0,37

b

0,32

b

0,01

b

FRAP
Saliva

908,2 (£436,9)
1257,4 (£729,2)t
1317,6 (+£659,0)+

1138,1 (£652,4)
1312,4 (£667,9)

1028,3 (+493,7)
1200,7 (+673,6)
1304,0 (+712,8)

1096,5 (£641,8)
1174,6 (+624,6)
1358,8 (£755,2)

1272,2 (£675,5)
919,2 (+517,2)t

1216,3 (+714,2)
1186,9 (£574,4)

1189,9 (+692,7)
12294 (£611,4)

1135,0 (+641,0)
1196,1 (+636,8)
1307,3 (+£739,5)

p**

0,02

b

0,10

5

0,39

0,41
0,01
0,83

5

0,45

5

0,68

5

Sulfidril
Soro

6,6 (+2,0)
6,2 (+1,5)
6,2 (+1,8)

6,4 (+1,9)
5,9 (£1,5)

6,2 (+1,9)
6,4 (+1,8)
6,14(1,6)

6,2 (+1,9)
6,2 (+1,8)
6,3 (+1,7)

6,0 (£1,7)
7,1 (£1,8)

6,3 (£ 1,9)
62 (£ 1,5)

6,2 (£1,7)
6,2 (£1,8)

6,3 (£1,7)
6,4 (£2,0)
5,8 (£1,3)

0,30

b

0,08

b

0,12

0,95
0,003
0,80

b

0,93

bl

0,26

b



Indice de massa corporal
Normal
Sobrepeso
Obeso
Fumo
Nunca fumante
Fumante moderado
Fumante pesado
Uso de estatinas
Nio
Sim
Uso de insulina/hipoglicemiante
Naio
Sim
Uso de alopurinol
Naio
Sim
Proteina C-reativa
< 3mg/dl
> 3mg/dl
Hemoglobina glicada
< 6,5%
= 6,5%

Indice de Charlson
Até 2
3-4
>5
Fluxo salivar
<0,5 ml/min
=>0,5 ml/min

*Teste t ou ANOVA, quando aplicavel.

35 (26%)
54 (40%)
47 (34%)

80 (59%)
26 (19%)
47 (22%)

63 (46%)
73 (54%)

98 (72%)
38 (28%)

104 (76%)
32 (24%)

61 (45%)
75 (55%)

94 (60%)
42 (31%)

41 (30%)
60 (44%)
35 (26%)

95 (70%)
41 (30%)

Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis, quando aplicavel.

T p<0,05 comparado a categoria de referéncia (primeira categoria).

1716,7 (£370,7)
1727,8 (£373,1)
1792,9 (£375,8)

1730,3 (£365,0)
18254 (£361,0)
1725,7 (£403,4)

1782,0 (£398,8)
1717,7 (£347,6)

1779,8 (£393,8)
1664,1 (£298,3)

1750,7 (£386,0)
1736,9 (£328,6)

1670,1 (+341,0)
1810,4 (+386,6)F

1772,2 (+378.,9)
1692,1 (+354,7)

1759,3 (+388.3)
1695,3 (+382,0)
1823,1 (+329,5)

0,58

b

0,49

b

0,32

b

0,10

b

0,85

0,02

0,25

0,26

1043,7 (+545.9)
1158,1 (+711,8)
1378,3 (£653,2)

1188,4 (£608,7)
1340,3 (£752,4)
1130,8 (£718,5)

1100,8 (£654,3)
1294.4 (£658,7)

1204,3 (£654,0)
1205,8 (+689,1)

1186,9 (+663,2)
1262,6 (+662,5)

1102,3 (£575,9)
1288,0 (£716,5)

1154,3 (+619,2)
1317,6 (£742,8)

1161,1 (£692,5)
1171,8 (£677,7)
1312,1 (+599,6)

1417,0 (£651,5)
712,8 (£351,9)F

0,05

b

0,37

b

0,06

b

0,95
0,45

b

0,20

b

0,29

0,27

<0,001

6,1 (£1,7)
6,3 (£1,9)
6,3 (£1,8)

6,2 (£1,8)
6,5 (£1,9)
6,2 (£1,7)

6,3 (£1,9)
6,2 (£1,7)

6,2 (£1,8)
6,3 (£1,6)

6,5 (£1,7)
6,0 (£1,8)

6,3 (£1,9)
6,1 (£1,5)

6,5 (+2,0)
6,2 (+1,6)
6,0 (+1,6)

48

0,91

b

0,62

b

0,90

b

0,80

b

0,13

b

0,64

0,50
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Modelos de regressao linear ajustando para variaveis confundidoras foram utilizados para

avaliar a associagao entre a condi¢dao periodontal e a concentragao sérica de FRAP e sulfidrilas

(tabela 4). Trés modelos, usando a definicao de periodontite grave, média de profundidade de

sondagem (PS) e média de perda de insercao (PI) média foram utilizados. Os niveis séricos de

sulfidrilas estiveram significativamente associados a profundidade de sondagem média, mesmo

apos ajuste para sexo e atividade fisica, sendo que o valor do coeficiente beta foi de 0,41, o que

demonstra que cada 1 mm de alteracdo na média de PS foi capaz de aumentar 0,41 nmol/mL nos

valores do FRAP. Nenhum outro descritor periodontal esteve significativamente associado aos

niveis séricos de FRAP ou sulfidrila.

Tabela 4. Modelos de regressao linear para associacao entre condi¢ao periodontal e

concentracao sérica de FRAP e sulfidrilas.

Beta 1C95% p
FRAP*
Modelo 1
Periodontite grave  -66,3  -189,3—56,6 0,29
Modelo 2
PS média 521 -150,6—463 030
Modelo 3
PI média 127 -546-291 055
SULFIDRILA**
Modelo 1
Periodontite grave 0,18 -0,40 — 0,76 0,53
Modelo 2
PS média 0,41 0,01 — 0,81 0,04 +
Modelo 3
PI média -0.03 -0.21 -0.15 0.75
*Ajustado para nivel socioeconémico, uso de insulina/hipoglicemiante, estigio de DRC,
IMC e PCR-US.
**Ajustado para atividade fisica e sexo.
T p<0,05

Em relacdo aos niveis salivares de FRAP, os mesmos modelos de regressao linear foram

utilizados (tabela 5). Quando ajustados para idade, nivel socioeconémico, IMC, atividade fisica e
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fluxo salivar, nenhum dos descritores periodontais esteve significativamente associado aos niveis

salivares de FRAP.

Tabela 5. Modelos de regressao linear para associagao entre condi¢ao
periodontal e concentragao de FRAP na saliva (log na base 10).

Beta 1C95% P

FRAP salivar*

Modelo 1

Periodontite grave -0,06 -0,22 - 0,11 0,49
Modelo 2

PS média -0,04 -0,17 - 0,10 0,61
Modelo 3

PI média 0,004 -0,07 — 0,07 0,91

*Ajustado para idade, nivel socioeconomico, IMC, atividade fisica e fluxo salivar.

Para verificar se os niveis de FRAP no soro e saliva estariam correlacionados, foi realizada
uma analise adicional. O Grafico 1 ilustra a dispersao dos dados correlacionando concentragiao
salivar e sérica de FRAP. O modelo de regressio linear multivariado da predi¢ao de FRAP no
soro por parte da concentra¢ao de FRAP na saliva (transformado em log de base 10) incluiu nivel
socioecondmico, IMC, uso de insulina/hipoglicemiante e estigio da DRC. O coeficiente foi de
217,2 (erro padrao de 58,6) com p<0,001 e R? ajustado igual a 0,23. Houve, portanto, correlacao

dos niveis de FRAP encontrados na saliva e no soro.
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Grafico 1. Correlacido entre os niveis de FRAP em soro e saliva.
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DISCUSSAO

O estudo de maior magnitude, do qual esta dissertacao deriva, apresentou como objetivo principal
a investigacdo de uma possivel associacio entre a doenga renal cronica e a doenca periodontal. Como
achado mais relevante, encontrou-se, de fato, uma associa¢io importante entre ter periodontite grave (bem
como ter mais de dois sitios proximais com PI= 6 mm) com estar em estdgios mais avancados de DRC,
ou seja, a periodontite foi considerada um preditor de risco para a condi¢do renal de pacientes pré-
dialiticos. Este dado estd de acordo com diversos estudos encontrados na literatura (8, 33, 34, 61-63, 65),

entretanto, foi o primeiro a comparar diferentes estagios de DRC pré-dialitica entre si.

Este estudo avaliou marcadores séricos e salivares de estresse oxidativo em uma amostra
de 136 pacientes com diferentes niveis de DRC em tratamento por aproximadamente 4,5 anos
em um servico de atencio terciaria. Observou-se uma alta prevaléncia de doenga periodontal na
amostra, sendo que a profundidade de sondagem média esteve associada aos niveis séricos de
sulfidrilas. Além disso, os niveis de antioxidacdo em saliva estiveram significativamente
correlacionados aos seus niveis séricos. Até onde os autores tém conhecimento, esse ¢ o primeiro
estudo que avalia o impacto da doenga periodontal sobre os niveis de estresse oxidativo em

pacientes renais cronicos.
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Foram avaliados dois marcadores de estresse oxidativo em amostras sanguineas e
salivares, antioxidagio total e tidis/sulfidrilas, além de estarem previstas andlises de dois
marcadores adicionais: oxidacdo total e carbonilas. A mensuracio de sulfidrilas na saliva desta
amostra nao foi possivel, pois ndo houve deteccao, mesmo apos a utilizagdo de maiores volumes
salivares (até 160 ul). Acredita-se que essa dificuldade de detectar —SH na saliva, tenha resultado
da pequena quantidade de proteinas — nas quais estdo as sulfidrilas - cuja concentragao seria de
aproximadamente 3% em comparacido com o sangue (127). Este fato por si s6 ja é um resultado
interessante, visto que alguns marcadores de oxidagao e antioxidagdao se manifestam normalmente
na saliva. Tendo em vista esse achado, foram reportadas apenas as analises séricas de sulfidrilas,

além dos valores da antioxidacao total sérica e salivar.

Comparagoes diretas dos resultados deste estudo com a literatura ndo sao possiveis em
funcao do ineditismo. De maneira geral, a literatura demonstra que, tanto a doenca periodontal
quanto a DRC, quando avaliadas isoladamente, aumentam significativamente os niveis de
diferentes marcadores de EO (13, 108). No presente estudo, a profundidade de sondagem média
foi o tnico descritor de doen¢a que demonstrou estar associado com os valores de sulfidrilas,
mesmo apos ajustes. A profundidade de sondagem (PS) é uma medicao relacionada a inflamagao
periodontal, motivo que poderia justificar a altera¢do encontrada nos valores de sulfidrilas, uma
vez que ha relagdo entre inflamacido e estresse oxidativo (75). Todavia, esperava-se que quanto
maior a PS, menores niveis de sulfidrilas fossem encontrados, e justamente o contrario ocorreu.
Na literatura, a procura de explicagdes demonstrou que a comparagao deste dado ¢
particularmente dificil, uma vez que niao foram encontrados outros estudos analisando os niveis
de sulfidrilas em individuos com doenga periodontal. Tanto as revisdes de literatura quanto os
estudos clinicos de periodontia ndo costumam incluir este marcador em suas analises (85, 128). A
importancia da mensura¢ao desse marcador se justifica pelo fato de que a sulfidrila demonstra
nao apenas antioxidagao e defesa contra o EO, mas também pode ser um marcador de dano
proteico reversivel, em fun¢io do dinamismo das reagdes de oxirreducao, sendo comumente
utilizada em estudos de DRC. Outras areas da saude costumam avaliar as sulfidrilas,
principalmente associada a mensuracio de carbonilas, expressando danos proteicos (52, 53). As

sulfidrilas foram detectadas apenas em amostras séricas no presente estudo.

Os parametros periodontais nao estiveram associados a diferencas significativas nos niveis
de antioxidagao total, avaliada pelo método FRAP, seja em saliva ou em soro. Apesar de

inimeros estudos em periodontia avaliarem os niveis de antioxidagdo total, a utilizacio da
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metodologia FRAP ¢ rara (129, 130). O tnico encontrado que avaliou a relagio do FRAP com a
doenga periodontal incluiu uma amostra de 129 individuos, mas utilizou o protocolo de exame
CPITN (131), o qual apresenta diversas limitagdes ja conhecidas (132) e verificou os niveis de
FRAP apenas na saliva. Os autores também nao encontraram associacao da doenga periodontal
com os valores de antioxida¢iao na amostra (130). Dentre os estudos que avaliaram a antioxidagao
total a partir de metodologias distintas do FRAP, Brock e colaboradores nio encontraram relagao
dos seus niveis séricos e salivares com a DP, em uma amostra reduzida de 17 individuos com
periodontite e 17 controles (96). Por outro lado, a maior parte dos estudos, verificou redugao da
antioxidagdo frente a presenca de periodontite, tanto através de avaliagdes enzimaticas (17, 20)
quanto nao enzimaticas (13, 15). A avaliacao da antioxida¢iao é um desafio devido a diferentes
metodologias de mensuracdo, tecidos ou fluidos avaliados, biomarcadores e também pela

oscilagao dos seus niveis, tendo em vista o dinamismo dos processos bioldgicos (23).

Quanto a relagdo da doenca renal cronica com as sulfidrilas, a presente avaliagdio nio
observou diferenca significativa nos seus niveis séricos ao comparar diferentes estagios de DRC.
Nao foi possivel tracar um paralelo direto com a literatura, pois os estudos de nefrologia que
avaliaram este mesmo marcador ndo compararam diferentes estagios de DRC cronica pré-
dialitica entre si, utilizando apenas compara¢des com grupos controle ou grupos em dialise (52,
53, 107). A comparagao entre extremos — dialise e auséncia de DRC — provavelmente é capaz de
demonstrar maiores diferencas para qualquer parametro ou marcador avaliado, entretanto, a

extrapolagao dos resultados limita-se a parcela reduzida da populagao avaliada.

Os estagios de DRC estiveram relacionados a diferengas significativas nos valores do
FRAP sérico, sendo que maiores valores de antioxidagio foram encontrados no estagio 5, em
comparagao com o estagio 3. Este resultado esta de acordo com outros estudos que avaliaram a
antioxida¢ao total em doentes renais cronicos, apesar de terem utilizado metodologias distintas
(22, 108). Dounousi e colaboradores encontraram relagao inversa da antioxidagao com a TFG (r -
0,345, p<0,01) e mostraram que estagios mais avancados de DRC corresponderam a maiores
nfveis de antioxidacdo total (22). Tais resultados podem ser decorrentes da tentativa do
hospedeiro de contrabalancar maior oxidagao, apesar desse mecanismo nao ter sido avaliado nos

estudos previamente citados.

Outro objetivo do trabalho foi verificar se haveria correlagao entre niveis de EO medidos
em soro e em saliva. Embora diversos estudos tenham avaliado niveis salivares e sanguineos de

marcadores de EO (12, 13, 17, 83, 133-135), poucos correlacionaram os valores obtidos entre os
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fluidos. Na amostra deste trabalho, observou-se que os niveis de antioxidagdo na saliva
verificados pelo FRAP foram capazes de predizer os nfveis séricos desses marcadores (R*=0,23,
p<0,001). Este foi o primeiro estudo encontrado na literatura a correlacionar dados obtidos em
amostras salivares e amostras séricas em individuos com diferentes graus de DRC pré-dialitica. O
fato de a saliva expressar marcadores de EO de maneira correlacionada com os niveis séricos ¢ de
extrema importancia, pois sugere que um desequilibrio oxidativo resultante de problemas bucais
poderia induzir aumento do estado oxidativo sistémico. A verificagio de que uma doenca bucal
seria capaz de alterar niveis de marcadores sanguineos de um individuo demonstraria a
repercussao sistémica desta doenga ou condigao (85), abrindo-se um grande e inexplorado campo
de investigagao (136). Nos resultados deste estudo, apesar da correlagdo entre os niveis de
antioxidag¢ao total medidos em saliva e soro, a maioria dos descritores de doenga periodontal nao

alterou significativamente os marcadores de EO avaliados, tanto local, quanto sistemicamente.

Assim como no presente estudo, Baltacioglu e colaboradores também encontraram
correlagao significativa entre marcadores de EO medidos em soro e saliva, sendo que foram
avaliados os niveis de oxida¢io total e antioxidacdo total, medida através do ensaio de reducao de
ABTSe (13) de 98 individuos com e sem periodontite. Onder e colaboradores investigaram a
correlagao entre trés medidas de dano oxidativo — 8-OHdG, malondialdeido e um tipo de
hidroperoéxido lipidico — ndo encontrando correlagoes entre esses marcadores em 51 individuos
com e sem periodontite (137). Estudos fora do ambito da periodontia também correlacionaram
nfveis salivares e sanguineos de EO. Deminice e colaboradores compararam quatro
biomarcadores de EO em plasma e saliva — acido urico, TBARS, hidroperéxidos lipidicos e
glutationa (GSH) — sendo que apenas os valores de acido urico apresentaram correlagao (1=0,51,
p<0,05) em uma amostra de apenas 10 individuos do sexo masculino submetidos a exercicios
fisicos de hipertrofia (138). Lawaf e colaboradores avaliaram a correlagio da antioxidagido total
em plasma e saliva, medida pelo ensaio de reducao de ABTSe, em uma amostra de 84 individuos
com desordens temporomandibulares, mas ndo encontraram correlagio (139). Wang e
colaboradores, em uma amostra de 237 chineses, demonstraram correlacio entre os niveis de

carbonilas medidos em saliva e plasma (r=0,44, p<0,001) (140).

Além do uso como meio diagndstico local, a saliva cada vez mais ¢é utilizada como um
meio diagndstico sistémico em compara¢ao com a coleta sanguinea. Apresenta diversas
vantagens, como a simplicidade de obtenc¢do das amostras, a aceitacao do paciente, a economia, a

diminuicio de riscos, a conveniéncia, ¢ a facilidade de utilizacio em estudos com maiores
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amostras, sendo um fluido de analise altamente promissor (98, 136). O método de coleta salivar
total nao estimulada é mais indicado por refletir o fluxo salivar basal dos individuos, presente na
maior parte do dia. Além disso, a nao estimulacio evita a produgao de possiveis interferentes nos

resultados salivares (98, 141).

O presente trabalho apresenta algumas limitagées que devem ser consideradas, incluindo
o delineamento transversal, que nao permite a demonstracio de causalidade. Futuras analises
nesta mesma amostra, com acompanhamento longitudinal ou a realizagdo de um estudo de
intervencao, poderdo auxiliar na elucidag¢ao das questdes levantadas. Outra limitagao consiste a
avaliacio somente de antioxidagao total e sulfidrilas, fato que impede uma visio mais abrangente
de todo o quadro oxidativo nesses pacientes. Entretanto, ja estdo previstas mais duas avalicbes de
EO — carbonilas e status total oxidativo — possibilitando uma interpretacio menos enviesada da

questao (94).

Como ponto positivo, ressalta-se o ineditismo: este é o primeiro estudo a avaliar um
possivel impacto da doenca periodontal sobre o EO em nefropatas. Os estudos de associagao e
de intervencdo que investigam a relagao entre doenca periodontal e DRC nio costumam
investigar os mecanismos biolégicos envolvidos, o que fundamenta a importiancia de realizar
trabalhos nessa area. Além disso, destaca-se que diversos cuidados metodologicos estiveram
presentes, tais como: um rigoroso controle para variaveis que poderiam interferir sobre o
desfecho, cuidado realizado tanto na sele¢io da amostra, quanto nos ajustes presentes na analise
estatistica, o uso de protocolo de exame periodontal completo com examinadores treinados e
calibrados, que evita subestima¢ao da doenca periodontal na amostra (132) e, também, vieses de
afericdo, a realizagdo de coleta salivar total nio estimulada, as avaliagbes em duplicata dos
marcadores de estresse oxidativo de toda a amostra, bem como a coleta de dois fluidos corporais,
incluindo a saliva. A posterior analise de dois marcadores adicionais de estresse oxidativo e de
biomarcadores inflamatérios nas mesmas amostras sanguineas e salivares é outro aspecto
importante a ser ressaltado, pois oferecera um quadro mais claro e amplo dos mecanismos de
plausibilidade biolégica envolvidos na associagio da doenga periodontal com a doenga renal

cronica.
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CONCLUSAO

A presenga de periodontite foi capaz de atuar como preditora de risco para pior fun¢ao
renal, ndo alterando, entretanto, os biomarcadores séricos e salivares de estresse oxidativo em
doentes renais cronicos. O unico descritor periodontal associado a alteragées oxidativas nesta
amostra foi a profundidade de sondagem, que esteve relacionada a maiores niveis séricos de
sulfidrilas. Os niveis séricos e salivares de antioxidacdo total, mensurados através do FRAP,
apresentaram correlacdo significativa em doentes renais cronicos. A analise de outros marcadores
oxidativos e de marcadores inflamatérios nessa amostra ira auxiliar na melhor compreensao do
impacto da doenga periodontal sobre a doenga renal cronica e sobre o estresse oxidativo nesses

individuos.
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APENDICES

Apéndice I. Questionario estruturado para entrevista dos participantes

Dados Pessoais

I na pesquisa

Nome

iNome completo})
Prontuaric HCPA
Enderege

{Rua/favenida, bairrc e cidade})
Telefone 1

(D00 e o ndmero)
Telefone 2

{DDD e o ndmero)
Telefone 3

{{DDD) e o nimero)
Sexo [ Masculine

[] Feminine

[rata de Nascimento

(MES - DIA - ano)

Idade

Raca [] Branca
[[] Preta
[] Parda
[ Amarela
[ Indigena
{Autedeclarada)

Estado civil [] Soclteircia})
[] Casado(a)/Uniac estavel
[[] Diverciadola)
[ Vidvol(a)
] Cutro

Caracterizacao Socioeconomica

Quantidade de banheiros

BWRN O

ou mais

Empregados domésticos

00000 Oooad

ou mais

0
1
2
3
4
mensalista, minime 5 dias na semana)

=

Automaoveis

ou mais

Micrecemputador

0000 00000
WO BWwoROo

] 4 ou mais
{NAO inclui tablet, smartphene, palmtoep. Inclui
notebeok, laptep, pc de mesa.)



Lava-lougas

Geladeira

Freezer

Lava-roupa

VD

Microondas

Motocicleta

Secadora de roupas

Escolaridade do Chefe de Familia

Agua Encanada

Rua pavimentada

Pontos - Critério Brasil

00000 00000 00004

BN O

4 ou mais
AC inclui o freezer da geladeira duplex})

=

BWR O

00000 00000 0oooo

iparticular, nae inclui use de motecicleta do
trabalho}

o

LI RO

O
O
0
[] 4 ou mais

{inclui maguina que lava e seca)

[ Analfabeto ou até fundamental incompleto

[J Fundamental | completo até Fundamental ||
incompleto

[J Fundamental Il complete até Médio incompleto

[J] Médio incompleto até Superior incompleto

[ Superior completo

[ Yes
[ Ne
{ABEP})

[ Yes
[ Ne

{ABEP}

{calcular deppis)



Fatores Comportamentais

Vocd fuma atualmente? [ Yes
[ Ne
[J | quitted
{Se nao fuma, passe para pergunta: Yocé ingere
bebidas alcodlicas? / Se ex-fumante, passe para
a pergunta: Ha quantos anos vocd parou de
fumar?)

Quantes cigarres por dia?
{Nao fumante cu ex-fumante = 0}

Por quantos ancs?

{Nap fumante cu ex-fumante = 0}

Ha quantos anos vocé parou de fumar?

{(Nao fumante = 0. Se fumante atual, DEIXAR EM
BRANCO e passar para pegunta: Vocé ingere
bebidas alcotlicas?)

Quantos cigarros por dia vocé fumava?

{Nao fumante = 0. Se fumante atual, DEIXAR EM
BRANCO e passar para pegunta: Vocé ingere
bebidas alcodlicas?)

Por quantos anos vocd fumou?

{Nao fumante = 0. Se fumante atual, DEIXAR EM
BRANCO e passar para pegunta: Vocé ingere
bebidas alcotlicas?)

Voce ingere bebidas alcodlicas? [] Nunca
[ Raramente
[ As vezes
[ Fregientemente

Qual tipo? [J Nenhum
[] Cerveja
[ Vinhe
[ Cachaga
[ Cutro
{Assinalar a bebida alcodlica que mais consome})

Quantas deses/copo vocd ingere por semana?

{Se naoc ingere = 0}

Realiza atividade fisica regular? [ Yes
[J Ne
Realiza accmpanhamente nutricicnal 7 [1Yes

[ Ne



Habitos de Higiene Bucal e Acesso a Servicos

Odontologicos

Com que frequéncia vocd escova seus dentes?

Qual tipo de escova que voce usa?

Com gue frequéncia vocd limpa entre seus dentes?

0 gque vocd usa para limpar entre seus dentes?

Com que frequéncia voce vai ao dentista?

Onde foi a sua Gltima consulta?

Vocé ja fez tratamento gengival/pericdontal ?

(] Nunca

[ Menos de 1 vez por dia
[ 1 vez por dia

[ 2 vezes por dia

[J 3 cu mais vezes por dia

[[] Nae usa
] Macia

[ Média

[ Dura

[ Nao sabe

[] Nunca

[(] Menes de 1 vez por dia
[ 1 vez per dia

[ 2 vezes por dia

[ 3 cu mais vezes por dia

[1 Nada

[1 Palito de dentes
[] Fic dental

[] Escova interdental
[] Cutro

[ Nunca foi

[] Nao vou regularmente
[] 1vezacada 2 anos

[ 1 vez por anc

[(] 2 ou mais vezes ao ano

[ Nunca foi ac dentista

[ Servigo pablico

[ Servigo particular

[ Planc de saiide ou convénio
[[] Nao sabe

[] Cutro

[ Yes
[ Ne



Apéndice II. Ficha clinica de exame periodontal

Pacicoh: Exame _ _  Examinador: _ Dhatac
1E% fl=ausenie; | il
17 1] 15 14 [E] 12 il 21 21 1% 24 25 I a7
47 46 45 44 4% 4l 41 31 3T EE) 34 L Er T
150 (l=ausenie; |=presenie)
17 L& 15 14 [ 12 il 21 I} 1% 34 25 Ih 7
47 46 45 44 4% 4l 41 31 L F: EE) 34 L Er T
FEF U=msenie; |=calosko; Z=resimarng o ou protese mal-adapisds; S=coy e )
17 1] 15 14 [E] 11 1l 21 21 1% 24 25 I a7
47 46 45 44 4% R 41 ER] i1 EE) 34 x5 Y ER)
P
17 1] 15 14 [E] 12 il 21 21 1% 24 25 I a7
47 46 45 44 4% L 41 31 L 1% 34 x5 k] 7
"
17 1] 15 14 [E] 12 il 21 21 1% 24 25 I a7
47 46 45 44 4% L 41 31 i1 1% 34 x5 k] 7
S5 (Imausenie; 1=y [
17 1] 15 14 [E] 11 1l 21 21 1% 24 25 I a7
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Apéndice III. Parecer de aprovagio do CEP/HCPA.

HOSPITAL DE CLINICAS DE
PORTO ALEGRE - HCPA/  (QREIuy o™
UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO ASSOCIADO A DOENCA PERIODONTAL EM
INDIVIDUOS COM DOENCA RENAL CRONICA - UM ESTUDO PILOTO

Pesquisador: Fernando Saldanha Thomé

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 56121016.0.0000.5327

Instituigdo Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: AIPE/HCPA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.672.821

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Foram apresentados os seguintes documentos:

Termo de Compromisso para Uso de Dados (anexado em 13/05/2016).

Formulario de Delegagdo de Fungdes (anexado em 13/05/20186).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido unificado com o Projeto CAAE 56328316.6.0000.5327
(anexado em D8/08/20186).

Recomendagodes:

Nada a recomendar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As pendéncias emitidas para o projeto no parecer 1.644.386 foram adequadamente respondidas pelos
pesquisadores, conforme carta de respostas, nova versdo de projeto e de TCLE adicionadas em
08/08/2016. Nao apresenta novas pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Parecer liberado Ad-Referendum anterior a data prevista de relatoria, visando agilizar a tramitagdo do
projeto.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao



