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Resumo

Caribé PMV. Influéncia do tratamento da doenca periodontal na sirtuina 1 e na
lectina ligadora de manose em individuos com doenca arterial coronaria [Tese].
Sao Paulo: Instituto do Coracéo, Hospital das Clinicas HCFMUSP, Faculdade

de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2018.

INTRODUCAO: A premissa da relacdo entre o processo aterosclerético da
doenca arterial coronaria e a doenca periodontal € o0 processo imuno-
inflamatdrio, que provoca aumento significativo da concentragdo sérica de
lectina ligadora de manose. Essa proteina € parte da imunidade inata e possui
a capacidade de ligar-se aos residuos de manose comuns a varios patdogenos.
Estudos em animais também mostraram que o aumento da concentracao
sérica de sirtuina-1 associou-se com reducdo da inflamacdo. Evidéncias
indicam que a sirtuina-1 desempenha um importante papel na protecédo
vascular e estd associada ao envelhecimento. OBJETIVOS: Esse estudo
analisou a influéncia do tratamento ndo cirirgico da doenca periodontal na
concentracdo sérica de lectina ligadora de manose e de sirtuina-1 em
pacientes com doenca periodontal e doenca arterial coronaria. METODOS:
Foram avaliados 78 pacientes, 38 mulheres e 40 homens, média de idade de
58 £ 8 anos, distribuidos em 4 grupos: 20 individuos saudaveis (grupo 1), 18
pacientes com doenca aterosclerética e isentos da doenca periodontal (grupo

2), 20 pacientes com doenca periodontal e isentos de doenca arterial coronaria

(grupo 3) e 20 pacientes com doenca aterosclerotica e doenga periodontal



(grupo 4). Foi realizada coleta de sangue periférico no inicio e no final do
tratamento da doenca periodontal. RESULTADOS: Observou-se uma
correlacdo negativa entre a variagdo de concentracdo de lectina ligadora de
manose e a concentracao de sirtuina-1 (r = -0,30; p = 0,006). Os pacientes que
receberam tratamento para a doenca periodontal tiveram aumento da
concentracdo sérica de sirtuina-1 (1,06 + 1,03 vs. 1,66 + 1,64 ng/mL; p < 0,001)
e reducdo da concentracdo sérica da lectina ligadora de manose (1099,35 +
916,59 vs. 861,42 + 724,82 ng/mL; p < 0,001) quando comparamos 0S
momentos inicial e final do estudo. Observou-se reducdo na concentracao
sérica da lectina ligadora de manose e aumento da sirtuina-1 nos grupos 3 e 4.
A lectina ligadora de manose reduziu no grupo 3 de 886,27 + 906,72 ng/mL
para 689,94 + 808,36 ng/mL (p = 0,003) e no grupo 4 de 1.312,43 + 898,21
ng/mL para 1.032,90 + 602,52 ng/mL (p = 0,010). A sirtuina-1 aumentou no
grupo 3 de 0,80 £ 1,01 ng/mL para 1,49 + 1,55 ng/mL (p = 0,005) e no grupo 4
de 1,32 + 1,00 ng/mL para 1,82 + 1,75 ng/mL (p = 0,044). CONCLUSAO: O
tratamento periodontal, além da reducdo de processos infecciosos locais,
promove a reducdo da concentracao sérica de lectina ligadora de manose e
aumento da concentracdo seérica da sirtuina-1. Porém, estudos prospectivos
serdo necessarios para avaliar o impacto das alteracBes séricas dessas
proteinas como biomarcadores na incidéncia e no prognéstigo da doenca

arterial coronéaria.

Descritores: doencas periodontais, aterosclerose, proteina ligadora de manose,

sirtuinas, periodontite, inflamacgé&o.



Abstract

Caribé PMV. Influence of treatment of periodontal disease on the sirtuin 1
system and mannose-binding lectin in individuals with coronary artery disease
[thesis]. Sdo Paulo: “Instituto do Coracédo, Hospital das Clinicas HCFMUSP,

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2018.

BACKGROUND: The premise of the relationship between the atherosclerotic
process of coronary artery disease and periodontal disease is the
immunoinflammatory process, which causes a significant increase in serum
concentration of mannose-binding lectin. This protein is part of the innate
immunity and has the ability to bind to the mannose residues common to
various pathogens. Animal studies also showed that increased serum
concentration of sirtuin-1 was associated with reduced inflammation. Evidence
indicates that sirtuin-1 plays an important role in vascular protection and is
associated with aging. OBJECTIVES: This study examined the influence of non-
surgical treatment of periodontal disease on the serum concentration of
mannose-binding lectin and sirtuin-1 in patients with periodontal disease and
coronary artery disease. METHODS: Seventy-eight patients, 38 women and 40
men, mean age 58 = 8 years old, were divided into 4 groups: 20 healthy
subjects (group 1), 18 patients with coronary artery disease and without
periodontal disease (group 2), 20 patients with periodontal disease and without

coronary artery disease (group 3) and 20 patients with coronary artery disease



and periodontal disease (group 4). Peripheral blood samples were collected at
the beginning and at the end of the treatment of periodontal disease.
RESULTS: A negative correlation was observed between the concentration of
mannose-binding lectin and the concentration of sirtuin-1 (r = -0.30; p = 0.006).
Patients receiving treatment for periodontal disease had increased serum
sirtuin-1 concentration (1.06 + 1.03 vs. 1.66 + 1.64 ng/mL, p <0.001) and
decreased serum mannose-binding lectin concentration (1099.35 + 916.59 vs.
861.42 + 724.82 ng/mL, p <0.001) when we compared the initial and final
moments of the study. Reduction in serum concentration of mannose-binding
lectin and increase of sirtuin-1 were observed in groups 3 and 4. Mannose-
binding lectin reduced in group 3 from 886.27 + 906.72 ng/mL to 689.94 + 808
(P =0.010), and in group 4 from 1312.43 + 898.21 ng / mL to 1032.90 + 602.52
ng/mL (p = 0.010). Sirtuin-1 increased in group 3 from 0.80 £ 1.01 ng/mL to
1.49 + 1.55 ng/mL (p = 0.005) and in group 4 of 1.32 + 1.00 ng/mL to 1.82 +
1.75 ng/mL (p = 0.044). CONCLUSION: The periodontal treatment, in addition
to the reduction of local infectious processes, promoted the reduction of serum
concentration of mannose-binding lectin and increased serum concentration of
sirtuin-1. However, prospective studies will be needed to evaluate the impact of
serum changes of these proteins as biomarkers on the incidence and prognosis

of coronary artery disease.

Descriptors: periodontal diseases, atherosclerosis, mannose binding protein,

sirtuins, periodontitis, inflammation.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenga periodontal e doenga aterosclerotica

A doenga periodontal (DP), conhecida também como periodontite, € uma
doenca inflamatodria cronica de alta prevaléncia que afeta as estruturas de protecao e
suporte dos dentes.” A DP caracteriza-se clinicamente pela presenca de sangramento,
edema e reabsor¢cdo do tecido 6sseo alveolar, resultantes da atividade inflamatodria,
mediada por bactérias ou endotoxinas e da resposta celular/humoral do hospedeiro,
mediada por leucécitos polimorfonucleares, linfocitos, imunoglobulinas e sistema
complemento. 2

A exposigcdo a placa bacteriana por longos periodos, caracterizando uma ma
higiene, ndo € o unico fator que pode conduzir a periodontite. Além do acumulo
bacteriano, a destruicdo tecidual nas lesdes periodontais esta associada a resposta
imune/celular do hospedeiro. *

O acumulo de bactérias periodonto-patogénicas no sulco gengival constitui o
estimulo inicial que desencadeia a resposta inflamatéria e os mecanismos de defesa
imunitaria do hospedeiro. Apds reconhecimento dos antigenos e produtos bacterianos
lipopolissacarideo e peptidoglicanos pelos receptores foll-like das células residentes
do hospedeiro, as varias células de defesa (neutréfilos, linfécitos e macréfagos) sao
recrutadas e ativadas com producdo de mediadores inflamatorios, como citocinas,
quimiocinas e varias enzimas proteoliticas, nomeadamente metaloproteinases, com
consequente lesdo dos tecidos periodontais.* Se a resposta desencadeada n3o
consegue eliminar ou controlar adequadamente o estimulo microbiano, estabelece-se
um processo inflamatorio crénico com degradacéo dos tecidos periodontais, incluindo

a destruigao dos tecidos dsseos alveolares. °



As infec¢des cronicas as quais o organismo € submetido ao longo da vida,
como no caso da doencga periodontal, tém sido postuladas como eventos inflamatérios
que perpetuam o processo aterosclerético. ° Taylor et al. ” realizaram um estudo de
intervengcdo com o objetivo de avaliar se a extragdo dentaria se traduzia em redugéo
dos marcadores sistémicos de inflamag&o. Nesse estudo, foram incluidos 67 pacientes
com periodontite grave e observou-se que, apos 12 semanas da extragdo dentaria
completa, houve uma redugao significativa da proteina c reativa (PCR), do inibidor do
ativador do plasminogénio (PAI-1), da contagem de plaquetas e dos leucdcitos,
sugerindo que a eliminagao da periodontite reduziu, no longo prazo, os marcadores de
risco inflamatorios e trombaticos, e suportando a hipotese de que o tratamento da DP
pode reduzir o risco cardiovascular.

Ha evidéncias de que a natureza infecciosa das doencas periodontais pode
produzir a injuria inicial desencadeadora da aterosclerose, ou mesmo provocar o
agravamento do processo aterosclerético pré-existente. Estudos de coorte

retrospectivo, transversais e caso-controle, realizados por Mattila et al.,> ® De Stefano

1
.10 .

et a e Beck et a respectivamente, verificaram que a associagao entre as
condigbes bucais e aterosclerdtica é consistente em diferentes amostras de
populagdes.

O processo aterosclerético e a DP interagem entre si através da liberagéo
sistémica de citocinas especificas pro-inflamatorias, bem como através de enzimas
que modulam a iniciagdo e a progressao da reacao inflamatoria crénica que se faz
presente em ambas as doengas.'? Além disso, patdogenos periodontais foram
identificados dentro de lesbes ateroscleréticas e trombos isolados de pacientes com

314 O LDL-colesterol € um importante fator de risco para

infarto do miocardio.
aterosclerose, e também esta associado a DP. '° As estatinas, utilizadas para tratar
doenca arterial coronaria, também sdo ativas para evitar ou reduzir DP. & 7 A

2



presenca da doenca periodontal tem relagdo com o aumento da espessura das
camadas intima-média da cardtida, que é um indicador de aterosclerose subclinica 2,
e o tratamento periodontal demonstrou impacto positivo na fungdo endotelial. '° A
relacdo da doenca periodontal e do infarto do miocardio demonstrada no estudo
PAROKRANK, % reforca as evidéncias da associacdo entre a doenga periodontal e o
primeiro infarto do miocardio. Esse estudo sueco comparou a doenga periodontal em
805 pacientes que apresentaram um primeiro infarto do miocardio com 805 controles.
Estd bem documentada a correlagdo existente entre a doenca periodontal e a
aceleracgdo e/ou auxilio no desenvolvimento do processo aterosclerdtico. 21 2% 23 24,25
Contudo, mais estudos ainda sdo necessarios para o entendimento do mecanismo
fisiopatoldgico dessa associagao. 2

Sabe-se que a aterosclerose € resultado de um processo imuno-inflamatério
que tem seu inicio na disfuncido endotelial sofrida pela monocamada de células
endoteliais, gragas as injurias como dislipidemia, hipertensdo, diabetes e micro-
organismos. 2’ ?® A aterosclerose é causada pelo acimulo de macréfagos que captam
colesterol e lipoproteinas de baixa densidade. Esses macrofagos s&o conhecidos
como células espumosas e constituem-se no elemento iniciador da placa de ateroma.
29 A aterosclerose € um processo progressivo cronico, sistémico, caracterizado por
uma resposta inflamatoéria e fibroproliferativa da parede arterial, no qual um evento
coronario agudo pode ser a primeira manifestacao clinica. *

As doengas cardiovasculares (DCV) s&o as principais causas de morte em
adultos no Brasil, responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos
acima de 30 anos.*' As manifestacdes clinicas das cardiopatias coronarianas incluem
desde as anginas estaveis e instaveis, o infarto agudo do miocardio, a insuficiéncia
cardiaca congestiva, até a morte cardiaca subita. Essas manifestagdes resultam, mais

frequentemente, de aterosclerose nos vasos coronarios epicardicos. Os fatores de



risco convencionais tais como hipertenséo arterial sistémica, dislipidemia, tabagismo,
obesidade e sedentarismo permanecem importantes na doenga arterial coronaria
(DAC), mas diferengas individuais no perfil imunolégico podem modular a intensidade
do processo aterosclerético. 2

A inflamacdo sistémica €& outrofator de risco cardiovascular bem
conhecido. Evidéncias sugerem que pacientes com niveis mais altos de PCR tém
maior risco de sofrerem um infarto agudo do miocardio ou evento cerebrovascular.
Além disso, ja foi demonstrado que o uso da aspirina diminui o risco de IAM em quase
55% dos pacientes com niveis elevados de PCR, comparado a apenas 13% naqueles
com niveis baixos ou normais de PCR, sugerindo que seus efeitos protetores sao
mediados, parcialmente, por suas propriedades anti-inflamatérias. >

O processo inflamatorio também desempenha um papel importante na génese e
progressdo da aterosclerose. % Desestabilizacdo de placas ateromatosas na intima
vascular é seguida, em muitas ocasides, pela ruptura da placa expondo os
componentes altamente trombogénicos do endotélio ao sangue, levando aos eventos
cardiovasculares. Os principais determinantes da vulnerabilidade da placa
ateromatosa sdo a composicdo de seus nucleos ateromatosos, a presenca de
inflamacédo e o adelgacamento da capa fibrosa que cobre os seus nucleos. % Foi
demonstrado que a presenca de inflamacdo na placa ateromatosa interfere na
formagdo da capa fibrosa e produz apoptose com degradagdo da matriz
extracelular pela ativagcdo de metaloproteinases. Dessa forma, aumenta o risco de
ruptura da placa e consequente desenvolvimento de eventos cardiovasculares. *°

Ja foi demonstrado que pacientes com DP apresentam maiores niveis
circulantes de PCR. * Além disso, pacientes com DP apresentam niveis mais
elevados de outros marcadores proé-inflamatoérios, como fator de necrose tumoral

(TNF) e interleucinas (IL-) 1, 6 e 8. 3



Elter et al. *°

verificaram melhorias significativas na vasodilatacdo arterial e
reducdo no nivel sérico de IL6 e da PCR, apds a realizagcao do tratamento periodontal
em 22 adultos com periodontite moderada a importante.

Tonetti et al. *° também estudaram a influéncia do tratamento periodontal na
funcdo endotelial. Para isso, incluiram 120 pacientes com periodontite importante.
Desses, 61 foram submetidos a tratamento periodontal intensivo e 59 constituiram o
grupo controle. A fungao endotelial foi avaliada medindo o diametro da artéria braquial
durante o fluxo, estimado por eco-Doppler. Foram dosados os niveis séricos dos
biomarcadores inflamatorios (PCR, IL-6) e da coagulagao (t-PA, PAI1). Observaram
que, 6 meses apods tratamento intensivo da DP, os beneficios na saude oral
associaram-se a melhoria da fungéao endotelial.

Sabe-se que a DP pode ter a sua instalacdo impedida através da resposta
imune inata que envolve um amplo espectro de células e fatores soluveis que
reconhecem e exercem funcdes efetoras quando desafiados por invasores. *' Esse
sistema tem a capacidade de detectar micro-organismos através de receptores de
reconhecimento padrdo (PRR — pattern recognition receptor) como os receptores do
tipo toll (TLRs), presentes em superficies celulares e dentro de compartimentos
endossomais, receptores do tipo NOD (Nucleotide-binding oligomerization domais-like
receptors - NLRs) circulantes no citoplasma 2 ou através de moléculas extracelulares
circulantes no organismo como defensinas, PCR, e a lectina de ligacdo de manose
(MBL) capaz de ligar-se a antigenos. +*

Em alguns casos, essas reagbes de defesa do hospedeiro podem ser
prejudiciais porque também s&o passiveis de danificar as células e estruturas vizinhas
do tecido conjuntivo. Além disso, as reagbes inflamatérias e imunoldgicas cuja
extensdo alcancga niveis mais profundos do tecido conjuntivo, além da base do sulco

gengival, podem envolver o osso alveolar nesse processo destrutivo. Assim, os
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processos de defesa do individuo podem, paradoxalmente, responder pela maior parte

da lesao tecidual observada na gengivite e na DP. **

1.2. Lectina Ligadora de Manose (MBL)

No sistema imunolégico dos mamiferos, a imunidade inata é constantemente
ativada para manter a integridade do organismo hospedeiro. Numerosos componentes
se unem para servir ao proposito de defesa de primeira linha contra patégenos
invasores, suporte de cicatrizacdo de feridas,* remodelacéo de tecidos e angiogénese
46.47 o depuragao de células apoptdticas ou necréticas. *® Os principais componentes
do sistema imune compreendem o compartimento celular fagocitico e natural Kkiller,
produgcdo de anticorpos, citocinas e outros fatores soluveis, além do sistema
complemento. A MBL é fundamental para a ativagdo do sistema complemento. A via
da lectina € um ramo que apareceu pela evolugcdo ha mais de 565 milhdes de
anos. Um homologo da MBL e outros componentes da via da lectina, tais
como ficolinas e serina-proteases, foram detectados em ascidias, uma classe de
invertebrados marinhos. Assim, a via da MBL foi preservada durante a evolugao de
varios animais e hominoides. *° Devido & importancia crucial da via das lectinas na
imunidade, a MBL e seus niveis séricos quantitativamente variados e os seus
polimorfismos genéticos foram sujeitos a extensos estudos para esclarecer seu
potencial papel na mediagdo ou promog¢ao de varias doengas.

O sistema complemento humano €& composto por trés vias diferentes: a
classica, a alternativa e a via das lectinas, a mais recentemente descrita. °* °' Sabe-se
que a MBL é uma proteina sérica sintetizada no figado® e que possui a capacidade de
3

ligar-se a residuos de manose, ou a outros carboidratos comuns a varios patégenos. °

ApOs essa ligagao, ela ativa o sistema complemento pela via das lectinas e media



diretamente a fagocitose. Ao contrario das outras colectinas, a MBL é capaz de ativar
o sistema de complemento na auséncia de anticorpo. ** Baixas concentracdes de MBL
tém como consequéncia diminuigao da ativagao da via das lectinas e do complemento.
Dessa forma, alguns estudos tém relacionado essa deficiéncia a maior
susceptibilidade a varios agentes infecciosos. *°

Importantes patogenos periodontais, como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis, também apresentam em suas
superficies celulares polissacarideos ricos em manose potencialmente capazes de
serem ligados a MBL e sofrerem fagocitose. Assim, a MBL promove defesa contra
patdgenos invasores, mas em niveis elevados ela pode ser prejudicial, ao provocar
demasiada inflamacéao local e sistémica, através da ativagado do sistema complemento,
agravando doengas inflamatérias e aumentando o dano tecidual. *°

Em um estudo de base populacional, através da analise de DNA em 434 nativos
americanos aparentemente saudaveis, observou-se que genotipos que codificam para
niveis diminuidos de MBL sdo preditivos de DAC. *" No entanto, para afericdo da
proteina MBL, a avaliacdo dos niveis séricos também deve ser feita sempre, pois a
MBL apresenta niveis séricos variados até em individuos que possuem o mesmo
gendtipo. *®

Estudo experimental em ratos realizados por Walsh et al.>® demonstrou o papel
da MBL no dano tissular de isquemia cardiaca. Eles utilizaram ratos selvagens e ratos
geneticamente modificados para serem nulos para o gene da MBL (Knockout, ou KO
para MBL). Induziram uma isquemia cardiaca pela ligagdo do ramo descendente da
artéria coronaria anterior esquerda, a qual foi ligada por 30 min e depois liberada. Os
resultados demonstraram que, nos camundongos selvagens, a fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, medida pela ecocardiografia, diminuiu significativamente com o

experimento. Nos animais geneticamente modificados a perda da fungédo ventricular



esquerda estava atenuada. Injetando-se a MBL nos ratos Knockout houve novamente
aumento da disfungédo ventricular. Se a MBL era injetada associada com anticorpos
contra a MBL, a disfungao tornava-se menor.

Hart et al®® também realizaram estudos experimentais em ratos e
demonstraram que animais desprovidos de MBL possuiam melhor resposta para a
isquemia intestinal, pois estes ratos n&o apresentaram infiltragdo de neutréfilos no
intestino e estavam protegidos contra disfungdo da permeabilidade intestinal e les&o
hepatica secundaria, medida por alteracdo nos valores das transaminases. Ainda em
ratos, experimentos feitos com oclusdo e reperfusdao da artéria cerebral meédia,
mostraram que os ratos deficientes de MBL apresentaram menor tamanho do infarto,
avaliado por ressonancia magnética, e menores deficiéncias neurologicas clinicas,
guando comparados com ratos selvagens‘“.

Estudos anteriores sobre o papel da MBL na aterogénese em humanos sao
contraditorios.®? %% © Foi demonstrado que a deficiéncia de MBL pode estar associada
com aterosclerose acelerada. Madsen et al. 2 investigaram os genétipos de MBL em
76 pacientes noruegueses com doencga aterosclerotica grave que foram submetidos a
revascularizagdo do miocardio, cirurgia de substituicdo de valvula coronaria, ou
ambos. Encontraram que pacientes com deficiéncia de MBL podem ter um inicio mais
precoce da doenga ou um curso mais progressivo da DAC. Limnell et al.%® concluiram
que individuos com deficiéncia de MBL possuem mais oclusdo cardiovascular. Ja o
Rugonfalvi-Kiss et al. % observaram que em 123 pacientes que foram submetidos a
endarterectomia de carotida e foram acompanhados por eco-dopplergrafia de
carétidas, a recorréncia de estenose teve associacdo com altas concentracdes de
MBL no soro. Berger et al. ® estudando pacientes com transplante simultaneo de
pancreas e rim demonstraram que ha associa¢ao dos niveis de MBL > 400 ng/mL com

pior sobrevida do enxerto e levantaram a hipotese de que a MBL contribui para a



patogénese da les&do vascular induzida por inflamacéo, tanto nos vasos dos 6rgaos
transplantados como nos vasos do individuo receptor.

Assim, & provavel que a MBL possua um duplo papel na DAC podendo promover e
proteger contra inflamagédo, dependendo do cenario fisiopatoléogico no interior da
parede do vaso e de que um equilibrio bem ajustado é o que determina se o

complemento & uma vantagem ou desvantagem na DAC.%®

1.3. Sistema das sirtuinas

As sirtuinas sdo uma classe de proteinas que regulam uma variedade de
fungdes celulares, tais como a integridade do genoma e do metabolismo e a
longevidade. ®” Elas foram descobertas em 1986 quando Ivy et al.®® isolaram e
identificaram um gene associado ao ciclo de vida das células de levedura. Ha sete
sirtuinas humanas (SIRT1-7). As sete enzimas diferem em sua localizagdo celular.
Encontram-se no citoplasma (SIRT1, SIRT2), no nucleo (SIRT1, SIRT2, SIRTSG,
SIRT7) e na mitocondria (SIRT3, SIRT4, SIRT5). A maioria das sirtuinas (SIRT1,
SIRT2, SIRT3 e SIRT5) catalisa a deacetilagdo NAD"-dependente de residuos de
lisina das proteinas. A SIRT1 & a sirtuina mais estudada e esta envolvida em varias
vias metabolicas centrais. ®°

A reducgao da inflamacéo € capaz de causar o aumento da expressao do sistema
das sirtuinas. Dessa forma, varios estudos em varias espécies de animais mostraram
associagao do sistema das sirtuinas a menor incidéncia de doencas relacionadas com
a idade, tais como a obesidade, doencas cardiacas, neuroldgicas e cancer.

Segundo Moschen et al.

a perda de peso que aumenta a expressao da SIRT1 &,
provavelmente, uma consequéncia da reducdo da inflamacdo. Dados de varios
estudos tém sugerido que a disfungdo metabdlica na obesidade esta associada com
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inflamac&o do tecido adiposo. "2 Mansur et al. "> demonstraram que ha aumento dos
niveis séricos da SIRT1 em individuos normais submetidos a restricdo caldrica e,
também, apds administracdo de resveratrol.

Ja se conhece que a doenca periodontal influencia nas dislipidemias, pois ela
resulta no aumento do fluxo de citocinas inflamatérias levando a uma maior
mobilizagdo de lipidios do tecido hepatico e adiposo. ™ Varios estudos demonstraram
que os individuos com doencga periodontal tém niveis de soro superiores de colesterol
total, colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e triglicérides quando
comparados a sujeitos periodontalmente saudaveis. " 6 Além disso, os pacientes que
foram diagnosticados com hiperlipidemia tém valores significativamente maiores de
parametros clinicos de doengas periodontais que os individuos com status metabdlico
normal. ”’

A SIRT1 se expressa abundantemente na parede vascular. '® No sistema
cardiovascular, a SIRT1 protege o endotélio vascular pelo aumento da capacidade
regenerativa e favorece a vasodilatagao. "° &

O excesso de inflamagao é deletério. Estudos tém mostrado que um dos fatores
fundamentais das condi¢des inflamatorias é o estresse oxidativo, sendo este o
coadjuvante responsavel pelo desencadeamento de doengas essencialmente
inflamatérias como periodontite e aterosclerose. 8! 8 # Sabe-se que o acometimento
pela PD e DAC aumenta exponencialmente com a idade. Segundo a OMS, a forma
mais grave da doenga periodontal afeta entre 10 a 20% das pessoas de todo o mundo
8 e a prevaléncia de suas formas leve e moderadas podem chegar a até 85% na
populagdo mais idosa. ®° Da mesma forma, as doencas cardiovasculares s&o
altamente prevalentes nos idosos. % O efeito do envelhecimento sobre o sistema
vascular é considerado um mecanismo para o envolvimento na disfuncéo vascular. &

Evidéncias mostram que o aumento na produgdo de espécies reativas de oxigénio
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(ROS), pelo menos em parte devido a um aumento da atividade de NADPH-oxidases,

8. 89, 90. 9 1aya 3 disfuncdo endotelial no processo de envelhecimento, tanto em

92,93.94.95.96 como em seres humanos ¥ e que o stress oxidativo

animais de laboratorio
promove o desenvolvimento da doenca arterial coronaria e acidente vascular cerebral
em pacientes idosos.

Durante a evolugédo da DP, ROS e citocinas inflamatorias sao liberados a partir
de células do sistema imunoldgico para eliminar patdgenos periodontais.*® Aumentos
sisttmicos na ROS s&o reconhecidos como causadores de estresse oxidativo e
determinantes na progresséo da periodontite. % Uma das consequéncias do aumento
do estresse oxidativo no envelhecimento € uma inativacdo funcional de 6xido nitrico
por altas concentragdes de oxigénio, resultando em significativa disfungdo. Em
particular, a biodisponibilidade diminuida de éxido nitrico, devido a idade, conduz ao
estresse oxidativo na circulagdo corondria e em outros leitos vasculares. '®

Evidéncias também indicam que SIRT1 desempenha um importante papel na
protecdo contra doengas vasculares relacionadas a idade, incluindo inibicdo da

' e na protecdo contra a aterosclerose. '° Muitos estudos

formacdo de neointima
tém sido realizados buscando elucidar esse papel da SIRT1 no envelhecimento de
células endoteliais. "% '™ Zu et al. ' estabeleceram um modelo em senescéncia, in
vitro, por cultura prolongada de células endoteliais primarias isoladas a partir da aorta
de porco; eles submeteram as células jovens a senescéncia durante um més, e
perceberam que essas células jovens demonstraram tanto a expressdo do RNAm,
quanto da proteina SIRT1 progressivamente diminuida. Comprovando que a
expressao reduzida da SIRT1 facilita a ocorréncia da senescéncia em células
endoteliais.

A SIRT1, do mesmo modo, tem atuag&o nos ligamentos periodontais. Lee et al.
106

identificaram o papel da SIRT1 nas células do ligamento periodontal humano,
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medindo os niveis de proteina mMRNA e proteina SIRT1, durante a identificagdo do
processo de formagdo das células do ligamento periodontal humano (in vitro). E
investigaram os efeitos da superexpressdo e subexpressdo da SIRT1 durante a
diferenciagdo das células do ligamento periodontal humano e os mecanismos de
sinalizagdo envolvidos. Eles concluiram que a SIRT1 é um potente regulador da
diferenciagdo das células do ligamento periodontal humano e pode ter implicagbes
clinicas na regeneragao 0ssea periodontal.

Em nosso estudo, o tratamento periodontal tem como foco a eliminacdo de
microrganismos bucais patologicos evitando exacerbagao de processos inflamatorios,
visando assim o aumento nos niveis das SIRT1. Dessa forma, o resultado do presente
estudo também pode contribuir na elucidagdo dos possiveis mecanismos que

107, 108, 109, 110, 111

envolvem a associagdo entre a DP e a DAC, visto que analisamos

mecanismos imunologicos e bioquimicos que envolvem ambas as doengas.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo primario

Avaliar a influéncia do tratamento da doencga periodontal nas concentragcdes séricas de

Sirt1 e da MBL em individuos com ou sem DAC.

2.2. Objetivos secundarios
1) Analisar as correlagdes entre as variagdes das concentragdes séricas de SIRT1
e da MBL com os marcadores metabdlicos e inflamatérios antes e apds o
tratamento da doencga periodontal.
2) Analisar as correlagdes entre as variagdes das concentragdes séricas de SIRT1
e da MBL com os marcadores metabdlicos e inflamatérios em individuos com

ou sem DP e com ou sem DAC.
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3. MATERIAIS E METODOS

Estudo prospectivo realizado no Instituto do Coragao (InCor) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP),
em parceria com a Disciplina de Periodontia do Departamento de Estomatologia da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sado Paulo (FOUSP), no periodo de
outubro de 2016 a outubro de 2018. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de
Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP), CAAE:
55556116.0.0000.0068. Os pacientes receberam informagdes claras e suficientes
sobre a natureza e os objetivos deste estudo. Eles foram incluidos no estudo apds
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1).

Foram avaliados 78 pacientes com idade de 45 a 79 anos, 38 mulheres e 40
homens. Distribuidos em quatro grupos, segundo a presenga ou auséncia de DP (DP"
ou DP*) e DAC (DAC ou DAC"). O Grupo Controle (DAC/DP’) foi composto por 20
individuos saudaveis isentos de ambas as doengas; Grupo (DAC*/DP’): 18 pacientes
com doenga arterial coronaria e isentos da doenga periodontal; Grupo (DAC*/DP™): 20
pacientes com doenca arterial coronaria e doenga periodontal cronica; e Grupo (DAC
/DP*): 20 pacientes sem doenga arterial coronaria e com doenga periodontal cronica.

Os critérios de inclusdo para DP foram: presenca de pelo menos 15 dentes e
diagnéstico clinico da DP. O critério usado para o grupo de individuos sem DP foi a
auséncia da doencga confirmada apoés realizagdo de exame clinico periodontal no inicio
e no final do protocolo. Foi definido como saude periodontal, um periodonto sem perda
de inser¢cdo, com profundidade de sondagem de até 3 mm, apresentando
sangramento a sondagem em menos de 10% dos sitios e sem perda Ossea
radiografica.'"?

14



O diagndstico de PD foi confirmado pela presenga de no minimo 6 dentes com
pelo menos um sitio interproximal, ndo contiguo, com Profundidade de Sondagem e
Nivel Clinico de Inser¢do = 5 mm, bem como 30% dos sitios com Profundidade de
Sondagem e Nivel Clinico de Inser¢gdo = 4mm e sangramento & sondagem. '™
Periodontite classificada em Estagio IV Grau B. '™

O diagndstico da DAC foi confirmado pela presenga de lesdo coronaria = 70%
pela cinecoronariografia ou pacientes previamente submetidos a revascularizagédo
coronaria percutanea ou cirurgica do miocardio. Os individuos estavam assintomaticos
ou com angina estavel em classe funcional I/ll da classificacdo da Canadian
Cardiovascular Society. A auséncia de DAC foi considerada por uma avaliagao
cardioldgica clinica, radiografia de torax e eletrocardiograma normais.

Os critérios de exclusédo do estudo foram: diabéticos ndao controlados, dialiticos,
fumantes, portadores de HIV e Hepatites B e C. Também foram excluidos do estudo
individuos gestantes, edéntulos, presenca de aparelho ortoddntico, pacientes que
faziam uso de medicamentos especificos conhecidos por afetar os tecidos
periodontais, pacientes que tenham sido submetidos a tratamento periodontal prévio

(minimo de 6 meses), pacientes em uso de anti-inflamatodrio e corticoides, pacientes

alérgicos aos antibioticos prescritos neste protocolo (amoxicilina e metronidazol).

3.1. Avaliacao clinica e terapia periodontal

Os exames clinico oral e periodontal foram realizados em consultério da
Disciplina de Periodontia do Departamento de Estomatologia da Faculdade de
Odontologia da Universidade de S&do Paulo, sob condigbes adequadas, seguindo-se
as normas de biosseguranca e utilizagdo de equipamento de protecao individual (EPI).
Os instrumentais utilizados na determinacdo das medidas foram o espelho clinico e a
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sonda periodontal modelo Carolina do Norte (modelo PCPUNC15R, Hu-Friedy,
Chicago- USA).

Foi realizado o tratamento periodontal n&o cirurgico que incluiu educagao de
higiene bucal, raspagem, alisamento e polimento coronoradicular (RAR). Foram
avaliados 6 sitios em cada dente (faces mésiolingual, lingual, distolingual,
meésiovestibular, vestibular e distovestibular). A raspagem e alisamento radicular foram
realizados por meio de dispositivos mecanicos - instrumentos manuais e ultrassom. O
tratamento foi com anestesia local, lidocaina a 3% com vasoconstrictor, para
profundidade de sondagem = 5 milimetros. O objetivo de cada sessao foi alcangar
uma superficie lisa, desprovida de biofilme e calculo.

Os seguintes parametros clinicos foram registrados:

1. Profundidade clinica de sondagem (PCS): distancia (mm) compreendida entre a
margem gengival e o fundo do sulco gengival ou da bolsa periodontal.

2. Distancia da linha esmalte-cemento a margem gengival (LEC-MG): distancia (mm)
que vai da linha esmalte-cemento a margem gengival. Se a LEC estivesse localizada
apicalmente a margem gengival, o parametro receberia um valor negativo.

3. Nivel clinico de insergao (NCI): € o valor correspondente a soma dos valores de
PCS e LEC-MG.

4. indice de placa '° : Indica a presenca de placa bacteriana nas faces mesial, distal,
vestibular e lingual.

116

5. Sangramento a sondagem . presenga ou auséncia de sangramento poés-

sondagem.

Os pacientes foram acompanhados periodicamente até apresentarem sinais
clinicos de melhora significativa da saude periodontal e receberam instru¢cdo sobre a
técnica de escovagao e utilizagdo de dispositivos de higiene interproximal. Este
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protocolo de tratamento associou também o tratamento medicamentoso: os
antibidticos metronidazol (1,2 g / d / 14 dias) e amoxicilina (1,5 g / d / 14 dias). A
prescricdo de antibiético ndo € usada rotineiramente no tratamento mecanico, porém
optamos por fazé-la apds resultados de artigos recentes terem demonstrado a sua
eficacia no auxilio a deplecdo da DP. 7 118119

A higiene oral foi controlada a cada consulta e instrugdes de higiene foram
reforgadas em cada encontro. A exodontia foi realizada nas raizes condenadas que
estivessem provocando processo inflamatorio.

A calibragdo do examinador teve o objetivo de estabelecer consisténcia e obter
a confianga dos resultados nos exames periodontais. Apds a realizacido de dois
exames periodontais em 10 individuos com intervalo de uma semana, o resultado foi
submetido ao teste estatistico de correlagao intraclasse.

A concordancia intra-examinador da variavel Nivel da Insergcdo Clinica foi
verificada pelo exame de 1074 sitios de 8 pacientes, em 2 exames com intervalo de 2
semanas. A reprodutibilidade foi avaliada por meio do coeficiente de correlagao
intraclasse (Tabela 1).

Observou-se uma correlagao altamente significativa entre os dois exames [ (R =
0,95 (IC 95%: 0,94 — 0,96; p< 0,001) ]. De acordo com Evans'® a interpretacdo da

forca da correlacao do intervalo entre 0.80 e 1.0 € considerada forte.
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Tabela 1. Coeficiente de Correlagao Intraclasse do nivel da inser¢do clinica. Modelo
de efeitos mistos bidirecionais onde os efeitos das pessoas sao aleatérios e os efeitos
das medidas séo fixos

Correlagéo Intervalo de Confianga a 95% Teste F

Intraclasse Limite Inferior Limite Superior ~ Value df1 df2 Sig
Medidas Unicas ,949° ,943 ,955 38,396 1073 1073 ,000
Medidas Médias ,974° ,971 977 38,396 1073 1073 ,000

a. Coeficientes de correlagéo intraclasse tipo C usando uma definicdo de consisténcia - a variancia entre medidas &
excluida da variancia do denominador.

b. O estimador é o mesmo, quer o efeito de interagédo esteja presente ou nao.

c. Esta estimativa é calculada assumindo que o efeito de interacdo esta ausente, porque ndo é estimavel de outra
forma.

3.2. Analises laboratoriais

Uma amostra de 10 ml de sangue periférico de veia cubital mediana foi coletada
no inicio e no final do estudo apos jejum de 8-12 horas. A amostra de sangue foi
acondicionada em tubo de coleta hematolégico, contendo acido etileno
diaminotetracético tri-potassico (EDTA K3), para posteriores analises laboratoriais.
Houve separag¢ao do soro com centrifugagédo de 20 min e armazenamento a - 80 ° C.

As variaveis bioquimicas analisadas foram: triglicérides, colesterol total, HDL-
colesterol, glicose, proteina C reativa, MBL e SIRT1. A (glicose plasmatica,
triglicerideos e HDL-colesterol foram obtidos por meio de método comercial de
calorimetria-enzimatica. O valor do LDL-colesterol foi calculado pela equacdo de
Friedwald. As medidas foram realizadas no Dimension RxL (Siemens Healthcare
Diagnostic Inc., Newark, DE, USA) com reagentes dedicados. A determinagcdo da
proteina C reativa ultrassensivel foi realizada por meio de imunonefelometria com
reagentes dedicados no equipamento BN-Il da marca Siemens Healthcare (Marburg,

Hessen, Alemanha).

18



3.2.1. Determinagdo da concentragao sérica de MBL

Os niveis séricos de MBL foram determinados pelo método ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) utilizando o anticorpo monoclonal anti-MBL HYB 131-

01 (BioPorto Diagnostics A/ S, Copenhaga, Dinamarca).

As amostras de soro dos pacientes, foram previamente diluidas a 1:400 com
tampao de diluicdo. Adicionou-se em cada cavidade de reagao da microplaca, 50 pl
dos 7 calibradores com diferentes concentracées de MBL humana (0,156 a 10 ng/ml)
em duplicata e 50 pl do branco (tamp&o de diluigdo sem amostra) e 50 pl das diluicbes
dos soros dos pacientes. Foi realizada incubacao por 2 horas a temperatura ambiente,
periodo no qual a MBL presente na amostra liga-se aos anticorpos monoclonais anti-
MBL adsorvidos na placa. Foram realizadas 4 lavagens da placa, com o tampao de
lavagem especifico, para a retirada do material em excesso, evitando ligagdes
inespecificas. Adicionou-se a reacao 100 pl de anticorpo monoclonal anti-MBL
biotinilado e incubou-se novamente por 2 horas a temperatura ambiente. Esse
anticorpo de detecgdo, ou anticorpo secundario, liga-se aos oligbmeros de MBL
através de sitio de ligagdo com carboidratos que ndo estdo sendo utilizados na ligagao

com o anticorpo primario.

Realizaram-se 4 novas lavagens da placa, para a retirada dos anticorpos nao
ligados a MBL, e adicionou-se a reagao 100 pl de estreptavidina conjugada com HRP
(horseradish peroxidase). Esta reagdo ocorre em 2 horas a temperatura ambiente.
Durante este periodo ocorre a formagao de um complexo com o anticorpo secundario.
O conjugado que n&o se ligou foi removido por 4 lavagens com tampao especifico. Na
sequéncia, acrescentou-se o substrato cromdgeno tetrametilbenzidina fornecedor de

hidrogénio para a reagdo do substrato perdxido de a peroxidase, o qual gera um
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produto colorido (azul). Esta reacado foi realizada em exatos 30 minutos, protegida da
luz. Adicionou-se, entdo, 100 pl de uma solugao de bloqueio de reacdo, a qual pela
alteragao da coloragao (para amarelo) das solugdes, indica que a reagdo enzimatica

foi bloqueada.

A intensidade de cor foi aferida em um leitor de ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) a 450 nm MultisKkan FC (Thermo Scientific - USA). A
absorbancia obtida é proporcional a concentragao de oligbmeros de MBL presentes na
amostra. A partir das leituras da absorbancia dos calibradores, determinou-se uma

curva padrao para o calculo dos valores séricos de MBL.

Concentragao de MBL (ng/ml) = Concentracdo da MBL x Diluicdo da amostra (x400)

3.2.2. Determinagao da concentragao sérica de SIRT1

As concentragbes de Sirt1 foram determinadas utilizando um kit ELISA (Uscn
Life Science, Wuhan, Hubei, China). As amostras de Sirt1, antes e apos as
intervencgdes, foram analisadas em duplicata e na mesma placa de ELISA e utilizando
o leitor de placas Multiscan FC (Thermo Scientific - USA), com um coeficiente de
variacao de 12%, de acordo com as instrugcdes do fabricante. A reacao colorimétrica é
lida em espectrofotdmetro, sendo a intensidade da cor proporcional a quantidade de

SIRT1 presentes nas amostras.

3.3. Analise estatistica

O calculo do tamanho amostral foi feito pela diferenga entre os niveis séricos de

SIRT1, pré e pos-tratamento periodontal. A diferenga entre as médias para o grupo
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controle foi de 1 mg e desvio padréo de 1 mg e para os grupos com intervencgéo foi de
2 mg com desvio padrdao de 1 mg. O poder de teste foi de = 0,90 e a = 0,05. O
numero estimado da amostra foi de 20 individuos para cada grupo (Figura 1). Os
valores esperados tiveram como base estudo prévio realizado em nosso servico em
individuos normais’. O teste do Chi-quadrado (xz) foi usado para variaveis

categoricas.

As correlagbes entre as variaveis do estudo foram realizadas pelo teste de
correlacdo de Spearman. O teste t de Student pareado foi usado para analise
intragrupos entre os valores iniciais e finais do protocolo. O teste t de Student n&o
pareado foi usado para comparacéo entre grupos. O teste t de Student foi realizado
para variaveis com distribuigdo normal, que foi verificada pela analise da igualdade de
variancias (Folded F method). Dependendo do resultado desta analise, utilizou-se o
meétodo Pooled (variancias com p = 0,05) ou o método de Satterthwaite (variancias
com p < 0,05). O programa estatistico usado foi o SAS (versdo 9.2, Institute, Inc.,

Cary, NC).

The SAS System

The POWER Procedure
Overall F Test for One-Way ANOVA
Fixed Scenario Elements
Method Exact
Group Means 1222
Standard Deviation 1
Sample Size Per Group 20
Alpha 0.05

Computed Power
Power

0.902

Figura 1. Calculo do tamanho amostral. Diferenga das médias da concentragao sérica
da Sirt1 antes e apos as intervencdes. Fonte: Mansur et al. ™
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4. RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 88 individuos. Destes, 8 ndo continuaram por
perderem o segmento e 2 foram excluidos por estarem fazendo dialise. O tempo de
segmento do estudo foi de 80,4 + 63,3 dias. Os valores de idade, IMC e exames
laboratoriais dos 78 pacientes encontram-se na Tabela 2. Dos 78 pacientes que

participaram da pesquisa 40 (51%) eram do sexo masculino.

Tabela 2. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos 78 participantes da pesquisa

VARIAVEIS INICIAL (N=78) FINAL (N=78) P
Idade (anos) 58+8
IMC (Kg/m?) 28+5
Sexo M =40(51%) / F = 38 (49%)
Laboratorial Colesterol Total (mg/dL) 187,03 £ 53,4 176,60 + 55,96 0,003
HDL — ¢ (mg/dL) 52,31+ 17,32 51,63 + 15,18 0,393
LDL - ¢ (mg/dL) 106,59 + 46,33 101,59 + 46,76 0,113
N&o-HDL ¢ (mg/dL) 154,82 + 188,73 125,49 + 52,17 0,144
Triglicérides (mg/dL) 146,62 + 92,62 122,77 £+ 72,87 0,002
Glicose (mg/dL) 125,36 + 60,36 115,72 + 37,18 0,010
PCR (mg/L) 5,00 + 8,20 2,95+ 3,74 0,018
MBL (ng/mL) 899,84 + 782,76 905,47 + 754,56 0,929
SIRT 1 (ng/mL 0,92 + 1,01 1,30 £ 1,60 0,001
INICIAL (N=40) FINAL (N=40) P
Periodontal indice de Placa (%) 63,96 £ 5,74 37,79 £ 10,50 <0,001
Sangramento a sondagem (%) 34,20 £ 6,90 16,94 + 5,51 <0,001
Nivel clinico de inser¢do (mm) 5,29 +0,73 4,49+ 0,78 <0,001
Profundidade de sondagem (mm) 5,27 £ 0,76 3,26 £ 0,69 <0,001

Abreviagdes: IMC = indice de massa corpoérea; HLD — ¢ = colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL — ¢ = colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL — ¢ = colesterol néo lipoproteina de
alta densidade; PCR = Proteina C Reativa ultrassensivel; SIRT1= Sirtuina 1; MBL = Lectina Ligadora de
Manose.

Nos 78 individuos estudados, a SIRT1 e MBL apresentaram respectivamente
concentracdo media de 0,92 ng/mL e 899,8 ng/mL no inicio do protocolo e de 1,30
ng/mL e 905,5 ng/mL, ao final do protocolo.

Observou-se uma correlagdo negativa entre a variagdo de concentragdo de

MLB e a concentragdo de SIRT1 (r= -0,30; p= 0,006). Observou-se também uma
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correlacdo positiva entre os valores das variagbes das concentragcoes de MBL e as
variagdes do colesterol total (r= 0.30 e p= 0.006), as variagdes do n&o-HDL (r = 0.27 e
p=0,014) e as variagdes do LDL (r= 0.25 e p= 0,024). Por outro lado, n&o se observou
correlacao entre a variacdo das concentracdes de SIRT1 e os marcadores metabdlicos
(colesterol total, HDL, LDL, Nao-HDL, Triglicérides, Glicose e PCR).

Observou-se no grupo sem DP (DP’) diferenca estatisticamente significante nas
variaveis glicose (126,21 + 56,12 vs. 114,66 + 32,72 mg/dL; p= 0,025) e triglicerideos
(155,42 + 105,71 vs. 128,42 £+ 80,51; p= 0,016), quando comparados os momentos
iniciais e finais do protocolo (Tabela 3). Nesse grupo, que n&o houve intervencéo
terapéutica para DP, observou-se aumento da concentragdao de MBL (p= 0,014) no
momento final do estudo. N&o se observou alteragbes significativas entre os

momentos inicial e final do grupo DP" para os valores de SIRT1 (p= 0,324).

Tabela 3. Caracteristicas clinicas e laboratoriais do grupo sem DP (DP’)

DP’(=38)
VARIAVEIS INICIAL (N=38) FINAL (N=38) p

Idade (anos) 59,1+94
IMC (Kg/m?) 28,5+6,6

Laboratorial Colesterol Total (mg/dL) 182,55 £ 55,11 177,47 £ 49,46 0,359
HDL — ¢ (mg/dL) 52,55 + 17,82 52.71 + 14,08 0,903
LDL — ¢ (mg/dL) 101,066 + 48,29 100,21 + 48,93 0,764
N&o-HDL ¢ (mg/dL) 171,26 + 266,94 125,29 + 56,07 0,266
Triglicérides (mg/dL) 155,42 + 105,71 128,42 + 80,51 0,016
Glicose (mg/dL) 126,21 + 56,12 114,66 + 32,72 0,025
PCR (mg/L) 3,80+7,23 3,49 + 4,45 0,693
MBL (ng/mL 689,82 + 548,82 951,84 + 791,71 0,014
SIRT1 (ng/mL) 0,77 £ 0,98 0,92 + 1,49 0,324

Abreviagdes: IMC = indice de massa corpoérea; HLD — ¢ = colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL — ¢ = colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL — ¢ = colesterol néo lipoproteina de
alta densidade; PCR = Proteina C Reativa ultrassensivel; SIRT1= Sirtuina 1; MBL = Lectina Ligadora de

Manose.
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No grupo com DP (DP*) observou-se aumento da concentragdo sérica de
SIRT1 (1,06 £ 1,03 vs. 1,66 + 1,64; p<0,001) e reducdo da concentragdo sérica da
MBL (1099,35 + 916,59 vs. 861,42 + 724,82; p<0,001) quando comparamos o0s

momentos inicial e final do tratamento periodontal (Figura 2).

Difference: SIRTPRE - SRTPOST
Difference: SRTPRE - SIRTPOST

Groups2
Groupe1

Paired Profiles for (SIRTPRE, SIRTPOST) Paired Profiles for (SRTPRE, SIRTPOST)

— M)

SIRTPRE SIRTPOST SRTPRE SIRTPOST

Paired Profiles for (MBLPRE, MBLPOST) Paired Profiles for (MBLPRE, MBLPOST)
Mean

Mean

MBLPRE MBLPOST

Figura 2. Concentracdes séricas de SIRT1 e MBL nos momentos inicial e final do
estudo dos grupos sem DP (DP’) (figuras a esquerda) e com DP (DP™) (figuras a
direita)

Observou-se também no grupo DP* redugdo significativa da concentragdo
sérica de colesterol total (191,28 + 52,14 vs. 175,78 + 53,17; p= 0,001), LDL (111,28 +
44,48 vs. 102,90 + 45,19; p= 0,044), ndo-HDL (139,20 + 47,02 vs. 125,68 + 48,90; p=
0,003), triglicérides (138,25 + 78,66 vs. 117,40 + 65,38; p= 0,048) e PCR (6,05 + 8,99
vs. 2,44 + 2,89; p= 0,009) (Tabela 4). Nesses individuos observou-se correlagao

negativa entre os valores de MBL e PCR (r= — 0,418; p= 0,009).
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais do grupo com DP (DP)

DP’(=40)
VARIAVEIS INICIAL FINAL (N=40) p
(N=40)

Idade (anos) 58,20+7,34
IMC (Kg/m?) 27,60+3,95

Laboratorial Colesterol Total (mg/dL) 191,28 + 52,14 175,78 + 53,17 0,001
HDL — ¢ (mg/dL) 52,08 + 17,05 50,60 + 15,49 0,124
LDL — ¢ (mg/dL) 111,28 + 44,48 102,90 + 45,19 0,044
Nao-HDL - ¢ (mg/dL) 139,20 + 47,02 125,68 + 48,90 0,003
Triglicérides (mg/dL) 138,25 + 78,66 117,40 + 65,38 0,048
Glicose (mg/dL) 124,55 + 64,83 116,73 + 41,37 0,159
PCR (mg/L) 6,05 + 8,99 2,44 + 2,89 0,009
MBL (ng/mL) 1099,35 + 916,59 861,42 + 724,82 <0,001
SIRT1 (ng/mL) 1,06 + 1,03 1,66 + 1,64 <0,001

Periodontal indice de Placa (%) 63,96 £ 5,74 37,79 £ 10,50 <0,001
Sangramento a sondagem 34,20 + 6,90 16,94 + 5,51 <0,001
(%)
Z\lnlq\;re]; clinico de insergao 5294073 449+078 <0,001
Profundidade de sondagem 5,27 £ 0,76 3,26 + 0,69 <0,001
(mm)

Abreviagdes: IMC = indice de massa corpérea; HLD — ¢ = colesterol da lipoproteina de alta densidade;
LDL — ¢ = colesterol da lipoproteina de baixa densidade; Nao-HDL — ¢ = colesterol néo lipoproteina de
alta densidade; PCR = Proteina C Reativa ultrassensivel; SIRT1= Sirtuina 1; MBL = Lectina Ligadora de
Manose.

As médias e desvios padroes das variaveis idade, IMC e exames laboratoriais
para os grupos DAC/DP", DAC'/DP’, DAC/DP" e DAC'/DP* encontram-se na Tabela
5.
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Observou-se no grupo controle (DAC/DP’) redugédo na concentragdo sérica de
SIRT1 (0,46 £ 0,47 vs. 0,21 £ 0,29; p= 0,022) e aumento na concentragdo sérica de
MBL (509,04 + 397,13 vs. 921,98+ 923,91; p= 0,028), quando analisados os
momentos final e inicial do estudo.

No grupo DAC'DP” observou-se um aumento da concentragio sérica de SIRT1
(1,12 £ 1,26 vs. 1,72 £ 1,87; p= 0,044) e dos triglicérides (165, 67 £ 96,98 vs. 138,89 +
82,17; p= 0,054). Ndo houve diferenga entre os valores dos momentos iniciais e finais
do estudo para a MBL.

No grupo DACDP* observou-se redugéo na concentragdo sérica de PCR (5,69
+ 8,01 vs. 2,04 + 2,60; p= 0,043) e de MBL (886,27 + 906,72 vs. 689,94 + 808,36; p=
0,002) e um aumento nos valores de SIRT1 (0,80 + 1,01 vs. 1,49 £+ 1,55; p= 0,005).

Observou-se no grupo DAC'DP* uma redugéo nos valores de MBL (1312,43 +
898,21 vs. 1032,90 + 602,52; p= 0,010), colesterol total (175,55 + 63,57 vs. 150,20 +
57,60; p= 0,001), LDL (99,50 + 53,67 vs. 83,55 * 48,42; p= 0,021) e ndo-HDL (130,55
+ 59,90 vs. 107,25 £ 57,52; p= 0,002), e um aumento na concentragao de SIRT1 (p=
0,044) quando comparados nos momentos inicial e final do estudo.

As variagdes das concentracdes séricas de SIRT1 e MBL nos momentos inicial
e final do estudo dos grupos DAC/DP’, DAC*/DP", DAC/DP" e DAC'/DP" encontram-

se na Figura 3.
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Observou-se, apos o tratamento periodontal nos grupos DP* (DAC'DP* e DAC”
DP*), reducédo do Indice de Placa (63,9% * 5,7% vs. 37,8% + 10,5%; p < 0,001);
Sangramento P6s-Sondagem (34,2% + 6,9% vs. 16,9% + 5,5%; p < 0,001), do Nivel
Clinico de Insergéo (5,3 + 0,7 vs. 4,49 + 0,8 mm; p < 0,001) e da Profundidade da
Bolsa (5,3 £ 0,8 vs. 3,3 £ 0,7 mm; p < 0,001).

Observou-se, apds o tratamento periodontal no grupo DACDP”, redugdo do
indice de Placa (63,3% * 6,4% vs. 38,8% * 10,5%; p < 0,001), do Sangramento Pés-
Sondagem (35,2% + 8,4% vs. 18,2% + 5,4%; p < 0,001), do Nivel Clinico de Insergao
(5,66 £ 0,62 vs. 4,68 £ 0,77 mm; p < 0,001) e da Profundidade de Sondagem (5,5 + 0,7
vs. 3,26 + 0,74 mm; p < 0,001).

Observou-se, apos o tratamento periodontal no grupo DAC'DP*, redugdo do
indice de Placa (64,6% * 5,1% vs. 36,8% * 10,7%; p < 0,001), do Sangramento Pés-
Sondagem (33,2% £ 5,0% vs. 15,7 % = 5,5%; p < 0,001), do Nivel Clinico de Insergao
(49+0,6vs.4,3+0,7mm; p <0,001) e da Profundidade de Sondagem (4,9 + 0,7 vs.

3,3+ 0,6 mm; p <0,001).
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5. DISCUSSAO

Observou-se em nosso estudo significativa reducdo do indice de placa, do
sangramento a sondagem, do nivel clinico de insercdo e da profundidade de
sondagem, nos pacientes que receberam tratamento periodontal. O tratamento n&o
cirdrgico que consiste na raspagem e no alisamento radicular mostrou-se eficaz na DP
quando comparado com as abordagens cirdrgicas.*?* Estudo mostrou que ambas as
técnicas promoveram reducao da profundidade da bolsa periodontal e do ganho nos
niveis de insercdo clinica.’?* O nosso estudo optou pela utilizacdo de antibioticoterapia
em associacao ao tratamento ndo cirargico da DP devido aos resultados de artigos
recentes que mostraram sua eficacia no auxilio ao tratamento ndo cirdrgico da DP. *?*
1241250 npsso estudo também mostrou que o tratamento ndo cirGrgico da DP
associou-se com reducdo da concentracdo sérica de MBL e aumento da concentracao
sérica de SIRT1. Os valores médios iniciais da MBL e da SIRT1 foram maiores nos
individuos com DAC e/ou com DP quando comparados com os individuos do grupo
controle e o tratamento da DP associou-se com reducdo dos niveis de MBL e
aumentos dos niveis de SIRT1. Apdés o tratamento da DP, observou-se também
reducdo da concentracao sérica da PCR para valores médios menores de 3 mg/dL.

Os niveis plasméticos de MBL aumentam durante os processos infecciosos e
inflamatérios. *2® A MBL reconhece e se liga a grupos especificos de actcar existentes
na superficie de microrganismos. Varios patdégenos periodontais possuem
polissacarideos contendo manose na sua superficie celular. Ao ligar-se a esses
microrganismos, a MBL ativa a via da lectina do sistema do complemento.*?” Além
disso, a MBL é capaz de promover inflamacao, deslocamento de células apoptoticas e

122 A maioria das

opsonofagocitose independentemente do complemento.
investigagdes sobre a MBL se concentrou na sua deficiéncia relacionada as mutac¢des
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alélicas, tanto para baixos niveis de proteina, quanto para proteinas disfuncionais e na
suscetibilidade & infeccdo associada a essa deficiéncia. > 2% ** Contudo, individuos
que possuem 0 mesmo gendétipo podem ter variados niveis séricos.™** Estudos mais
recentes mostraram que niveis seéricos elevados de MBL associaram-se com pior
progndstico em varias doengas, 3% 3% 134 135,136 137 hem como com o envolvimento
em lesbes teciduais e vasculares. **®

Estudos s&o contraditérios sobre o papel da MBL na fisiopatologia da
aterosclerose. Por exemplo, estudos mostram que a deficiéncia da MBL, isto é niveis
séricos < 100 ng/mL, tem maior incidéncia de infarto do miocardio e maior progressao
da DAC, associada ou ndo a outras doencas.’®® % %1 porém, outros estudos
mostraram que niveis séricos elevados de MBL estdo associados ao maior risco de
infarto do miocéardio'®*, assim como pior prognéstico no tratamento cirGrgico da
DAC.' Portanto, a relacdo entre a MBL e a doenca aterosclerética é controversa e
pouco conhecida, mas individuos com deficiéncia de MBL mostraram-se mais
suscetiveis & doenca aterosclerdtica. *** Por outro lado, niveis elevados dessa
proteina tém efeito prejudicial em pacientes que ja possuem a DAC instalada. O
nosso estudo mostrou maiores valores médios iniciais da MBL nos grupos de
pacientes com DAC comparados com os individuos controles. O valor médio inicial foi
ainda maior com a associa¢ao da DAC e DP sugerindo em nosso estudo uma relacéo
direta entre os niveis elevados de MBL e DAC potencializada pela DP. Estudos
experimentais mostraram que a via da MBL esta envolvida na inflamagé&o induzida por
isquemia em ratos'** e a administracéo de anticorpos anti-MBL atenua essa resposta
inflamatéria da isquemia/reperfusdo.’*® Estudo em humanos também mostrou que
pacientes diabéticos do tipo | com doengca macro ou microvascular tinham niveis
significativamente elevados de MBL quando comparados com pacientes diabéticos do
tipo | sem complicacdo vascular.**® Estudo recente mostrou que iniciadores da via das
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lectinas, como a MBL, estédo presentes em placas de ateroma e que 0S seus niveis
circulantes da MBL influenciam na instabilidade dessa placa. Os autores analisaram as
placas de ateroma e as categorizaram pelas caracteristicas morfolégicas associadas a

instabilidade da placa®®’

, tais como: contetdo hemorragico e de colesterol, a area de
nucleo lipidico, espessura total da tunica e conteudo infiltrativo vascular. Eles
mostraram a presen¢a da MBL no nucleo necrético e na camada média da tdnica
contribuindo para a instabilidade da placa de ateroma. ® Portanto, os niveis de MBL
podem ser possiveis sinalizadores de instabilidade da placa aterosclerética.

Em nosso estudo, o tratamento da condicdo periodontal associou-se com uma
reducdo significativa dos niveis séricos da MBL. O tratamento periodontal contribuiu
para uma reducdo de até 25% do valor inicial da concentracdo de MBL. Ao contrario

do observado em nosso estudo, Maffei et al.**®

nao mostraram na periodontite niveis
séricos elevados de MBL e a deficiéncia da MBL também néo foi relacionada a maior
suscetibilidade para a DP. No entanto, esses autores definiram a deficiéncia de MBL
arbitrariamente como niveis séricos da MBL abaixo de 800 ng/ml, enquanto que na
maioria dos estudos utiliza-se como deficiéncia os niveis séricos abaixo de 100 ng/ ml.

149, 150, 151, 152, 153 LOUFOpOUlOU et al. 154

também mostraram que mesmo em individuos
deficientes para a producéo de MBL a presenca da DP associou-se com niveis séricos
aumentados de MBL. Da mesma forma, nosso estudo mostrou que pacientes com DP
e DAC tiveram niveis aumentados de MBL e o tratamento da DP associou-se com
reducdo dos niveis séricos de MBL. Esses resultados corroboram com os encontrados
em estudos prévios que mostraram a MBL como um reagente de fase aguda. >>*°%>’
Isso explica, em parte, a reducdo nos niveis séricos da MBL observada em nosso
estudo apos o tratamento periodontal.

Esses achados tornam-se mais confiaveis quando analisamos também os

resultados dos niveis séricos da PCR, outro importante marcador de atividade
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inflamatdria aguda. O nosso estudo mostrou uma reducdo significativa dos niveis
séricos de PCR no grupo que recebeu tratamento periodontal. Nossos resultados
foram semelhantes a outros estudos que mostram niveis séricos elevados de PCR na
DP. 198 159,160, 161 gahe_se que a PCR é um marcador de resposta de fase inflamatdria
aguda e é uma ferramenta util na avaliacdo de doencas infecto-inflamatorias agudas,
tais como artrite reumatoide, pancreatite aguda e pneumonias.’®® A PCR ganhou
destaque na area cardiovascular com a hipdtese inflamatoria para a doenca

aterosclerética.'®® Sua avaliacdo agrega valor preditivo na determinacéo do risco de

um primeiro evento cardiovascular em homens e mulheres saudaveis. 6% 16> 166,167, 168,

189 Recentemente, a medida da PCR vem sendo sugerida na avaliacdo do risco
cardiovascular nos pacientes de risco intermediario e como um dos critérios clinicos da
sindrome metabodlica. *"* ™" 172 Nos pacientes com diagndstico de doenca coronéria a
dosagem da PCR mostrou-se util na identificacdo daqueles com maior risco de novos

eventos.!”®

A associacdo entre a DAC e a DP tem sido sugerida por revisdes sistematicas e
meta-andlises. ' 175 176 177 178 A majoria dos estudos mostrou uma associacdo
positiva entre essas doencas, porém os aspectos metodoldgicos dos estudos ainda

80

sdo passiveis de questionamentos.'’”® Humphrey et al. **® mostraram uma relacéo

direta entre 0 aumento do risco de DAC e a intensidade da DP. Bahekar et al. **
também mostraram que tanto a prevaléncia quanto aincidéncia de DAC estdo
significativamente aumentadas na DP, concluindo que a DP pode ser um indicador de
risco para DAC. Alguns autores sugeriram que a DP e a doenca cardiovascular tém
uma associacdo duvidosa, sugerindo que a exposicdo bacteriana sistémica da
periodontite pode ser um fator de risco mais confiavel. Mustapha et al., *** mostraram
gue marcadores elevados de exposicédo bacteriana sistémica na DP, tais como carga

bacteriana periodontal, sorologia especifica para periodontite e PCR, associaram a um

maior risco de DAC quando comparados aos individuos sem DP.
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Outro achado em nosso estudo mostrou que o tratamento ndo cirurgico da DP
associou-se com aumento da concentracdo sérica da SIRT1. Os efeitos benéficos da
SIRT1 na inflamag&o, metabolismo lipidico e aterosclerose foram bem documentados
em estudos pré-clinicos e em animais. '* Stein et al., * utilizando a delecéo parcial
da SIRT1 em camundongos ateroscleréticos, mostraram que a SIRT1 protege contra a
aterosclerose, reduzindo a formacao de células espumosas macrofagicas. A SIRT1
aumenta a producédo de éxido nitrico e favorece a vasodilatagéo.'® As intervencées
que aumentam a producédo de SIRT1, tais como a restricdo calo6rica e o resveratrol,
atenuaram significativamente o estresse oxidativo vascular relacionado a idade e a
inflamacdo e melhoraram a funcdo endotelial.’®® Estudo em ratos obesos Zucker
mostrou maior progressao da periodontite com o aumento do estresse oxidativo
induzido pela obesidade.'® Outros estudos em animais mostraram que o resveratrol e
a curcumina promoveram uma diminuicdo da degradacdo periodontal induzida
experimentalmente pela reducdo do estresse oxidativo possivelmente mediado pela
ativacdo da via das sirtuinas.'®® 1 Estudos em cultura de células também
mostraram reducdo de substancias pro-inflamatorias, tais como metaloproteinases de
matriz e interleucinas mediada pela SIRT1. **'%2 Porém, em humanos, a interacéo
entre a concentracao sérica de SIRT1 e a influéncia do tratamento da DP esta sendo
realizada, pelo que percebemos, pioneiramente por esse estudo. O aumento da
concentracdo sérica de SIRT1 foi, provavelmente, consequéncia do tratamento da DP
e ha, também, a possibilidade desse aumento ter influido positivamente na resposta
ao tratamento. Estudo recente mostrou que a SIRT1 € um potente regulador da
diferenciacdo das células do ligamento periodontal humano e pode ter implicacdes
clinicas na regeneracéo 6ssea periodontal. *°® O aumento da concentracéo sérica de
SIRT1reduz o estresse oxidativo e esse aumento pode ser benéfico em pacientes com
DP. Machida et al., *** mostraram que reducdo no nivel clinico de insercédo esta
associada com reducao dos niveis plasmaticos dos metabdlitos reativos de oxigénio a

menor da progresséo da DP.
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6. CONCLUSAO

Em conclusédo, podemos sugerir que a redugado da concentragdo sérica da MBL e
da PCR e o aumento dos niveis séricos de SIRT1, observados apos o tratamento da
DP, propiciaria melhores caracteristicas bioquimicas e metabdlicas do sangue
contribuindo assim para uma maior protecdo vascular ao processo da aterosclerose
coronaria. Porém, estudos prospectivos serdo necessarios para avaliar o impacto da

MBL e da SIRT1 como biomarcadores na incidéncia e no prognostico da DAC.
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DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1. NOME:
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ [ [......
ENDERECO:
BAIRRO
CIDADE e CEP
TELEFONE:

2.RESPONSAVEL LEGAL:
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N...oovvvviiiiiieeieeeeeeeeiees SEXO: Mo Fao
DATA NASCIMENTO.: ...... l....... l......
ENDERECO:
BAIRRO
CIDADE e CEP
TELEFONE

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Influéncia do tratamento da doenca
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CARGO/FUNCAQO: Professor Associado
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PESQUISADOR AUXILIAR: Pérola Michelle Vasconcelos Caribé
INSCRICAO CONSELHO REGIONAL CRO n° 104900
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DE SAO PAULO-HCFMUSP

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa que consiste
em analisar a influéncia do tratamento da doenca periodontal, que é uma doencga que
afeta as estruturas de suporte dos dentes, na doencga arterial coronaria, que € um
problema que afeta os vasos sanguineos do coragdo, através do estudo de um grupo
de proteinas presentes em nosso corpo chamadas de Sirtuinas 1 e Lectina Ligadora
de Manose.

A finalidade dessa pesquisa é a de que este conhecimento contribua no futuro
para melhor condugdo no tratamento e/ou prevencdo dessas doencgas. Por isso, 0
beneficio maior ndo é direto para vocé. Para realizacdo desta pesquisa vocé
participara de uma consulta odontologica inicial onde sera realizada uma entrevista
seguida por um exame clinico intrabucal, no qual serdo avaliadas as estruturas que
sustentam seus dentes e averiguada a presenga/ou auséncia de doenga periodontal.
Caso vocé tenha a doenga periodontal recebera tratamento devido na Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo (FOUSP) até
que haja controle e/ou eliminagdo da doenga. Sera realizada também coleta de
sangue por pungao periférica da veia do antebragco para realizacdo dos exames
laboratoriais no inicio e no final do estudo. Essa coleta sera realizada antes e apds o
tratamento da doencga periodontal.

Esta pesquisa oferece riscos minimos previsiveis, tais como: desconforto ao
passar algum tempo com a boca aberta para a realizagdo do exame intrabucal, para o
tratamento e, na puncdo da amostra de sangue, pode-se sentir dor, sensagéo de
desmaio e hematomas no local da retirada de sangue. A sua participagdo no estudo é
voluntaria e podera, a qualquer momento, se retirar do estudo. E garantida a liberdade
da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo,
sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento nas Instituigdes. Em qualquer
etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. As informag¢des obtidas no estudo serdo
analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacado de
nenhum paciente. Os resultados desse estudo poderao ser apresentados em reunides
cientificas e publicagdes. Entretanto, sua identidade sera mantida confidencial. Os
dados e o material coletado serdo usados somente para esta pesquisa.

Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também n&o ha compensacao financeira relacionada a
sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo
orcamento da pesquisa. Este termo sera assinado em duas vias e vocé recebera uma
das vias originais. Os investigadores do estudo sdo o Dr Antonio de Padua Mansur e
Pérola Michelle Vasconcelos Caribé, que podem ser encontrados no Instituto do
Coracao (InCor) no telefone (11) 2661-5387. E o Dr. Giuseppe Alexandre Romito, que
pode ser encontrado no departamento de periodontia da Faculdade de Odontologia da
USP (FOUSP) no telefone (11) 3091-7822. Se vocé tiver alguma consideragao ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-6442
ramais 16, 17, 18 — e-mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo Influéncia da doenga periodontal e
aterosclerdtica no sistema das sirtuinas: papel do tratamento periodontal.

Eu discuti com o Dr. Antonio P. Mansur e/ou Pérola Michelle Vasconcelos Caribé
sobre a minha decisao em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao
os propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participagéao € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha
Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou
portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel pelo projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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