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Canonico LAD. Deteccdo de periodontopatégenos do complexo vermelho em
ateromas de artérias coronarias de pacientes com doenca cardiovascular e
periodontite cronica [Tese de Doutorado]. S&o Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP; 2009.

RESUMO

Existe a hipétese, dentro da medicina periodontal, de uma possivel relacao
entre doenca periodontal e doencas cardiacas. Talvez a doenca periodontal
possa agir como um fator desencadeante para o desenvolvimento da doenca
cardiovascular. Vinte e oito pacientes portadores de aterosclerose e
periodontite crbnica, submetidos a intervencao cirargica de revascularizacao
cardiaca e endarterectomia coronariana, participaram do estudo, cujo objetivo
foi avaliar nas placas de ateroma de artérias coronarias a presenca dos
periodontopatégenos do complexo vermelho: Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola. O DNA gendmico foi extraidos das
amostras de ateromas e se constatou a presenca das bactérias através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Detectou-se nas 28 amostras de
ateroma: P. gingivalis em 50%, T. forsythia em 7,1% e T. denticola em 3,6%
respectivamente. Estes resultados ajudam a defender a hipotese de que a
doenca periodontal pode ser um dos muitos fatores envolvidos com o
desenvolvimento da doenca cardiovascular, sendo mais um motivo para ser

precocemente diagnosticada, prevenida e tratada.

Palavras-Chaves: Doenca Periodontal, Doenca Cardiovascular, Aterosclerose,

Periodontopatégenos, PCR



Canonico LAD. Deteccion of periodontopathogens of the red complex in the
atheroma of the coronary arteries from patients with cardiovascular disease and
chronic periodontitis [Tese de Doutorado]. S&o Paulo: Faculdade de
Odontologia da USP; 2009.

ABSTRACT

In the field of periodontal medicine there is the hypothesis of a possible
connection between periodontal diseases and heart diseases. Maybe the
periodontal disease may work as a triggering factor in the development of
periodontal of cardiovascular diseases. Twenty-eight patients of atherosclerosis
and cronical periodontitis patients were subjected to surgical intervention for
cardiac revascularization and coronary endarterectomy, have made part of the
study, whose objective was to evaluate the presence of periodontopathogens of
the red complex in the atheroma platelets: Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia and Treponema denticola. Genomic DNA was extracted
from atheroma samples, and the presence of bacteria was stated through
polymerase chain reaction (PCR). In the 28 samples of atheroma were
detected: P. gingivalis at 50%, T. forsythia at 7.1% and T. denticola at 3.6%
respectively. These results help to sponsor the hypothesis that the periodontal
disease can be one of several factors involved in the development of
cardiovascular disease, being this another reason for its early diagnosis,

prevention and treatment.

Keywords: Periodontal Disease, Cardiovascular Disease, Atherosclerosis,

Periodontopathogens, PCR
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1 INTRODUCAO

A Medicina Periodontal destaca-se como um importante ramo das
Ciéncias da Saude (FISCHER, 2005). A doenca periodontal pode ter
influéncia na saude sistémica de um individuo ou o inverso, por isso, a
Medicina e a Odontologia devem estar sempre inter relacionadas.

Desde o final da década de 80, estudos tém demonstrado uma forte
relacdo entre a doenca periodontal e diversas doencas sistémicas (FOX, 1992;
HAYNES; STANDFORD, 2003).

As doencas periodontais sdo multifatoriais, iniciadas por biofilme
bacteriano especifico, constituido predominantemente por bactérias gram-
negativas anaerobias (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2000), as quais ativam
mecanismos teciduais que levam a producdo de uma série de eventos
inflamatorios e imunologicos ocasionando a destruicdo dos tecidos
periodontais, além disso, representam a infeccdo mais comum no ser humano
e podem afetar de 5 a 30% da populacédo adulta entre 25 a 75 anos de idade
(BROWN; LOE, 1993).

Socransky et al. (1998) descreveram as principais bactérias
relacionadas com a doenca periodontal do adulto como sendo as do complexo
vermelho: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola. Uma alta deteccédo de patdgenos periodontais do complexo vermelho
tém sido associada com um aumento no risco ou na severidade de certas
alteracdes sistémicas, como lesdes cardiovasculares (DESVARIEUX et al.,
2005; DOGAN et al., 2005), pré-eclampsia (BARAK et al., 2007; CONTRERAS

et al., 2006), partos prematuros (HASEGAWA et al., 2003; LIN et al., 2007),
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nascimento de bebés de baixo peso (DASANAYAKE et al., 2001) e diabetes
(LALLA et al., 2006; SIMS et al., 2002).

Dentre as doencas cardiovasculares (DCV), a aterosclerose € uma
doenca das artérias que possui a maior incidéncia de morbidade e mortalidade.
Inicia-se na pré-adolescéncia, e mesmo na infancia, e caracteriza-se pelo
desenvolvimento de lesdes gordurosas, denominadas placas ateromatosas ou
ateroscleroticas, na parede arterial interna (GUYTON, 1992).

As doencas ateroscleroticas aparecem entre as principais causas de
mortalidade na maioria dos paises desenvolvidos (KINANE; LOWE, 2000). Elas
representam uma série de respostas celulares e moleculares altamente
especificas, que podem ser descritas como uma doenca inflamatéria (ROSS,
1999). Mais de 50% dos pacientes portadores de aterosclerose néo
apresentam 0s conhecidos fatores de risco (hipertensdo, fumo,
hipercolesterolemia e diabetes) e alguns fatores adicionais que predispdem a
aterosclerose ainda nao foram identificados. A importancia da descoberta de
mais fatores e de seus mecanismos de acéo levaria ao desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas que poderiam reduzir a prevaléncia dessa
doenca (DIAS, 2002).

A influéncia negativa das infec¢des bucais na salude sistémica tem sua
origem na disseminagdo dos microorganismos, ou de seus produtos, na
corrente sanguinea, o que é chamado de bacteremia. Este fenbmeno pode
ocorrer apds procedimento simples de higiene bucal, procedimentos
profissionais de tratamento, que induzem sangramento, ou até mesmo durante
a mastigacdo.Estes frequentes surtos de bacteremia transitéria podem

representar riscos no estabelecimento de doengas cardiovasculares em
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determinados pacientes (CONNER et al., 1967; GENCO, 2000; TOLEDO;
ROSSA JUNIOR, 1999).

Varios pesquisadores concordam com o fato de que a maioria dos casos
de endocardite bacteriana desencadeados por patégenos bucais ndo tem inicio
nos procedimentos odontolégicos, mas nas bacteremias transitérias
espontaneas, como as decorrentes da higiene bucal e da mastigacéo
(BAYLISS et al., 1984; CARMONA; DIZ DIOS; SCULLY, 2002).

Lafaurie et al. (2007) avaliou a frequéncia de bactérias
periodontopatogénicas e outras subgengivais, anaerobias facultativas ou néo,
presentes no fluxo sanguineo de pacientes submetidos a raspagem e
alisamento radicular e concluiram que a terapia periodontal por meio da
raspagem e alisamento radicular induz bacteremia associada a bactérias
anaerobias, principalmente em pacientes com doenca periodontal.

Herzberg e Meyer (1996) mostraram que, na presenca da doenca
periodontal, os microorganismos do biofilme dental podem disseminar-se
através da circulacdo causando infeccdo do endotélio vascular, contribuindo
para a ocorréncia da aterosclerose, 0 que aumenta o risco de isquemia do
miocardio e infarto.

Clinicos e pacientes estdo cada vez mais cientes de uma possivel
associacdo entre a doenca periodontal e doencas cardiovasculares, e do
potencial da intervencdo periodontal preventiva frente & reducdo dos riscos
para o infarto do miocardio ou acidentes vasculares cerebrais (PAQUETTE;

BRODALA; NICHOLS, 2007).
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Uma projecdo feita para o ano de 2020 indica que as doencas
cardiovasculares serdo responsaveis por cerca de 36% de todas as mortes no
mundo (BRAUNWALD, 1997).

O conhecimento atual ainda é insuficiente para explicar o mecanismo
biolégico da suposta associacdo entre doenca cardiovascular e doenca

periodontal, entretanto parece existir certa plausibilidade bioldgica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os estudos das inter-relacbes entre algumas doencas e condigOes
sistémicas e as doencas periodontais, tem assumido um papel importante e
dao evidéncias de que a doenca periodontal pode ser também, um dos fatores
de risco para o aparecimento de complicacdes cardiovascular.

De acordo com os Indicadores de Dados Béasicos do Ministério da Saude
(IDB - ministério da saude) no Brasil, em 2005, a porcentagem de Obitos por
doencgas cardiovasculares chegou a 46,12%, computando um total de
aproximadamente 85 mil ébitos para todas as faixas etarias e sexo (BRASIL,
2005). Dentre as alteragfes cardiovasculares, a Aterosclerose é a responsavel
pela maioria dos casos de infarto do miocardio e de infarto cerebral,
representando a principal causa de 6bito nos EUA e Europa Ocidental.

Em uma analise de estudos epidemioldgicos que avaliaram a doenca
periodontal como causa de doencas cardiovasculares feito por Cruz e
Nadanovsky (2003), foram identificados 35 estudos por meio de busca manual
nos volumes especiais de resumos do periédico Journal of Dental Research; de
busca nos bancos de dados eletronicos MEDLINE, LILACS e ISI; e da inspecéo
de bibliografias dos artigos identificados. Os critérios de inclusdo foram: artigos
em qualquer idioma publicados entre 1989 e 2000, que relataram a auséncia
ou presenca de associacdo entre doencas periodontais e doencas
cardiovasculares. As evidéncias disponiveis ainda sdo esparsas e suas
interpretacdes séo limitadas por potenciais vieses e situagdo de confusdo. Os

estudos analisados, tanto separadamente quanto juntos, nao fornecem
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evidéncia epidemioldgica convincente para uma associacdo causal entre
doencas periodontais e doencas cardiovasculares. Entretanto, a possibilidade
das doencas bucais causarem doencas cardiovasculares ainda ndo pode ser
descartada.

Hujoel et al. (2000), avaliaram o risco de doencas ateroscleréticas
coronarianas em pessoas com periodontite, com gengivite e sem doenca
periodontal. Participacdo deste estudo 8.032 adultos dentados com idade
meédia de 50 anos, sendo 1.859 individuos com doenca periodontal, 2.421 com
gengivite e 3.752 com saude periodontal. Durante o periodo estudado (1982,
1984, 1986, 1987 e 1992) foram medidas as mortes por doenca aterosclerotica
coronariana, hospitalizacdo por causa idéntica, ou procedimentos de
revascularizacdo coronaria. Como conclusdo, os resultados do estudo néo
mostraram evidéncias convincentes de que a periodontite e a gengivite estado
associadas a doenca cardiovascular.

A luz dos vasos sanguineos deve ser lisa, permitindo a livre circulagcéo
de sangue do coracdo para todas as partes do corpo. No entanto, com 0
passar dos anos e associado a varios fatores de risco, pode-se formar, no
interior das artérias, placas duras e gordurosas que tornam mais dificil a
passagem do sangue para os diferentes 6rgdos. A progressao da formacao e o
desenvolvimento dessas placas constituem o0 processo denominado
aterosclerose (GARCIA; HENSHAW; KRALL, 2001).

Aterosclerose € o principal tipo de Arteriosclerose, em fungdo das
complicagbes isquémicas que podem ocorrer no coracdo, cérebro, rins,

intestino e nas extremidades inferiores (ROSS; GLOMSET, 1976).



18

A Aterosclerose humana € um processo crénico, progressivo e
sistémico, caracterizado por respostas inflamatdrias e fibroproliferativa da
parede arterial, causada por agressdes na camada intima das artérias. Como
processo sistémico, freqlientemente, acomete todos os leitos arteriais incluindo
a aorta e seus ramos principais: carotidas, renais, iliacas e femorais. A
hipercolesterolemia, a hipertensédo arterial (HA), o diabetes, o tabagismo, as
reacoes imunoldgicas e inflamatérias, e a suscetibilidade genética individual,
figuram entre os fatores de risco para o aparecimento das lesdes arteriais
(ROSS, 1986; VALLE; BAPTISTA, 1996).

A doenca aterosclerética possuindo periodos de quiescéncia, alternados
com fenbmenos agudos, que incluem o infarto do miocardio, angina
(desconforto toraxico tipicamente provocado por esforco ou ansiedade, aliviado
pelo repouso e nao resultando em necrose do miocardio), insuficiéncia
cardiaca e a morte (SOUZA; STAICO; SOUZA, 2001).

As placas aterosclerdticas sdo também denominadas Ateromas, sao
consideradas estaveis quando a espessura da capa fibrosa é espessa com um
nacleo lipidico pequeno. Esta placa provavelmente ndo se rompera facilmente.
Ja as placas instaveis apresentam um nucleo lipidico grande e uma capa
fiborosa fina, sendo as mais propensas a se romperem e, dessa forma,
causarem os acidentes tromboembdlicos. A ruptura da capa fibrosa, das placas
ateromatosas, é provavelmente provocada por metaloproteinases liberadas por
macrofagos ativados por linfécitos T (KAI et al., 1998). Neutrofilos e mastocitos
(ativados em pacientes com angina instavel) também podem ser importantes
para desestabilizar as placas ateromatosas, por meio da liberacdo de elastases

e radicais livres de oxigénio (BIASUCCI et al., 1996; DE SERVI et al., 1991). A



19

liberacdo de elastase e radicais livres, com a hiperativacado dos neutrofilos, ja
foi demonstrado, também, em pacientes com periodontite crénica
(FIGUEREDO et al., 1999; GUSTAFSSON; ASMAN, 1996).

O centro das placas de ateroma esta associado com um infiltrado
celular, no qual estdo presentes células musculares lisas e hipertroficas,
macrofagos e alguns linfocitos (GARCIA; HENSHAW; KRALL, 2001). Cada vez
mais, evidéncias sugerem que a inflamacéo na parede do vaso sanguineo tem
um papel essencial no desenvolvimento da aterosclerose (ROSS, 1999). No
entanto, o gatilho que inicia e sustenta o processo inflamatorio ainda néo foi
definitivamente identificado. Entre os candidatos ao estimulo das respostas
inflamatorias e auto-imunes estéo as infec¢cdes (EPSTEIN et al., 1999).

Varios trabalhos tem reforcado a relacdo entre individuos com doenca
periodontal e o aumento do risco para desenvolver aterosclerose (BECK;
OFFENBACHER, 2005; KOLLVEIT; ERIKSEN, 2001).

Mackenzie e Millard (1963) investigaram a relacdo entre diabetes e
aterosclerose com a presenca de calculos e perda Ossea alveolar. Como
resultado deste estudo, 62% dos pacientes com aterosclerose apresentaram
mais perda 0ssea do que os pacientes saudaveis.

Varios estudos tém sugerido uma possivel associacdo entre as doengas
periodontais e a extensao e severidade das doencas cardiovasculares (BECK
et al.,, 1996; DESTEFANO et al., 1993; MATTILA et al., 1989; MATTILA et al.,
1993; MATTILA et al., 1995).

Segundo Slots (1998) a busca de informacdes microbiolégicas para
determinar a relacdo entre as doengcas periodontais e doencas

cardiovasculares, dependeria da capacidade de se evidenciar as mesmas
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bactérias orais no processo aterosclerotico. Dentre as bactérias orais deveriam
ser incluidas no grupo de patdgenos periodontais as espécies de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg),
Prevotella intermédia (Pi), Tannerella forsythensis (Tf) e Treponema denticola
(Td).

A doenca periodontal apresenta-se como uma das mais destacadas
formas de reservatério bacteriano e de disseminacao das bacteremias. Em dois
trabalhos realizado por Overholser, Moreillon e Glauser (1987, 1988) com
extracdo de dentes em camundongos com e sem doenca periodontal, foi
possivel observar maior incidéncia de “surtos de bacteremias” no grupo com
doenca periodonal (95%) contra 75% do grupo com saude.

O grau de inflamacédo periodontal é suficiente para desencadear uma
resposta inflamatoria sistémica que é evidente com o aumento dos niveis dos
marcadores inflamatorios, principalmente a Proteina C-reativa (PCR) (CHEN et
al., 2006; PUPIM et al., 2004; RAHMATI et al., 2002).

Uma recente revisdo realizada por Paraskevas, Huizinga e Loos (2008)
explorou os estudos que mostram um nivel elevado da proteina C-reativa
(PCR) em pacientes com periodontite. Os critérios de eleicdo das publicacdes
foram: estudos de caso-controle em humanos (avaliagdo dos niveis de PCR em
pacientes com doenca periodontal), estudos longitudinais (avaliando nivel da
PCR apés pelo menos 1 més de tratamento), avaliacdo de alta sensibilidade
para PCR e pacientes com nenhuma desordem sistémica (incluindo diabetes,
doencas cardiovasculares e/ou aterosclerose). Foram identificados inicialmente
448 estudos e, apO0s checagem das referéncias, resultou em 18 artigos. A

maioria dos estudos mostrou niveis mais elevados da PCR em pacientes com
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periodontite, quando comparados aos controles (sem doenca). Os estudos
também mostraram niveis de PCR superiores a 2,1mg/L, em pacientes
periodontalmente comprometidos. Seis estudos mostraram a reducéo
significativa dos niveis de PCR ap0s terapia periodontal. E como concluséo, os
autores reafirmam a interrelacado da doenca periodontal com os niveis elevados
da proteina C-reativa e apresentam modesta evidéncia do efeito da terapia
peridontal na reducéo dos niveis sistémicos da proteina.

Outro marcador inflamatério importante é a Interleucina-6 (IL-6). A
elevacdo do nivel sistémico deste marcador esta associada a episodios de
angina instavel e com quadro clinico de doenca cardiovascular. Por alguns
autores, esta interleucina é considerada como fator de risco cardiovascular
(BIASUCCI et al., 1996; MENDALL et al., 1997).

Loos et al. (2000) realizaram um estudo com o objetivo de mensurar 0s
niveis sistémicos dos principais marcadores inflamatérios para as doencas
cardiovasculares (PCR, IL-6 e contagem de leucdcitos), em pacientes com e
sem doenca periodontal crénica. O estudo contou com 150 pacientes, destes
54 tinham periodontite generalizada, 53 periodontite localizada, e um grupo
controle com 43 pacientes com saude bucal.Foram excluidos do estudo os
pacientes que possuiam alguma alteracdo sistémica, gravidas e que tivesse
sido submetido a extracdes dentarias recentemente. Os resultados mostraram
uma diferenca estatisticamente significante dos niveis de PCR, IL-6 e
leucécitos para os pacientes com doenca periodontal, quando comparados ao
controle. Os autores concluiram que essa elevacao dos niveis dos marcadores

inflamatérios pode aumentar a atividade inflamatéria nas lesdes
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ateroscleroticas, com aumento do risco de eventos cardiacos e
cerebrovasculares.

Chiu (1999) verificou a presenca de periodontopatégenos em carotidas
humanas. Neste estudo o autor investigou a presenca de multiplos agentes
infecciosos em 33 espécies de carotidas, por meio de imunocorantes com
anticorpos especificos. Ao final do estudo foram detectados 63,6% de
Chlamydia pneumoniae (C pneumoniae), 42% de citomegalovirus, 9% de virus
do Herpes simples, 42% de Porphyromonas gingivalis e 12% de Streptococcus
sanguis.

Estudos em animais mostraram que a Porphyromonas gingivalis pode
induzir agregacéao plaquetéaria, aumentar as lesdes ateroscleroéticas e acelerar o
processo aterosclerotico inicial em ratos, geneticamente modificados
(HERZBERG; MEYER, 1996; LALLA et al., 2003; LI et al., 2002). Também foi
observado que a Porphyromonas gingivalis pode invadir células endoteliais de
artérias coronarias e estar envolvida na imunoregulacdo do processo
aterosclerotico,segundo Choi et al. (2002) e Dorn, Dunn Jr e Progluske-Fox
(1999).

Haraszthy et al. (2000) identificaram a presenca de periodontopatégenos
em placas de ateromas, 0s autores selecionaram 50 pacientes, com idade
média de 69 anos, com estenose na cardtida e necessidade de
endarterectomia. As amostras das placas, obtidas cirurgicamente, foram
acondicionadas em frascos com 10ml de solug&o salina, para posterior anélise
microbiolégica. No laboratério foi realizada a técnica de amplificacdo do DNA
bacteriano e a reacdo em cadeia de polimerase (PCR), para identificagcdo das

espécies. O resultado da andlise microbioldgica mostrou que 80% das placas
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foram positivas para uma ou mais espécie bacteriana. 38% foram positivas
para Cytomegalovirus humano e 18% para Chlamydia pneumoniae, 30%
foram positivas para Tannerella forsythensis, 26% para Porphyromonas
gingivalis, 18% para Aggregatibacter actinomycetemcomtans e 14% para
Prevotella intermédia. Ao final deste estudo, os autores concluiram que a
presenca de periodontopatdgenos, bem como, outros microorganismos
infecciosos, nas placas aterosclerdticas, pode ter um papel importante no
desenvolvimento e progressdo de aterosclerose, levando a uma doenca
vascular coronariana e outras sequelas clinicas.

Em outra pesquisa, Haraszthy (2001) examinaram 93 ateromas de
carotida obtidos durante endarterectomia em 66 individuos (18 mulheres e 48
homens) da populacdo alema, com idade variando de 43 a 89 anos. Seguindo
a mesma metodologia do estudo anterior, as amostras de carétida foram
analisadas pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para alguns agentes
infecciosos e alguns patdgenos periodontais. Como resultado, os autores
observaram que 93% dos ateromas foram positivos para um ou mais
microorganismos, sendo que 30% foram positivos para citomegalovirus, 25%
para virus Herpes simples e 23% para Chlamidia pneumoniae. Analisando os
patdbgenos periodontais foi possivel observar positividade em 39% dos
ateromas para pelo menos um patdégeno,sendo 26% positivos para Tannerella
forsytuhensis, 25% para o Porphyromonas gingivalis, 13% para
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 16% para Prevotela intermedia e 2%
para o Campylobacter rectus. Os autores concluiram que a infeccao

periodontal pode ter papel na aterogénese.
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Stelzel et al. (2002) investigaram bidpsias de tecido aértico quanto a
deteccdo do DNA de periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ) pela técnica da reacdo em cadeia de
polimerase. Neste estudo foram selecionadas 26 amostras de aorta,durante os
procedimentos de cirurgias cardiacas. O material coletado foi analisado, por
meio de PCR, quanto a presenca dos periodontopatégenos. Vinte e trés das
vinte e seis amostras apresentaram DNA bacteriano, sendo encontrado,neste
estudo, somente DNA de Porphyromonas gingivalis. Para os autores o
resultado indicou uma ligacdo entre a entrada de patdgenos periodontais no
sistema vascular e a doenca periodontal, apesar de s6 ter sido encontrado uma
das bactérias analisadas.

Dias (2002), analisou microbiologicamente pela técnica da reacdo em
cadeia de polimerase os balbes retirados de pacientes submetidos a
angioplastias coronarianas e que apresentavam quadro clinico de doenca
periodonal crénica. Também foram analisadas amostras do biofilme dos sitios
periodontalmente  comprometidos. O objetivo foi correlacionar o0s
microorganismos bucais presentes nos balbes de angioplastias, a presenca
destes nas amostras intra-orais dos mesmos pacientes. Em relacdo aos
patégenos periodontais, 37,7% dos 61 baldes foram positivos para pelo menos
1 patégeno periodontal. 28,6% foram positivos para Porphyromonas gingivalis ,
8,2% foram positivos para Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 20,4%
foram positivos para Tannerella forsytuhensis , 22,4% foram positivos para
Prevotela intermedia e 24,5% foram positivos para Campylobacter rectus . Dos
61 pacientes, apenas 20 tiveram amostras intra-orais analisadas quanto a

presenca dos microorganismos periodontopatogénicos. Apds analisar a
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presenca de patégenos periodontais nos balées e associar a sua presenca nas
amostras de biofilme intra-orais, os autores chegaram aos seguintes
resultados: o patégeno Porphyromonas gingivalis esteve presente tanto nos
baldes quanto no biofilme, no mesmo paciente, em 45% (9) dos casos; para o
patdgeno Tannerella forsytuhensis esta associacdo esteve presente em 40%
(8); os patégenos Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Prevotela
intermedia ndo tiveram associacdo estatisticamente significante e para
Campylobacter rectus a associacao esteve presente em 30% (6) dos casos. O
estudo conclui que a presenca dos patdgenos periodontais nas placas
ateroscleroticas exerce um papel importante no inicio e/ou no desenvolvimento
das lesdes aterosclerdticas e, por conseguinte, na etiologia de algumas
doencas cardiovasculares.

Cairo et al. (2004) avaliou a presenca de periodontopatégenos em
placas ateromatosas e a presenca do DNA das bactérias em bolsas
periodontais, nos mesmos pacientes. Foram selecionados um total de 52
pacientes, para a realizacdo de endarterectomia de carotida, sendo divididos
em 2 grupos: um grupo teste com 26 pacientes dentados e um grupo controle
com 26 pacientes edéntulos. Um completo exame periodontal foi realizado,
incluindo exame radiografico panoramico, e amostras subgengivais foram
coletadas no grupo teste. As amostras subgengivais e as placas ateromatosas,
coletadas durante o procedimento cirargico, foram analisadas utilizando a
técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR), com primers especificos
para cada espécie bacteriana. Os resultados mostraram que nas 52 amostras
coletadas durante a endarterectomia, 12 (7 dendados e 5 edéntulos) foram

excluidos por apresentar amplificacdo negativa de DNA. Nas amostras
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subgengivais de 19 pacientes do grupo teste, Tannerella forsythensis foi
encontrado em 79%, Fusobacterium nucleatum em 63%, Prevotella intermédia
em 53%, Porphyromonas gingivalis em 37% e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em 5% dos casos. Nenhum DNA bacteriano foi
encontrado, pela técnica de PCR, nas amostras das placas ateromatosas da
carotida, em nenhum grupo de pacientes. Os autores concluiram que a
presenca de DNA dos periodontopatdogenos nas placas ateromatosas néo
poderam ser confirmadas neste estudo e que nenhuma correlagcdo pode ser
estabelecida entre as espécies bacterianas associadas a doenca periodontal e
a contribuicdo destas na formacéao de placas ateromatosas.

Fiehn et al. (2005) coletaram 79 amostras de placa ateromatosa,
removidas da cardtida ou da artéria femoral, durante procedimentos cirirgicos
de reconstrucdo vascular, em pacientes com idade variando de 51 a 89 anos,
de ambos os sexos. O material coletado de 52 placas ateromatosas da
bifurcacado de cardtida e 27 da artéria femoral foi meticulosamente preparado
para cultivo de Pg,Pi, Cr, Aa, Tf, Streptococos orais e Prevotella nigrescens
(Pn). Apenas 11 amostras de cardtida e 13 de artéria femoral foram utilizadas
para a extracdo de DNA e deteccdo das espécies bacterianas por meio de
PCR. Ao final do estudo,nenhuma bactéria investigada cresceu em meio de
cultura. Nas 24 amostras submetidas ao PCR foram detectados DNAs
bacterianos de Pi em 100%, Pn em 8,3% e Pg em 4,17%. Com o estudo
concluiu-se que nao foi possivel isolar as bactérias orais viaveis da placa
ateromatosa, mas os dados confirmam que o DNA dos patégenos periodontais

pode ser encontrado nas placas ateromatosas.
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Padilla et al. (2006) selecionaram 12 pacientes com periodontite cronica
e diagnostico clinico de obliteracdo das extremidades inferiores ou estenose da
artéria carotida. Todos os pacientes foram submetidos ao procedimento
cirdrgico de endarterectomia, uma semana ap0s o0 exame periodontal que
consistia da verificacdo da profundidade de sondagem, indice de placa, nivel
clinico de insercdo, sangramento a sondagem e evidéncia de perda éssea
radiografica. As placas de ateroma foram coletadas e levadas para analise
microbiolégica, bem como as amostras de biofilme subgengival, das bolsas
periodontais, coletadas por meio de cones de papel absorvente estéreis. A
analise microbiologica do biofilme subgengival mostrou que em 9 amostras
foram observadas associa¢cfes de duas ou trés espécies bacterianas e a Pg foi
a espécie mais comum. Tf foi isolada em apenas 2 casos e Aa em 7 casos. Ja
na analise microbiol6gica das placas ateromatosas foi observado Aa em duas
amostras. As demais bactérias ndo foram identificadas. Apesar da pequena
porcentagem de identificacdo dos periodontopatdbgenos nas placas
ateromatosas, 0os autores concluiram que a identificacdo de Aa no biofilme e
nas placas dos mesmos pacientes pode indicar o papel dos patdgenos
periodontais na doenca aterosclerotica.

Romano, Barbui e Aimetti (2007), fez um estudo semelhante foi
realizado com o objetivo de identificar 5 periodontopatogenos (Aa, Pi, Pg, Td e
Tf) em bolsas periodontais e em ateromas de carétida, nos mesmos pacientes.
O estudo incluiu 21 pacientes com idade variando de 56 a 77 anos (8 mulheres
e 13 homens), com pelo menos 12 dentes na boca e diagnéstico de doenca
periodontal crénica (caracterizada por bolsas periodontais com profundidade de

sondagem maior e igual a 5mm). As amostras subgengivais foram coletadas
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com cone de papel absorvente estérii e as placas ateromatosas foram
adquiridas ap6s procedimento cirargico de endarterectomia. Dos 21 pacientes,
3 foram excluidos por apresentarem resultado negativo apds amplificacdo do
DNA dos ateromas. As amostras de biofilme restantes foram positivas para
pelo menos um patégeno periodontal. A prevaléncia de Tf, Pg, Pi, Td e Aa, nas
amostras de biofilme, foram: 72,22%, 61,11%, 55,56%, 50% e 33%,
respectivamente e nenhum DNA bacteriano foi encontrado nas placas
ateromatosas analisadas. Como conclusao, a presenca  de
periodontopatégenos nas placas de ateroma nao foi confirmada neste estudo,
portanto, nenhuma correlacdo pode ser feita entre as bactérias periodontais e
0S microorganismos envolvidos nas lesdes aterosclerdticas.

Aimetti, Romano e Nessi (2007) analisou em 33 pacientes a presenca de
cinco periodontopatdégenos (Aa, Pi, Pg, Tf e Td), tanto nos sitios com doenca
periodontal como nas placas ateroscleroticas coletadas por endarterectomia,
nos mesmos pacientes. Os resultados deste estudo mostraram a presenca de
pelo menos uma das bactérias em todas as amostras periodontais.DNA
bacteriano foi encontrado em 31 das 33 amostras de placa
aterosclerotica.Entretanto, nenhuma das amostras foi positiva, para a presenca
de DNA bacteriano dos patdgenos periodontais testados.

Em outro estudo Pucar et al. (2007) identificaram bactérias
periodontais em amostras de artéria corondria de pacientes com aterosclerose
através da PCR. Os resultados demonstraram que nas 15 amostras foram
detectadas: P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e A.

actinomycetemcomitans. Os autores concluiram que microrganismos
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periodontais podem ter uma associacdo no desenvolvimento e progressédo da
aterosclerose.

Elkaim et al. (2008) investigaram a presenca de 20 patdégenos
periodontais nas lesdes ateroscleréticas e em vasos sanguineos saudaveis, e
associaram esta condicdo aos aspectos clinicos e microbiologicos. Vinte e dois
pacientes foram incluidos neste estudo, respeitando 0s seguintes critérios de
inclusdo: pelo menos 14 dentes naturais, o paciente ndo poderia ter sido
submetido a tratamento periodontal nos 6 meses prévios ao estudo, nao ter
feito uso de antibioticos 6 meses antes e ndo apresentar nenhuma outra
alteracdo sistémica. Antes do procedimento cirargico, foram avaliados os
parametros clinicos periodontais indice de placa (IP), indice gengival (1G),
sangramento sulcular a sondagem (SS), profundidade de sondagem (PS),
retracdo gengival (RG) e perda de insercdo (Pl).Todos os pacientes com
doenca periodontal foram divididos em 2 grupos baseados em 3 critérios:
média de PS, média de Pl e porcentagem dos sitios com PS _ 4mm. 11
pacientes com meédia de PS das bolsas < 3mm, Pl < 4mm e porcentagem de
sitios com PS _ 4mm menor que 20%, foram incluidos no grupo periodontite
cronica moderada generalizada. Os 11 pacientes restantes que apresentaram
média de PS > 3mm, média de Pl > 4mm e porcentagem de sitios com PS _
4mm maior que 20%, foram incluidos no grupo periodontite crbnica severa
generalizada. As amostras bacterianas subgengivais foram coletas das 4
bolsas mais profundas de cada paciente, utilizando cones de papel absorvente
para posterior extracdo de DNA. Durante a cirurgia de ponte de safena,
realizada um dia apés o exame periodontal, foram coletadas placas de

ateromas, amostras da camada interna das artérias mamarias saudaveis e
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amostras das veias safenadas, para em seguida ser feita a analise
microbiolégica. Com relacdo as amostras periodontais, o0s resultados
mostraram que 16 das 20 espécies bacterianas analisadas foram mais
prevalentes no grupo com periodontite severa. Porphyromonas gingivalis e
Fusobacterium nucleatum foram as bactérias detectadas em maiores niveis em
ambos os grupos. Com relacdo as amostras vasculares, comparando os
grupos, nao houve diferenca estatistica significante em relacdo a prevaléncia
de alguma das 20 espécies nas artérias mamarias.Diferencas significantes
apareceram em 9 das 20 bactérias nas veias safenadas e para a prevaléncia
de Campylobacter rectus e Eikenella corrodens nas placas de ateromas. Foi
nitida a maior prevaléncia de bactérias no grupo com periodontite severa
quando comparada ao grupo com periodontite moderada. Os autores
concluiram que a presenca dos patdgenos periodontais nas placas
aterosclerotica 31 e nos vasos aparentemente saudaveis, reflete o alto nivel de
bacteremia, levando a infec¢do das células endoteliais.

Mesmo diante da vasta literatura apresentada mostrando a presenca do
DNA bacteriano em placas ateromatosas, a sua contribuicdo para o inicio e

progressao da doenca aterosclerodtica ainda precisa ser comprovada.
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3 PROPOSICAO

Este estudo teve como proposicdo avaliar a presenca de bactérias do
complexo vermelho: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola, nas amostras de ateroma provenientes da artéria
coronaria através de endarterectomia coronariana de pacientes com doenca

cardiovascular e periodontite crénica.
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4 MATERIAL E METODOS

O protocolo de pesquisa e o termo de Consentimento Livre e Esclarecido
foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo A). O paciente ou

responsavel autorizou sua participacao ao assinar o termo de Consentimento.

4.1 Selecdo da amostra

Foram selecionados do SUS, 28 pacientes (22 homens e seis mulheres),
diagnosticados ap0s o0 exame de cateterismo e diagnodstico de Doenca
Aterosclerética Coronariana Obstrutiva (DACO), tal doenca é caracterizada por
um quadro clinico de estenose arterial maior ou igual a 70% de obstrucdo da
luz do canal e isquemia evidenciada e periodontite crénica, com meédia de
idade de 61 anos, que seriam submetidos a cirurgia de endartectomia e
revascularizacdo coronariana no Hospital Evangélico da Cidade de Londrina,
Parana, no periodo de marco de 2005 a marco de 2007. Antes da cirurgia
cardiaca, os pacientes foram submetidos a anamnese, exame clinico
periodontal, com a realizacdo de um periograma, de acordo com a disciplina de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo.

Foram considerados critérios de inclusdo: nao deveriam ter sido

submetidos a antibioticoterapia, nem a tratamento periodontal nos trés ultimos
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meses prévios a realizacdo da cirurgia. Possuirem, no minimo, seis dentes na
cavidade bucal, e ndo serem diabéticos. Os pacientes portadores de
periodontite cronica apresentavam pela perda de inser¢cdo =5 mm em 30% dos
dentes presentes (TONETTI; CLAFFEY, 2005).

Um Unico examinador treinado e experiente, através do coeficiente de
correlacdo intra-classe, realizou todos os exames clinicos no centro de
Hemodinamica do Hospital, em uma sala de preparacdo pré-operatoria, sob a
condicdo de iluminacdo (Luz branca ambiente) e posicdo (cama de repouso
reclindvel) adequadas para o exame. Um auxiliar odontoldgico foi responsavel
pela anotacdo dos dados na ficha.

Utilizando um espelho clinico plano®, e uma sonda milimetrada
manual®, os sulcos/bolsas foram examinados em seis sitios por dente (faces
meésio-lingual, lingual, distolingual, mésio-vestibular, vestibular e disto-

vestibular) em todos os dentes permanentes.

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.

! Espelho n° #5, Hu Friedy, Chicago, IL, USA
2 PCPUNC - 15, Hu Friedy, Chicago, IL, USA
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3. Nivel clinico de insercdo (NCI): € o valor correspondente a soma dos

valores de PCS e LEC-MG3.

ApoOs todos os procedimentos iniciais, 0s pacientes ou responsaveis
autorizardo sua participacdo ao assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

4.2 Coleta do ateroma

As placas de ateroma das artérias coronarias foram coletadas através de
um procedimento denominado endarterectomia coronariana. A endarterectomia
€ realizada nos casos em que o leito distal coronariano é totalmente
comprometido pela arteriosclerose, o cirurgidao ira remover toda a placa
arteriosclerotica (incluindo alguns ramos) na sua totalidade através da incisao
inicialmente praticada na artéria coronaria a ser revascularizada. Geralmente
obtem-se um fragmento Unico que nada mais é que o interior do vaso
coronariano, contendo intima e parte média juntamente, evidentemente com
toda a placa arteriosclerotica.Em seguida € realizada a revascularizacdo do

miocardio.

O procedimento cirdrgico de endarterectomia coronariana foi realizada
pelo cirurgido cardiaco Prof. Dr. Francisco Gregori Junior e equipe da
Universidade Estadual de Londrina - Paranad. Essas amostras foram

armazenadas imediatamente em tubos estéreis com 5 ml de RNAlater?,

¥ NCI = PCS + (LEC-MG)
4 Ambion, Apllied Biosystem, Foster CT, USA
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acondicionados em um congelador a -20C e transferidos ao Laboratério de
Patologia Molecular da Faculdade de Odontologia da Universidade de Séo

Paulo, para o processamento.

4.3 Extracdo do DNA

Método de extracdo com digestao enzimatica:

Aproximadamente 100 mg de tecido foram utilizados para a extracao do
DNA que foi obtido através do Kit de Extracdo para Tecido ChargeSwitch®

gDNA Mini Tissue Kit de acordo com as instru¢des do fabricante.

O protocolo para este método de extracdo de DNA foi baseado no

meétodo descrito por Isola et al. (1994).

Serdo adicionados aos tubos 400ul de tampéao de lise (NaCl 1M; Tris-
HCIl pH 8,0 1M; EDTA 0,5M pHS8, 0; SDS 10%) estéril e proteinase K na
concentracéo final de 500ug/ml. Os tubos serdo mantidos a 55 em banho
maria por 3 dias até a completa dissolu¢do do tecido. Serdo adicionados 30l
de proteinase K a 250ug/ml em intervalos de 24 horas, e os tubos seréo
invertidos uma vez ao dia. A enzima sera inativada por aquecimento a 95°C

durante 10 minutos. O DNA sera purificado utilizando-se 1ml de solucdo de

fenol saturado e tamponado (pH8,0) e os tubos homogeneizados e em seguida
centrifugados a 850 xg por 20 minutos, a TA, quando o sobrenadante sera
transferido para outro tubo semelhante. Sera entdo acrescentado 1ml de

solucéo de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) repetindo-se entdo o

5 Invitrogen do Brasil, LTDA, Séo Paulo, S&o Paulo, Brazil.
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mesmo processo de homogeneizacdo e centrifugacdo e por fim 1ml de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). O sobrenadante final sera transferido para
outro tubo onde sera feita a precipitacdo do DNA adicionando-se etanol
absoluto gelado (2 a 3x o volume do sobrenadante) e acetato da amoénia 7M
(1/10 do volume do sobrenadante) que permanecera a -20°C por 18 horas.
Sera realizada centrifugacdo a 18.300 xg por 20 minutos, a 4°C, e o precipitado
obtido sera lavado com etanol a 70%. ApOs evaporagdo do etanol a
temperatura ambiente o precipitado sera dissolvido em 50ul de TE (Tris-HCL

10mM pH7,4 e EDTA 1mM pH8,0) e mantido a 4°C até a quantificacéo.

4.4 Deteccédo Bacteriana por PCR

As amostras de DNA foram amplificadas pela técnica da PCR
utilizando-se iniciadores especificos baseados na sequéncia do gene 16S
rRNA, sintetizadas para Porphyromonas gingivalis,Tannerella forsythia
eTreponema denticola, pela Invitrogen® conforme Ashimoto et al. (1996). As
amplificacBes foram realizadas em volume final de 25 pL contendo 2,5 ul de 10
X PCR buffer,®> 1,0 pl of MgCl, (50 mM),> 1,0 ul de dNTP mix (0,2 mM),° 1,0 pl
de cada iniciador especifico (0,4 M),> 0,25 pl Taq Platinum DNA polymerase
(0,5U),° e 2 pl de DNA das amostras. A reacéo de amplificaco foi realizada em

um termociclador® programado para 94 por cinco minutos, 30 ciclos d e 94C

5 Invitrogen do Brasil, LTDA, Séo Paulo, S&o Paulo, Brazil.
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por 30 segundos, temperatura de anelamento adequada para cada par de

iniciadores (Quadro 4.1) por 30 segundos; 72T por 30 segundos e 72T por 5

minutos para a extensao final do DNA.

Os controles positivos foram DNA de cultura pura de bactérias:

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, Tannerella forsythia ATCC 43037,

Treponema denticola ATCC 33520. O controle negativo foi composto por todos

0S reagentes presentes na reacédo e isento do DNA gendmico.

O produto de amplificacdo (10 pul) foi observado por eletroforese (70 V

por 2,5 horas) em gel de agarose 2%, e corado com brometo de etidio a 0,5

ng/ml e fotografado sob um transluminador de luz ultravioleta’. Como marcador

molecular foi usado 1-kb plus DNA ladder®.

Bactéria alvo Sequéncia dos Iniciadores (5 --- 3')

Temperatura
de
anelamento

Amplificagao
(pb)

Referéncia

AGAGTTTGATCC TGG CTC AG
CAATAC TCG TAT CGC CCG TTATTC

Universal Primers
16S rRNA

60 °C

1500

Amano et al.
(1999)

AGG CAG CTT GCC ATACTG CG

Ashimoto et al.

P. gingivalis o
2 ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT REG 4 (1996)
. GCC TAT GTAACC TGC CCG CA . Ashimoto et al.
Lorsythta TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T S el (1996)

TAATAC CGAATG TGC TCATTTACAT

T. denticola TCAAAG AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA

55 °C

316

Ashimoto et al.
(1996)

Quadro 4.1 - Bactéria alvo, sequéncia dos primers, temperatura de anelamento, pares de base

e referéncia

® Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 9700, Norwalk , CT, USA
" Fotodyne, Inc Hartland, WI




38

5 RESULTADOS

Participaram deste estudo 28 pacientes sendo 22 homens (77%) e 6
mulheres (23%) com idade média de 61 anos, portadores de doenca
cardiovascular e periodontite cronica. O DNA das amostras de ateroma foi
amplificado com primers universais. Todos 0s controles positivos apresentaram
a amplificac@o esperada para os iniciadores especificos.

A deteccéo das taxas de espécies bacterianas nas placas de ateromas
foi realizada por PCR e descritas na tabela 5.1 e grafico 5.1. A prevaléncia de
periodontopatégenos do complexo vermelho no ateroma foi de 50% para P.
gingivalis (14 placas), 7,1% para T. forsythia (duas placas) e apenas 3,6% para

T. denticola (uma placa).



Tabela 5.1 — Prevaléncia de bactérias presentes em ateroma

BACTERIA PACIENTES
N° %

P. gingivalis 14 50,0
T. forsythia 2 71
T. denticola 1 36

50% [ P. gingivalis
7,1% T. forsythia
3,6%! T denticola

Gréfico 5.1 — Prevaléncia de bactérias presentes em ateroma
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6 DISCUSSAO

Varias pesquisas tém sugerido uma possivel associacdo entre as
doencas periodontais e a extensao e severidade das doencas cardiovasculares
(BECK et al., 1996; DESTEFANO et al., 1993; MATTILA et al., 1989; MATTILA
et al., 1993; MATTILA et al., 1995). Entretanto, uma completa evidéncia ainda
nao foi estabelecida neste campo, principalmente, porque outros estudos que
qguestionam esta associacao tém sido publicados nos ultimos anos (HUJOEL et
et al., 2000, 2001, 2002; ROMANO; BARBUI; AIMETTI, 2007).

O que se observa é que a ligacdo entre os dois processos
imunoinflamatoérios, a doenca periodontal e aterosclerose, permanece como um
topico controverso, tendo a relacdo de causalidade como ponto principal,
destacando qual o real significado sistémico da infeccdo periodontal.
Recentemente, alguns estudos ndo dao suporte a esta associacéo, afirmando
que sado necessarios estudos longitudinais mais bem controlados, que
envolvam populacdes mais homogéneas e com analises microbiologicas mais
especificas para os patdégenos periodontais (KHADER; ALBASHAIREH;
ALOMARI, 2004; NAKIB et al., 2004).

Mecanismos biologicos plausiveis para explicar esta relagcdo foram
desenvolvidos. Mediadores da doenca inflamatdria bucal poderiam entrar na
circulacdo sanguinea por meio do tecido gengival altamente vascularizado,
aderindo na placa ateromatosa e desencadeando uma inflamac&o com ruptura
desta placa, formando um coagulo que impede a circulacdo sanguinea e causa

um infarto (BECK et al.,1998).
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A etiologia da doenca cardiovascular e da doenca periodontal é
multifatorial e, na literatura, encontramos os chamados fatores de risco
classicos que em muitos casos sdo 0s mesmos como: idade avancada, género
masculino, tabagismo, diabetes e baixa condicdo socioecondmica. Mas, alguns
trabalhos epidemiolégicos mostraram pacientes com doenca cardiovascular
que nao apresentavam nenhum destes fatores considerados de risco
(HARASZTHY et al.,, 2000). A Academia Americana de Periodontologia
considera a doenca periodontal um fator que pode contribuir na etiopatogenia
da doenca cardiovascular, sendo comparavel a fatores de risco como
tabagismo, diabetes, hipertensdo e alto teor de triglicérides (SCANNAPIECO,
1998).

Estudos de Joshipura et al. (2003), Kozarov et al. (2006), Lindsberg e
Grau (2003), Page (1998) e Pussinen e Mattila (2004) tém mostrado a doenca
periodontal como um fator de risco para o0 desenvolvimento de outras
condicbes sistémicas e interferindo no curso da doenca periodontal como
fatores modificadores.

Quanto a identificacdo de patdgenos periodontais como, P. gingivalis,
T. forsythia e T. denticola em placas de ateromas pela PCR, neste estudo é
importante considerar que, a deteccdo ocorre somente pela presenca do DNA
bacteriano e ndo pelas células bacterianas viaveis, representativas de uma
espécie patogénica periodontal. Portanto, é possivel que apenas algumas
sequéncias de acidos nucléicos de uma célula bacteriana degradada estejam
acumuladas em ateromas que ocluem as artérias, sem produzir injarias no

endotélio (HARASZTHY et al., 2000).
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Socransky, Smith e Haffajee (2002) descreveram que 0s principais
agentes etiologicos considerados da periodontite crbnica sdo 0s
microrganismos do complexo vermelho: P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola.
Em nosso estudo, a prevaléncia destes microrganismos, apresentou uma alta
taxa (P. gingivalis 50,0% - 14 pacientes, T. forsythia 7,1% - 02 pacientes e T.
denticola 3,6% - 01 paciente). A presenca de P. gingivalis em ateromas de
pacientes com periodontite em 50% dos casos esta de acordo com dados
mostrados de Ishihara et al. (2004) e Pucar et al. (2007) que demonstraram ser
estatisticamente significante a presenca de P. gingivalis em amostras de placa
de artérias coronarias. Esta bactéria é capaz de invadir células endoteliais,
podendo levar ao acumulo de plaquetas e fibrina dentro dos vasos cardiacos
(DESHPANDE; KHAN; GENCO, 1998), sendo este, um achado importante.

As placas mais profundas do ateroma, que possuem uma baixa tensao
de oxigénio, proporcionam o crescimento de anaerobios. Estas consideracoes
conduzem a hipotese de que os patdgenos periodontais anaerdbios podem ser
importantes na patogenia do ateroma, ndo somente durante a sua iniciacao,
como também, durante a progressao da doenca cardiaca. (FIEHN et al., 2005).

A grande dificuldade nos estudos que relacionam periodontopatdogenos
com aterosclerose é estabelecer se as bactérias sé@o residentes ou transitorias,
0 que poderia determinar as diferencas nas taxas de deteccdo em varios
estudos (ISHIHARA et al., 2004; TAYLOR-ROBINSON et al., 2002).

Nossos resultados estdo de acordo com Ishihara et al. (2004) e Padilla
et al. (2006) que detectaram a presenca de P. gingivalis e T. forsythia em
diferentes taxas. A presenca T. denticola em 3,6% das amostras € inferior aos

dados de Ishihara et al. (2004) e Okuda et al. (2001) que detectaram este
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microrganismo em 23,1% e 29,4% dos ateromas avaliados. Esta diferenca na
taxa de deteccdo poderia estar associada a existéncia bactérias residentes ou
transitorias, ocorréncia impossivel de ser estabelecida.

Em complemento, nossos resultados sdo consistentes com aqueles
previamente relatados por Pucar et al. (2007) que detectaram a presenca de P.
gingivalis em 53,3% e T. forsythia em 13,3% das placas de ateroma.
Similarmente, Haraszthy et al. (2000) detectaram T. forsythia em 30% e P.
gingivalis em 26% das placas de ateroma estudadas. Esses achados
representam certa evidéncia de que patdgenos periodontais podem entrar na
circulacdo, causando uma bacteriemia transitoria, e podem se alojar nas
paredes das artérias.

O estudo de Beck et al. (1996) enfatiza que a periodontite € uma
infeccdo cronica onde se geram niveis sistémicos elevados de fatores de risco,
tais como a proteina C-reativa, fibrinogénio e citocinas (IL-18, 1-6, TNF-a).
Esses fatores quando elevados podem aumentar a atividade inflamatoria nas
lesGes aterosclerdticas, aumentando potencialmente o risco dos eventos
cardiacos. Embora na literatura mencionem-se diferencas na ocorréncia de
bactérias periodontopatogénicas em ateromas, certamente estas diferencas
podem ser explicadas pelas diferentes populagbes estudadas, espécies
microbianas subgengivais e a resposta imunolégica (AIMETTI; ROMANO;
NESSI, 2007).

O método de andlise microbioldgica por meio de amplificagcdo do DNA,
pela reacdo em cadeia de polimerase, foi escolhido devido ao fato deste teste
ser o mais sensivel de todos, além de ser mais simples e com resultados mais

rapidos, quando comparado aos métodos de microscopia, cultura e sondas de
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DNA (LOESCHE, 1992; WAHLFORS et al.,1995; ZAMBOR; HARASZTHY,
1995).

Os nossos resultados podem ajudar a reforcar a tese, de que a doenca
periodontal através dos agentes bacterianos, pode sim ser considerada um dos
fatores de risco para o desenvolvimento da doenca cardiovascular.

E importante ressaltar, como mostrado por D’Aiuto et al. (2004) o efeito
sistémico da terapia periodontal basica (raspagem e alisamento radicular) é
suficiente para reduzir de forma significante os niveis sistémicos da proteina C-
reativa (PCR) e da Interleucina-6 (IL-6), principais marcadores inflamatorios
das doencas cardiovasculares.

Portanto, os pacientes devem ser orientados sobre 0s riscos da doenca
periodontal, que além de poder levar a perda do elemento dental, pode
contribuir para o aparecimento ou agravamento de doencas sistémicas, como é

0 caso da doenca cardiovascular.
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7 CONCLUSAO

Dentro dos limites deste estudo, péde-se concluir que:

Foram encontrados, nas amostras de ateroma analisadas, através da
técnica da PCR, periodontopatogenos do complexo vermelho. Em 50% das
amostras encontrou-se a presenca de P. gingivalis, em 7.1% a presenca de

T. forsythia e em 3.6% das amostras, a presenca de T. denticola.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Faculdade de Odontologia 5‘
Uniiversidade;de;Sao; Paulo i R

'
.

N
18110

)
CEP/OF.270/02

S&o Paulo, 11 de outubro de 2002

Senhor Pesquisador

Informamos a Vossa Senhoria, que diante do Parecer de Aprovagao do
Comité de Etica do Hospital Evangélico da Sociedade Evangélica Beneficente de
Londrina, estamos cientes da aprovago do projeto de pesquisa intitulado
“Avaliagdo microbloiégica da presenga do periodontopatégencs om
artarioma de pacientes submotidos a endarteroctomla coronarfana e sua
relagdo com a ceondigdo clinlca periodontal” de sua autoda, n36 havendo
nenhuma oposigdc por parte deste CEP, cam relagao a sua realizagio.

Sendc o que se nos apresentava, valemo-nos da oportunidade para
reiterar-ihe 0s nossos protestos de efevada estima e distinta consideragao.

Ol
Profa.Ora, Célia Regina Marﬂn{_ {gade Rodrigues
Coordenadora do CEP-FOUSP

flustrissimo Senhor
Professor Doutor Giugseppe Alexandre Romito
Disciplina de Peariodontia

Av. Prol. Lineu Progtos, 2227 - Cidade Universilaria "Asmando de Salles Oliveira™ CEP 05503-000
Sdo Poylo - 5P Durctoria Teletar (011} IB14 Q062 . 2001TR17/60
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