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RESUMO

Monteiro AM. Influéncia do tratamento periodontal sobre os marcadores de risco para
aterosclerose em pacientes com periodontite cronica [tese (Doutorado em Imunologia)].

Sao Paulo (Brasil): Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2010.

Recentemente, estudos tém reportado o impacto da saude oral na aterosclerose e
subseqiiente na doenca cardiovascular. A proposta deste estudo foi fornecer uma
introspeccdo desta associagdo determinando os niveis plasmaticos de alguns
marcadores de risco para aterosclerose em pacientes com periodontite cronica. Além
disso, no6s investigamos o efeito do tratamento periodontal sobre esses marcadores de
risco. Quarenta pacientes com periodontite crénica e quarenta pacientes sem doenca
periodontal foram incluidos no estudo. Colesterol Total, lipoproteina de alta densidade
(LDL), lipoproteina de baixa densidade (HDL), triacilglicerol, nivel de citocinas
plasmatica, anticorpos contra lipoproteina de baixa densidade oxidada, substidncias
reativas ao acido tiobarbiturico, proteina C Reativa (PCR), contagem total e diferencial
de células brancas e indice de refracdo ndo linear foram investigados. Os niveis de
triacilglicerol e de HDL em pacientes com periodontite foram significantemente maiores
e menores, respectivamente quando comparados aos controles. Colesterol Total, LDL e
nivel de peréxidos lipidicos foram semelhantes entre os grupos. Interleucina (IL)-6, -8 e
PCR anticorpos anti-oxLDL, e contagem de leucécitos e neutréfilos foram
significativamente maiores em pacientes com periodontite. O valor o index de refracdo
ndo linear da solugdo de LDL foi maior no controle quando comparado a individuos com
periodontite. Os quarenta pacientes com periodontite cronica passaram por tratamento
periodontal. Amostras adicionais foram coletadas ap6s 3, 6 e 12 meses apo6s o
tratamento periodontal. O tratamento periodontal foi bem sucedido, com diminuicao
significativa de bolsas gengivais patogénicas. Um ano apds o término do tratamento, as
concentracoes de triacilglicerol foram significantemente diminuidas. Os niveis de IL-6
IL-8 e PCR foram significativamente menores depois do tratamento periodontal. O
tratamento nao teve efeito sobre os niveis plasmaticos de colesterol total, HDL e LDL. O
valor do indice de refracdo ndo linear e os niveis de anticorpos anti-oxLDL foram
significantemente maiores e menores, respectivamente 12 meses apés o tratamento

periodontal. A contagem de leucdcitos e neutrofilos foi menor apdés 3 meses do



tratamento periodontal. Nossos resultados confirmam e reforcam a sugestio da
associacdo entre o aumento de marcadores de risco para aterosclerose e periodontite. O
tratamento periodontal induz varias mudancas nestes marcadores refletindo uma

diminuic¢do do risco cardiovascular nesses pacientes.

Palavras-chave: Periodontite. Aterosclerose. oxLDL. Inflama¢do. Tratamento

periodontal.



ABSTRACT

Monteiro AM. Periodontal treatment influences risk markers for atherosclerosis in
patients with chronic periodontitis [Ph. D. thesis (Immunology)]. Sao Paulo: Instituto de

Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2010.

Recently, studies have reported the impact of oral health on atherosclerosis and
subsequent cardiovascular disease. The purpose of this study was to provide an insight
into this association by determining the plasma levels of some risk markers for
atherosclerosis in patient with chronic periodontitis. Moreover, we investigated the
effect of periodontal treatment on these risk markers. Forty patients with chronic
periodontitis and forty patients without periodontal disease were included in this study.
Total cholesterol, high density lipoprotein (HDL), low density lipoprotein (LDL),
triacylglycerol, plasma levels of cytokines, antibodies against oxidized low-density
lipoprotein, thiobarbituric acid reactive substances, C-reactive protein (CRP), total and
differential white blood cell count, and the non-linear index of refraction were
investigated. The levels of triacylglycerol and HDL in periodontitis patients were
significantly higher and lower, respectively, compared to controls. Total cholesterol,
LDL, and lipid peroxide levels were the same in both groups. Interleukin (IL) -6, -8 and
CRP, antibodies against oxidized low density lipoprotein, and leukocyte and neutrophils
counts were significantly higher in periodontitis patients. The value of non-linear index
of refraction of LDL solution was higher in the controls compared to individual with
periodontitis. The forty patients with chronic periodontitis underwent periodontal
treatment. Additional samples were collected after 3, 6 and 12 months after periodontal
treatment. The periodontal treatment was successful, as pathogenic gingival pockets
decreased significantly. One year after the ending of treatment, triacylglycerol
concentrations were significantly decreased. Interleukin 6,-8 and CRP levels were
significantly lower after periodontal treatment. Treatment had no effect on plasma
levels total cholesterol, HDL and LDL. The value of non-linear index of refraction and the
anti-oxLDL antibody levels were significantly higher and lower, respectively 12 months
after periodontal treatment. Leukocyte and neutrophils counts were lower after 3
months of periodontal treatment. Our results confirmed and strengthened the suggested

association between increased risk markers for coronary artery disease and



periodontitis. The periodontal treatment induces systemic changes in several markers

reflecting a decrease of cardiovascular risk in these patients.

Key Words: Periodontitis. Atherosclerosis. oxLDL. Inflammation. Periodontal

Treatment.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABS — Absorbancia
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INTRODUCAO

1.1 DOENCA PERIODONTAL

Periodonto (perio = em torno de; donto = dente - conjunto de tecidos que circundam
e sustentam o dente) é um complexo tecidual que forma uma unidade estrutural e
funcional constituida pela gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar
(Figura 1). Sua fungdo é proteger e manter o 6rgdo dental. A gengiva constitui o
periodonto de protecdo e, as demais estruturas, o periodonto de sustentacao. O quadro

clinico dos tecidos gengivais sadios apresenta-se com coloragao rosea palido, superficie

com aspecto granuloso, tom consistente e auséncia de sangramento.

gengiva /,\
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Figura 1 - Anatomia do Periodonto.
Fonte: Lindhe (1999).

A doenga periodontal, dentre todas as patologias bucais, é uma das mais
prevalentes (Petersen e Ogawa, 2005), mutilantes e complexas quanto a etiologia, a
classificacao das diferentes formas, ao tratamento e a sua manutencdo. Estima-se que
seja a infeccdo cronica mais prevalente em humanos. Trata-se de uma doenca

inflamatdria e infecciosa produzida por bactérias gram-negativas anaerobicas (Lindhe et

al,, 2003) presentes no biofilme dental que afetam o periodonto.
E caracterizada por intenso infiltrado inflamatério causando perda progressiva

da inserc¢do conjuntiva e podendo ocorrer em individuos saudaveis de qualquer idade. E
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definida como uma doenga sujeito e sito-especifica, que evolui continuamente com
periodos de destruicdo e de homeostase, resultando em resposta inflamatéria e imune
do hospedeiro a presenca de bactérias e seus produtos (Almeida et al., 2006) que podem
eventualmente levar a perda dos dentes.

Esta bem estabelecido que as bactérias presentes no biofilme dental sejam a
causa da inflamacdo. No entanto pesquisas tém evidenciado o fato de que muitos
individuos podem abrigar os microorganismos sem manifestar destruicdo periodontal
progressiva (Page et al, 1997). Assim o conhecimento relativo a etiologia,
patogenicidade e tratamento das periodontopatogenias sofreu um forte incremento com
estudos no ambito dos fatores relacionados ao hospedeiro, incluindo as caracteristicas
genéticas e os mecanismos da resposta imune. De tal modo, os efeitos deletérios e,
possivelmente os mais importantes, podem estar relacionados com a proépria resposta
imune do hospedeiro a presenga de antigenos bacterianos.

A placa bacteriana é um biofilme complexo e pode ser definida como uma massa
organizada constituida principalmente por microorganismos, que apresentam forte
adesdo a superficie dentaria e proteses. Nao é removida com bochechos, jato de ar ou
mastigacdo de alimentos duros ou fibrosos.

O fato de que os microorganismos estdo envolvidos na etiologia da doenca
periodontal tem sido alvo de indmeros estudos, no entanto, a identificagdo completa de
todos os agentes microbianos envolvidos ndo esta totalmente definida. Estima-se que
aproximadamente 300 espécies bacterianas habitem a cavidade oral sendo a maioria
destas comensais e uma pequena parte patogénica oportunista. Segundo Slots (1986), das
centenas de espécies de microorganismos isolados da microbiota oral, apenas vinte a
trinta sdo consideradas periodontopatogénicas.

O reconhecimento da especificidade do biofilme dental e da existéncia de diversas
formas de doencas periodontais associadas a diferentes patdgenos, levou a um melhor
entendimento do processo da doenga. Offenbacher (1996) considera que “a doenca
periodontal é uma mistura especifica de bactérias que causam destruicdo periodontal em
um individuo susceptivel”.

Segundo Moore e Moore (1994), de acordo com a teoria da “placa especifica”,
bactérias especificas (periodontopatégenos) com seus peculiares fatores de viruléncia
provocarao um aumento da agressao que dificulta ainda mais o processo de defesa pelo

organismo. Quando este ndo consegue suplantar a agressao, ocorre migracao apical do



19
INTRODUCAO

epitélio juncional e perda de insercao conjuntiva. O processo saude-doenca periodontal é
dindmico e dependente da viruléncia das bactérias e da capacidade de defesa do
organismo. O padrao de progressao esta diretamente relacionado ao binémio: agressao e
defesa.

O estabelecimento da satde dos tecidos gengivais é resultado de um evento ativo e
continuado que compreende os neutrdfilos, presentes no sulco gengival, a primeira linha
de defesa. Alteracdes na diapedese, quimiotaxia e migra¢do de neutroéfilos levam a auséncia
da barreira inflamatéria protetora tornando o hospedeiro mais susceptivel ao
desenvolvimento da doenca periodontal

Baseado na ocorréncia da perda de insercdo dos tecidos, as doencgas periodontais
tém sido classificadas em duas categorias: gengivite e periodontite (Commitee of the
American Academy of Periodontology, 2003).

A gengivite (Foto 1) é caracterizada pela presenca de inflamacdo cronica na
margem gengival. Alteracdes na cor, forma e contorno da gengiva, hemorragia e edema

sdo caracteristicas clinicas desta fase, sendo reversivel se a causa for eliminada.

Foto 1 - Gengivite

Na lesdao inicial, ocorrem alteracbes na rede vascular com o aumento da
permeabilidade vascular. Os fluidos e as proteinas exsudativas causam tumefacdo dos
tecidos e influxo de células inflamatérias, principalmente de neutréfilos no tecido
conjuntivo subjacente ao epitélio juncional. A medida que o infiltrado celular se
desenvolve, as composi¢cdes estruturais e celulares dos tecidos sofrem alteragoes.

Nos proximos estagios, linfocitos e neutrdfilos predominam, e uma pequena

7

quantidade de plasmocitos é observada. Os neutroéfilos liberam as metaloproteinases
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(MPM) que levam a destruicao do coldgeno empurrando assim, os tecidos e acomodando
o infiltrado celular. J4 na lesdo estabelecida da gengivite, a lesdo é dominada por
plasmécitos. A perda de colageno continua a ocorrer nas direcdes lateral e apical, mas
sem atingir os tecidos de sustentacao mais profundos. Com a progressao dessa situacao
ha fragilizacdo das estruturas, possibilitando assim um maior acesso dos agentes
bacterianos agressores e/ou seus produtos as areas subjacentes, podendo assim resultar
na formacao de bolsas periodontais, com perda 6ssea e continua migracao apical do
epitélio juncional. A liberac¢do de prostaglandinas (PG), especialmente PGE2, que por sua
vez induzem a produgdo de citocinas, entre as quais interleucina (IL) -1beta (f3), IL-6 e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) conduzem decisivamente para a destruicao
progressiva que ocorre nos estadgios avancados da doenca (Almeida et al.,2006). Este
processo culmina com a destruicdo dos componentes do periodonto, ou seja, cemento
radicular, ligamento periodontal e osso alveolar, caracteristicos da periodontite (Foto 2).
Acredita-se que 15% da populagdo adulta mundial apresentam forma severa de
periodontite (Papapanou, 1996) enquanto 40% exibem sinais moderados ou leves da

doenga (Albandar, 2002).

Foto 2 - Periodontite
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1.2 DOENCA PERIODONTAL - BREVE PERSPECTIVA HISTORICA DA IMPORTANCIA

SISTEMICA

A Doenga Periodontal tem sido estudada ao longo da histéria. Estudos em
paleopatologia indicam que doencas gengivais e a perda de dentes sdo “tdo antigas
quanto a prépria humanidade” e continuam a ser uma das doengas mais comuns que
afetam a denticdo humana (Loe, 1993). HA aproximadamente 4.000 anos atras, as
doengas periodontais foram descritas por egipcios e chineses como condigoes
inflamatérias.

Papiros médicos que relacionam a dor de dente com doengas no sistema
reprodutor feminino (2100 a.C.) (Gold, 1985) e tabuas cuneiformes, nas quais se 1é “As
dores em sua cabega, bragos e pés sdo causados por seus dentes e devem ser removidos”
(Francke, 1973), demonstram que ja havia uma preocupacao da saude oral no bem estar
geral do individuo. Entre os gregos, Hipdcrates (460-377 a.C.) o pai da medicina
moderna, discutiu a etiologia da doenca periodontal. Em seus relatos encontra-se
descrita situacao em que “as gengivas estavam sangrando e dilacerando-se” (Mitsis,
1991).

Ja na Idade Média, em 1548, Walter Hermann Ryff escreveu uma monografia
onde afirmava que os dentes e olhos tinham uma extraordinaria afinidade, de forma que
um ndo pode ser perfeitamente saudavel sem o outro também o ser (O’'Reilly e Claffey,
2000).

Nos tempos modernos, em 1882, foi publicado por Riggs um artigo intitulado
“Piorréia alveolar” (1Riggs, 1882 apud O’Reilly e Claffey, 2003) no qual ele coloca como
responsavel pelas doencas da gengiva e do 0sso, os depositos de calculo e outros corpos
estranhos que causassem aspereza na superficie dentaria. Descreve ainda que a remocao
de tais fatores poderia curar a piorréia alveolar. Ele estava convencido de que a doenga
era local e que piorréia alveolar iniciava com inflamacao da gengiva, a qual por extensao
apical atingia o osso alveolar, levando a formacao de bolsa, ao aumento da mobilidade
dental e a perda do suporte dental.

A primeira tentativa de relatar a relagdo de germes com doencgas bucais foi feita
por Miller em 1889, quando conduziu uma série de estudos de microrganismos

salivares, suas habilidades em produzir acidos organicos através de fermentacdo e sua

1 Riggs JM. Pyorrhea alveolaris. Dent Cosmos. 1882;24:523-38.
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relacdo a dissolucao do esmalte dentario (Loe, 1993). Este trabalho levou a elaboracao
da teoria bactéria-quimica para a formacdo de caries. Miller foi também o primeiro a
investigar a relagdo entre bactéria e doencga periodontal. Em seu texto publicado, Miller
claramente aponta a bactéria como tendo um importante papel em estagios avancados
da patologia periodontal:

De acordo com a concepgdo, a piorréia alveolar ndo é causada por
uma especifica bactéria, a qual ocorre em todos os casos (como
ocorre na tuberculose), mas vdrias bactérias podem participar, (...).
Além disso, até onde sabemos, ndo hd bactéria que, inoculada sob a
gengiva, seja capaz de provocar a doenga em pessoas sauddveis.

A idéia de que as doencas periodontais eram doencas infecciosas e poderiam ser
focos de contaminacgdo sistémica causaram mudancas nas medidas terapéuticas. Teorias
foram desenvolvidas no intuito de prevenir que a infeccdo local pudesse ter efeito
sistémico.

Em 1911 Hunter, desenvolveu a teoria da “infec¢do focal”, na qual as infec¢cdes
sépticas na gengiva e no peridsteo constituiam uma grande fonte de contaminac¢do ao
organismo. Neste raciocinio, foram relacionadas varias doengas como problemas
faringeos e gastricos (incluindo dispepsia, tlcera, enterite e colite); incluiam-se também
anemia, artrite, nefrite e doencas do sistema nervoso. Como consequéncia, durante as
primeiras décadas do século passado, milhdes e milhdes de dentes foram removidos sem
uma boa razao.

Atualmente € de consenso que as doencgas sistémicas, como a diabetes mellitus e a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) podem causar impacto sobre o
periodonto, assim como a doenca periodontal também possui o potencial de causar
alteracdes sistémicas (Segura et al., 2001).

A doenca periodontal tem sido associada a diversas doengas de natureza
sistémica, entre elas a doenga cardiovascular, infec¢cdes pulmonares, osteoporose, artrite
reumatdide, partos de prematuros entre outras. Dessa forma, uma possivel relacdo de
duas vias pode ser estabelecida: a doenga periodontal influencia e é influenciada pela
doenca sistémica. No entanto mais pesquisas sdo necessarias para que se possa obter
um melhor entendimento do real potencial das doengas periodontais e de seus

mecanismos sobre alteracdes sistémicas.
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1.3 DOENCA PERIODONTAL E ATEROSCLEROSE

A doenca cardiovascular, especialmente a aterosclerose e eventos associados a ela
(derrames e outros acidentes vasculares cerebrais e infarto agudo de miocardio),
constituem uma das principais causas de morte nos paises desenvolvidos (Lotufo, 1998).
No Brasil, a partir da década de 60, a doenga cardiovascular aparece em primeiro lugar
entre as causas de morte, representam quase um terco dos Obitos totais e atingem a
populacdo adulta em plena fase produtiva. No Sistema Unico de Satide (SUS), essas
doencgas foram responsaveis por mais de 1,2 milhdo de internagdes, o que representa
10,3% do total de internagdes e 17% dos gastos financeiros (Araujo et al, 2005).

A aterosclerose é uma enfermidade inflamatéria cronica e progressiva do sistema
vascular, cuja causa principal é a formacao de depoésitos intra e extracelulares de colesterol
nas paredes das artérias. Trata-se de um processo inicialmente silencioso cujas lesdes se
iniciam na primeira década de vida (Libby, 2002).

As lesdes iniciais da aterosclerose, chamadas de estrias gordurosas, consistem de
acumulo subendotelial de células espumosas. As estrias gordurosas podem regredir ou
progredir para placas fibrosas, as quais representam as lesGes caracteristicas da
aterosclerose avangada. Estas placas sao formadas por uma cobertura fibrosa composta
de células muscular lisa, tecido conjuntivo, macréfagos e linfocitos T que envolvem um
nucleo necroético rico em lipidios. Estas placas podem sofrer calcificacdo, necrose,
hemorragia, ulceracdo (ruptura) ou trombose, e desenvolver uma lesdo complicada (ou
complexa), a qual freqlientemente desencadeia eventos clinicos agudos decorrentes da
oclusao arterial (Lusis, 2000; Mullenix et al., 2005).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose sao:
aumento da concentragdo sanguinea de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
triacilglicerol (TG), concentracao sanguinea diminuida de lipoproteina de alta densidade
(HDL), sexo, idade, tabagismo, pressao sanguinea sistoélica, histérico familiar de desfecho
cardiovascular e diabetes mellitus (Fruchart et al, 2004; Kris-Etherton et al., 2004).
Esses fatores de risco tradicionais explicam apenas 50% de todos os casos de doengas
cardiovasculares (Braunwald e Antman, 1997) o que abre espaco para a existéncia e a
pesquisa de outros elementos, como o papel de agentes infecciosos (Matsuura et
al.,2009). Por ser a aterosclerose um processo inflamatério acentuou-se o interesse no

papel que alguns agentes infecciosos possam ter influéncia no inicio ou mesmo na
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modulacao da aterosclerose. Dentre os principais candidatos destacam-se a Chlamydia
penumonaie, o Citomegalovirus e Helicobacter pylori (Epstein et al, 2000). Nesta mesma
perspectiva, colocou-se a hipotese das Doengas Periodontais que, como doencas
infecciosas, poderiam ter um papel na formacao de ateromas.

Esses estudos comecaram a explorar os efeitos potenciais dos microorganismos
periodontais na vasculatura e como essa exposicdo se relaciona a aterosclerose.

Loeshe et al. (1997) sugerem que bacteremias frequentes e de baixa intensidade
seriam benéficas por estimular o sistema imunolégico, mantendo-o sensibilizado e
vigilante para a eventualidade de uma bacteremia de maior intensidade. Por outro lado,
com a presenca de infeccbes mais severas no periodonto, um nimero maior de
microorganismos ganharia acesso a circulacdo com a mesma elevada freqiiéncia desta
“bacteremia do cotidiano”, o que poderia levar ao aumento no nimero de leucdcitos e na
quantidade de fibrinogénio circulante (Lower, 1998), estimulo a sintese de citocinas
inflamatdrias por estes leucécitos (Kinane, 1998), elevacdo na quantidade plasmatica de
lipidios sangiiineos (Loeshe et al., 1997), e na inducdo de agregacdo plaquetaria
(Iacopino e Cutler, 2000), os quais sdao todos reconhecidos fatores de risco para a
aterosclerose e eventos cardiovasculares.

Nos ultimos vinte anos inimeras pesquisas foram feitas relacionando a doenca
periodontal a doencas cardiovasculares. Entre elas destacaram-se os estudos de
DeStefano et al. (1993) e Beck et al. (1996) que mostraram que a infec¢do e a inflamacao

causada pela doenga periodontal aumentam o risco de doenca cardiovascular.

1.4 DOENCA PERIODONTAL E MARCADORES INFLAMATORIOS

A aterosclerose é um processo dindmico, progressivo e essencialmente
decorrente de inflamacdo, surgindo de uma combinacdo de disfuncao endotelial e
inflamatéria (Ross, 1999). Consequentemente, os marcadores de inflamagao tém sido
utilizados na avaliagdo da doenca cardiovascular por participarem diretamente na
aterogénese e no desencadeamento dos fendmenos aterotromboticos (Person et al,
2003).

O grau de inflamacao periodontal é suficiente para desencadear resposta

inflamatoéria sistémica que é evidente com o aumento dos niveis de marcadores
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inflamatdrios, principalmente de proteina C reativa (PCR), citocinas proinflamatoérias e
aumento na contagem de leucdcitos.

A PCR é considerada um importante marcador de inflamacao sistémica. Elevadas
concentracdes tém sido associados a risco futuro de eventos cardiovasculares em
homens aparentemente saudaveis (Ridker et al.,, 1997; Ridker et al., 1998).

Dois importantes estudos de coorte prospectivos mensuraram os niveis de PCR
em individuos clinicamente saudaveis inicialmente e determinaram ao longo do tempo
associacdo dos niveis de PCR com eventos cardiovasculares futuros. Estes estudos
mostraram que as concentragoes iniciais de PCR foram significantemente maiores em
pacientes que desenvolveram infarto de miocardio quando comparados a pacientes que
nao desenvolveram problemas cardiovasculares (Danesh et al., 2004; Ridker, 2008).

J& na doenca periodontal o estudo mais detalhado até hoje que demonstra
associacdo entre a doenca periodontal e concentragdes elevadas de PCR no soro foi
relatado por Slade et al. (2000). Nesse estudo, 14.766 individuos americanos foram
entrevistados em suas casas e receberam exame periodontal em unidades moveis de
saude bucal. Segundo os autores, individuos com extensiva doen¢a periodontal (>10%
de sitios com bolsa periodontal maior que 4 mm) foram associados com aumento nos
niveis de PCR. Além disso, em estudos de caso controle, Ebersole et al. (1997) e Noack et
al. (2001) mostraram que os niveis de PCR estavam elevados em pacientes com doenca
periodontal quando comparados a pacientes sem doenca periodontal.

Outro marcador inflamatério importante é a IL-6. A IL-6 é uma citocina
proinflamatoria e tem papel central na inflamac¢do e no dano tecidual. Esta citocina tem
papel consideravel na patogenia da doenga cardiovascular, na qual tem sido associada a
episddios de angina instavel e quadro clinico de doencga cardiovascular (Biasucci et al,,
1996; Mendall et al., 1997). Como um denominador comum, a IL-6 também tem papel
importante nas doengas periodontais. 0 aumento na concentracdo sérica de IL-6 tem
sido associado a periodontite e esse aumento parece estar relacionado com a severidade
da doenc¢a. Yumoto et al. (1999) demonstraram que bactérias presentes na bolsa
periodontal tém a propriedade de aumentar a concentracio de mediadores
inflamatoérios como IL-6 que induz reabsorcao 6ssea e consequentemente a perpetuacao
da resposta inflamatéria durante a infec¢do cronica, como é o caso da doenga

periodontal.



26
INTRODUCAO

Apesar da contagem de leucécitos ser considerada como marcador inflamatoério,
poucos estudos tém mensurado o ndmero de leucécitos em pacientes com doenca
periodontal. Entre eles, destacam-se o estudo de Nibali et al. (2007) que observaram
aumento na contagem de leucécitos em pacientes com periodontite, especialmente
neutrofilos e linfocitos, sendo isso um possivel reflexo do estimulo de inflamacdo
sistémica, que pode ser determinada pela doenga periodontal persistente.

Como tem sido proposto que elevados niveis de PCR, IL-6 e leucocitos, em
pacientes com doenga cardiovascular podem ser resultantes de infecgdes cronicas e de
processos inflamatdrios presentes, no ano de 2000, Loss et al. avaliaram os niveis desses
principais marcadores inflamatérios para doenca cardiovascular em pacientes com e
sem doenca periodontal crénica. O estudo contou com 150 pacientes, destes, 43 nao
apresentavam doenca periodontal. Segundo os autores, pacientes com doencga
periodontal apresentavam diferenca estatisticamente significante nos niveis de IL-6,
PCR e leucocitos quando comparados ao grupo controle. Os autores concluem que a
elevacdo dos niveis dos marcadores inflamatérios pode aumentar a atividade
inflamatdria nas lesdes ateroscleroéticas, com aumento do risco de eventos cardiacos e
cerebrais.

No estudo de caso-controle de Buhlin et al. (2003), com casuistica de 96
pacientes, sendo 50 pacientes com periodontite severa (grupo caso) e 46 pacientes sem
doenca periodontal (grupo controle) foi observado maior contagem de mondcitos e
maiores niveis de PCR no grupo caso quando comparados ao grupo controle. Ainda no
estudo, os autores relatam que nao observaram diferencas significativas nos niveis de
IL-6 e na contagem de outras células inflamatorias.

Com o aumento da evidéncia de que a doenga periodontal tem influéncia sobre
marcadores inflamatorios surgiu o interesse em saber se o tratamento periodontal
poderia ter influéncia sobre esses marcadores. Assim, D’Aiuto et al. (2004) realizaram
um estudo clinico intervencional com seis meses de seguimento. Noventa e quatro
pacientes receberam tratamento periodontal. A fase terapéutica foi completada dentro
de 1 a 3 meses apds a primeira visita. Apos o término do tratamento os pacientes foram
reavaliados 2 e 6 meses. Foi observado que o tratamento periodontal diminuiu
significativamente os niveis de PCR e IL-6 quando comparado ao basal.

Em seu outro trabalho, D’Aiuto et al. (2006) observaram com o tratamento

periodontal intensivo aumento no numero de neutréfilos num intervalo de 24 horas e



27
INTRODUCAO

que, apés um més do término da terapia periodontal, o ndmero total de leucécitos
estava significativamente reduzido quando comparado ao basal.

Em estudo recentemente publicado, Marcaccini et al. (2009) analisaram os niveis
de IL-6 e PCR em 25 pacientes com doenca periodontal. Os pacientes foram submetidos
a terapia periodontal e avaliados 3 meses ap6s o término do tratamento. Os autores
observaram que a terapia periodontal diminuiu significativamente os niveis de IL-6
(P=0.001) e PCR (P=0.006) quando comparado ao basal.

Poucos estudos tém examinado o papel de outras citocinas proinflamatdria e
anti-inflamatéria na doenga periodontal e relacionado a aterosclerose.

A IL-1B tem papel importante na patogénese da doenc¢a cardiovascular e da
doenca periodontal. Estudos tém demonstrado aumento na sintese de IL-13 em placas
arteriais humanas (Tipping e Hancock, 1993), e concentragdes plasmaticas aumentada
em pacientes com o minimo de doenca cardiovascular (Hasdai et al., 1996).

J& na doenca periodontal, a IL-1 tem sido descrita como indutor ou
potencializador da expressao de fatores de diferenciagao e ativacao de osteoclastos, com
consequente degradacdo de tecido conjuntivo e reabsorcdo dssea (Graves e Cochran,
2003). Chen et al. (1997) observaram aumento nos niveis de IL-13 em tecidos
periodontais de pacientes com periodontite quando comparados a tecidos saudaveis. A
concentracdo de IL-1B no soro de pacientes com doenga periodontal também foi
comparado ao soro de pacientes sem doenca periodontal e nao foi observada diferenca
estatistica significativa. Com esses dados os autores concluiram que a concentragdo de
IL-1B nos tecidos gengivais pode relatar a severidade da doenga periodontal, mas nao
reflete a concentracao desse mediador no soro.

A IL-8 é expressa por macrofagos e liberada apds estimulo inflamatorio em
resposta a citocinas IL-1f e TNF-a. A IL-8 é uma quimiocina e importante quimio-
atrativo para neutrofilos. A IL-8 tem sido encontrada em ateromas humanos (Koch et al,,
1993) e implicada no desenvolvimento da aterosclerose (Braunersreuther et al., 2007).
Boisvert et al. (1998) demonstraram que camundongos knockouts para receptores de IL-
8 sdo menos susceptiveis a desenvolverem aterosclerose e possuem menos mondcitos
acumulados nas lesdes vasculares. Na doenc¢a periodontal a IL-8 tem papel fundamental
uma vez que os neutrofilos tém papel primordial na prote¢do da doenca. Uma vez que o
tecido gengival é agredido, as células epiteliais gengivais produzem altas quantidades de

IL-8 na tentativa de aumentar o nimero de neutréfilos nos tecidos gengivais e assim
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tentar conter a infeccdo. Entretanto, poucos estudos tém mensurado a concentragao de
IL-8 no soro de pacientes com doenca periodontal.

Fokkema et al. (2003) em estudo de relato de caso, avaliaram a concentragdo de
IL-8 em um paciente com 43 anos de idade que apresentava periodontite adulta
generalizada. Apos avaliacdo periodontal e coleta de sangue o paciente foi submetido a
extracdo de todos os elementos dentais. O paciente foi reavaliado 3, 9, 20 e 32 meses
apds a extracdo e novas coletas de sangue foram realizadas. Foi observado que a
concentracdo de IL-8 diminuiu com o tratamento quando comparado ao basal.
Entretanto, resultados opostos também foram encontrados em estudo recentemente
publicado por Buhlin et al. (2009) onde 68 pacientes com periodontite e 48 pacientes
sem doenca periodontal foram selecionados. Os autores observaram que pacientes sem
doenga periodontal apresentaram maiores concentracgoes de IL-8 quando comparados a
pacientes com periodontite. No trabalho os autores ndo fazem comentarios sobre esse
resultado.

A IL-10 é secretada por mondcitos/macréfagos e linfocitos ativados, e possui
propriedade anti-inflamatéria. Sua secrecdo conduz a uma supressao da producao de
citocinas proinflamatérias bloqueando apoptose de macréfagos e mondcitos apds
infeccdo. Esses mecanismos tém sido mostrados ter papel importante no
desenvolvimento e na progressao de lesdes ateroscleroticas, na qual sugere um papel
benéfico regulatorio da IL-10 (Heeschen et al., 2003). Reduzidas concentrag¢des de IL-10
no soro também estdo associados a instabilidade de placas aterosclerdticas e ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Mallat et al., 1999).

Na doenca periodontal a IL-10 tem sido associada a inibicdo da secre¢do de
citocinas proinflamatorias, supressao da fagocitose (Laichalk et al, 1996), ao
metabolismo oxidativo, e a morte intracelular (Cenci et al.,, 1993), o que resulta numa
anergia para uma grande variedade de bactérias (Groux et al, 1996), e levando a
laténcia de infec¢bes (Belkaid et al., 2002). Poucos estudos tém medido a concentracao
plasmatica de IL-10 em pacientes com doenca periodontal comparados a pacientes sem
doenca periodontal. Esses estudos tém observado concentragdes semelhantes de IL-10
quando comparam pacientes com periodontite e pacientes sem doeng¢a periodontal
(Gorska et al., 2003).

Embora existam evidéncias que apontem alteracbes nos marcadores

inflamatérios de pacientes com periodontite crénica, investigacdes, ainda sdo
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necessarias para fortalecer a idéia do tratamento periodontal como controlador da

inflamacgao sistémica na populagdo em geral.

1.5 DOENCA PERIODONTAL E METABOLISMO LIPIDICO

A dislipidemia é considerada como um fator de risco fundamental para as
doengas cardiovasculares, e importante indicador da doenga isquémica coronariana. Em
especial, niveis elevados do colesterol total, TG e LDL e reducao nos niveis de HDL
(Goldbourt et al., 1997) estao associados ao risco de desenvolvimento de doencas
coronarianas.

Estudos em humanos e animais tém demonstrado que um nimero de citocinas
tais como a IL-13 e TNF-a sdo produzidas em resposta a exposicao ao lipopolissacarideo
(LPS) de bactérias gram-negativas. Acredita-se que essas citocinas exercem efeitos sobre
o metabolismo por influenciar na produg¢io de outras citocinas proinflamatorias, assim
como de mediadores lipidicos, alterando assim a hemodinamica e o metabolismo dos
lipideos (Van der Poll et al., 1991) resultando em elevados niveis de acidos graxos livres,
LDL e TG.

Nessa perspectiva, tém sido avaliados os niveis de colesterol total, HDL, LDL e TG
em pacientes com doenga periodontal.

O primeiro estudo a reportar associacao significante entre a doenca periodontal e
baixos niveis de HDL foi publicado por Buhlin et al. em 2003. O trabalho contou com 50
pacientes com periodontite severa e 46 pacientes sem doenca periodontal. O estudo
mostrou que 26% dos pacientes com doenca periodontal e apenas 11% dos pacientes
sem doenca periodontal apresentavam niveis de HDL abaixo de 0,9 mmol/l. Como
parametro para esses niveis de HDL, os autores citam um estudo no qual a taxa de
mortalidade entre individuos com niveis de HDL abaixo de 0,9 mmol/l é maior do que
em individuos com niveis maiores que 0,9 mmol/l (Goldbourt et al., 1997). Nao foi
verificada diferenca estatistica significativa para os niveis de TG, colesterol total e LDL
entre pacientes com periodontite e pacientes sem doenca periodontal.

Alguns estudos tém demonstrado que infec¢des agudas e cronicas promovem
alteracdo na distribui¢do das lipoproteinas e na composicao de subclasses, resultando na
alteracao dos niveis de HDL (Laurila et al., 1997; Sammalkorpi et al., 1988). Pussinen et

al. (2004) demonstraram que a periodontite diminui os niveis totais de HDL e a razao
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HDL2/HDL3. A HDL2a tem sido proposto ser mais protetor que a HDL3 (Salonen et al,,
1991). Assim, os autores concluem que a periodontite diminui o potencial
antiaterogénico da HDL podendo assim aumentar o risco para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares.

Estudos de caso controle tém demonstrado correlacdes positivas entre altos
niveis de colesterol total, LDL, TG e doenca periodontal. Lésche et al. (2000) analisaram
o perfil lipidico de 39 individuos com periodontite moderada e compararam com os
resultados obtidos de 40 individuos sem doenca periodontal. Ambos os grupos eram
constituidos de individuos sistemicamente saudaveis. Colesterol Total (p<0,03), LDL
(p<0,003) e TG (p<0,001) foram significativamente mais altos em individuos com
periodontite quando comparados aos controles.

Katz et al. (2001) compararam 1.094 individuos com doencas periodontal e 943
individuos sem doenca periodontal e encontraram associa¢do entre doenca periodontal
e hipercolesterolemia. Além disso, em estudo mais recente de caso controle Nibali et al.
(2007) analisaram o perfil lipidico de 302 individuos com periodontite severa e de 183
individuos sem doenca periodontal. Apds ajuste para diferengas na idade, género, etnia e
habito de fumar; foi observado que individuos com periodontite apresentavam menores
niveis de HDL (p<0,0001) e maiores niveis de LDL (p<0,0001) quando comparados aos
controles. Com esses dados, os autores sugerem um possivel link entre periodontite
severa e dislipidemia em individuos sistemicamente saudaveis.

Poucos estudos experimentais clinicos tém sido realizados para avaliacao do
perfil lipidico depois do tratamento periodontal.

D’Aiuto et al. (2006) investigaram os efeitos da terapia periodontal em 40
individuos sistemicamente saudaveis com periodontite. Os individuos foram tratados
com terapia periodontal convencional e intensiva utilizando agente microbiano local e
acompanhados por um periodo de 6 meses. O estudo demonstrou diminuicao da pressao
arterial sistdlica (7 + 3 mmHg ; P=0,2) em apenas 2 meses de acompanhamento, que foi
correlacionada com o grau de redugdo no sangramento e inflamagdo gengival, bem como
os sitios de supuracao. A reducao dos marcadores inflamatérios também foi associada
com a diminuicdo no colesterol total, e LDL, sugerindo uma correlagdo entre a
inflamacgao periodontal com o metabolismo lipidico alterado.

Pussinen et al. (2004) estudaram o efeito do tratamento periodontal na atividade

antiaterogénica e nos niveis de HDL em 30 pacientes com periodontite. Apdés o
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tratamento, a concentracdo total de HDL aumentou 10,7% (p<0,001) e a média da razao
HDL2/HDL3 aumentou de 2,16 + 0,87 para 3,56 + 0,48 (p<0,05). Nessa mesma linha de
raciocinio um estudo recentemente publicado Buhlin et al. (2009) verificaram que um
ano apo6s o inicio do tratamento periodontal as concentragdes de HDL foram
significativamente maiores do que o basal (A 0.08 mmol/L) enquanto as concentragdes
de LDL foram significativamente menores quando comparado ao basal (A 0.23 mmol/L).

Alguns estudos tém demonstrado que processos infecciosos promovem nao sé o
aumento nos niveis de LDL total, mas sim oxidag¢do das particulas de LDL (Iacopino et al.,
2000). Nessa mesma perspectiva nenhum estudo tem analisado os niveis de LDL
oxidada em pacientes com doenga periodontal e qual o efeito do tratamento periodontal

sobre esse marcador, deixando assim um espago para novas pesquisas.

1.6 LIPOPROTEINA DE BAIXA DENSIDADE (LDL)

A LDL é a lipoproteina mais abundante no plasma e a principal transportadora de
colesterol para as células, onde 80% do colesterol circulante é internalizado pelo figado
e cerca de 20% pelos tecidos periféricos (Brown e Goldstein, 1986). O colesterol
transportado pela LDL contribui na sintese de membranas celulares, de hormonios, sais
biliares e vitamina D.

Trata-se de uma particula esférica de aproximadamente 22 nm de diametro (Foto
3), formada por fosfolipidios, colesterol livre, ésteres de colesterol, triglicérides e uma

proteina carreadora, a apolipoproteina B100 (apoB100).
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Foto 3 - Microscopia eletronica de transmissdo de LDL nativa.
Fonte: Gomez et al. (2010)

A apoB100 é uma cadeia de peptideo simples (4.536 aminodacidos) sintetizada no
figado, da qual é a maior proteina monomérica conhecida em humanos (550kDa),
altamente insoldvel em solu¢des aquosas, ndo transferivel a outras particulas de
lipoproteinas, além de funcionar como ligante do receptor de LDL (i.e. receptores do tipo
B/E). Antioxidantes associados também estdo presentes na particula de LDL, entre eles
temos a-tocoferol, y-tocoferol, a-caroteno, [-caroteno, licopeno e criptoxantina
(Hevonoja et al., 2000).

A LDL constitui um grupo heterogéneo de particulas, com tamanhos diferentes,
densidade, carga e composi¢do lipidica. Assim podemos nos dias de hoje distinguir ao

menos quatro tipos de LDL circulantes de acordo com o seu tamanho e densidade.

1.7 AIMPORTANCIA DA MODIFICACAO DA LDL NA ATEROSCLEROSE

Evidéncias clinicas, genéticas e epidemioldgicas demonstram que a elevag¢do da
concentracdo plasmatica de LDL constitui fator de risco para a doenca aterosclerética
(Copper et al,, 2005). A captacao da LDL pelas células através do receptor classico de
LDL nao pode provocar um acumulo apreciavel de colesterol, porque o receptor esta
sujeito a inibicdo pelo contetido intracelular de colesterol. No entanto, formas
modificadas de LDL, como a LDL acetilada ou LDL oxidada (oxLDL), sdo captadas através

do mecanismo de reconhecimento por receptores scavengers (presente em macrofagos,
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células endoteliais e células de musculo liso), resultando em um substancial acimulo de
colesterol e subseqiiente formacdo de células espumosas, uma vez que o receptor
scavenger nao é regulado pelo contetido intracelular de colesterol (Goldstein e Brown,
1990; Gotto, 2003). Essas formas modificadas podem alterar as funcgdes fisioldgicas da
lipoproteina, contribuindo para a instalagdo do processo aterosclerético. Acredita-se que
a modificacdo da LDL ndo ocorra na circulacdo devido a antioxidantes presentes nas
particulas. Ja no espaco subendotelial, local presumivel da modificagdo da LDL in vivo, a
geracdo exagerada de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) ultrapassa
a capacidade antioxidante da LDL causando peroxidagdo lipidica e modificagdo protéica.
O transito bidirecional da LDL através deste espaco pode conduzir a pequenas
quantidades de LDL modificada na circulagdo (Stocker e Keaney, 2004). De tal modo,
estudos tém demonstrado pelo uso de anticorpos monoclonais a presenca de diferentes
epitopos da LDL modificada no plasma (Holvoet et al., 2008; Hiki et al. 2009).

Os mecanismos que levam a modificacgdo da LDL in vivo ainda nao estdo
completamente esclarecidos, contudo, um dos eventos iniciais da modificacdo da LDL é a
peroxidacdo lipidica, particularmente, de fosfolipidios e ésteres de colesterol, das quais
contem acidos graxos poliinsaturados (PUFAs). O processo de peroxidacdo lipidica pode
ser dividido resumidamente em trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminac¢do. Na fase
de iniciagdo ha a formag¢do de dienos conjugados devido a abstracdo e ao rearranjo
molecular do hidrogénio. Este dieno conjugado reage muito rapidamente com o oxigénio
molecular iniciando uma reagao autocatalitica que leva a formagdo de hidroperoéxidos, a
etapa de propagacdo. A terceira e ultima etapa, a fase de terminagdo, os hidroperéxidos
lipidicos, por clivagem da ligagdo carbono-carbono, podem ainda dar origem a
fragmentos menores, incluindo aldeidos (malondialdeido - MDA) e cetonas (Emerson et
al., 2001). Adicionalmente a oxidagdo lipidica, a apoB100 fragmenta-se devido a cisdo
oxidativa produzindo peptideos de tamanhos variados (14kDa-500kDa) (Svesjo et al,,
2003). Os produtos formados resultam em alteracdes conformacionais, pela perda da
estrutura terciaria e por alteracdes de carga elétrica, resultando em uma proteina com
carga negativa aumentada (Avogaro et al, 1988). Esta alteracao de carga elétrica
resultara na reducdo de ligacdes ao receptor B/E, altamente regulado, e no aumento de
reconhecimento pelo receptor scavenger dos macroéfagos, levando ao acumulo
descontrolado de LDL por estas células e a consequente formacdo de células espumosas,

que caracteriza a lesdo primaria da aterosclerose (Teixeira Carvalho et al., 2010).
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A reacdo de lipoperoxidacdo da LDL tem sido muito utilizada em métodos
experimentais que visam avaliar a oxidacdo da LDL in vitro, deste modo inferindo seu
estado oxidativo in vivo. Valendo-se desta reacdo facilmente induzida pela presenca de
fons metalicos, é possivel quantificar e qualificar a cinética da modificagdao oxidativa. Os
fons metalicos comumente utilizados in vitro sdo o cobre e o ferro. A LDL oxidada por
ferro (FeLDL) representam particulas minimamente modificadas com insignificante
modificagdo protéica (Chatterjee et al., 2004). Ja a LDL oxidada por ions cobre (CuLDL)
produzem particulas com extensiva modificacao e perda da integridade (Pentikdinen et
al,, 1996).

Assim, varios resultados mostrados por nosso grupo de estudo e por outros
pesquisadores confirmam o papel da LDL oxidada na aterogénese in vivo e in vitro, entre
eles, destacam-se:

1. Nas lesdes aterosclerdticas em animais de laboratério e em humanos, a LDL
apresenta sinais de oxidacdo, e no soro humano s3o encontrados epitopos
biologicamente ativos da oxLDL (Carvalho et al., 2000; Ketelhuth et al., 2008);

2. A oxLDL induz resposta celular com expressao de moléculas de adesdo, quimiotaxia e
recrutamento de mondcitos, proliferacdo celular, vasoconstricdo e citotoxidade para
células endoteliais estimulando a liberacao de moléculas inflamatorias (Frostegard et al.,
1990; Frotegard et al., 1991; Svesjo et al., 2003);

3. In vitro, macréfagos captam oxLDL com maior avidez, quando comparada a captagdo
de LDL nao oxidada, o que leva a formagdo das células espumosas (Carvalho et al.,2002;
Carvalho Teixeira et al., 2010);

4. A oxLDL contribui para a presenca de células T e B na placa de ateroma (Stemme et
al.,, 1995);

5. Estudos sugerem um possivel envolvimento de infec¢des e reagdes imunoldgicas a
patégenos na producao de anticorpos oxLDL (Liuba et al., 2003; Ronchini et al., 2004);

6. Formas modificadas da LDL interagem com monocitos e/ou macroéfagos, dependendo
do grau de oxidacdo Modificacbes na particula de LDL sdo capazes de aumentar a
expressao de CD36 e FcgamaRII em linhagem humana de mondécitos TH-1. O aumento da
expressao de FcgamaRII é dependente de PPARgama enquanto que a expressao de CD36
ndo é dependente de PPARgama. (Rios et al., 2008);

7. Animais submetidos a polui¢do atmosférica apresentam maiores titulos de anticorpos

oxLDL e de anticorpos anti-peptideo D (Soares et al.,2009);
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8. Mulheres menopausadas que receberam reposicdo hormonal apresentaram aumento
nos titulos de anticorpos anti-oxLDL e diminui¢do na concentracdo de LDL oxidada (Uint
etal., 2003);

9. Experimentos utilizando ions cobre para oxidacdao da LDL in vitro mostram
claramente modificagcdes topoldgicas da LDL, bem como a existéncia de agregados.

(Gomez et al,, 2010 - Foto 4).

Foto 4 - Microscopia eletronica de transmissdo de LDL modificada por cobre.
Fonte: Gomez et al. (2010).

1.8 METODOS DE AVALIAGAO DA OXIDAGAO DA LDL

Até os dias de hoje para avaliacdo da oxidacdo da LDL, se faz necessario o
isolamento desta lipoproteina. O isolamento é feito geralmente por ultracentrifugacao
utilizando gradiente de densidade das lipoproteinas para separa-las. Na maioria dos
estudos experimentais e em humanos, a oxidagdo da LDL vem sendo avaliada por
métodos indiretos (determinacdo de produtos da peroxidagdo lipidica, avaliacao da
susceptibilidade da LDL a oxidacgao, e por alteracdo na mobilidade eletroforética) e, o
unico meio para acessar a oxidacao da LDL in vivo tem sido a quantificacdo de

autoanticorpos contra oxLDL e a oxLDL por métodos imunolégicos.
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Uma das propriedades que diferenciam a LDL nativa (ndo modificada) da oxLDL
€ a sua capacidade imunogénica, sendo assim considerada um autoantigeno formado na
lesdo aterosclerética. Estudos tém indicado que a resposta imune a formas modificadas
de LDL estdo presentes no plasma humano e tais anticorpos parecem contribuir no
clearance desses antigenos. Existe uma extensa literatura de determinacdo de anticorpos
contra epitopos da LDL modificada em modelos animais (Palinski et al,, 1996) e em
humanos (Santos et al., 2009).

Nos ultimos dez anos, inumeros estudos tém sido realizados com o intuito de
avaliar a importancia clinica dos anticorpos anti-oxLDL no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Anticorpos anti-oxLDL sdao considerados importantes na regulacao dos
niveis de oxLDL. Desta maneira, anti-oxLDL sdo encontrados em criancas (Iughetti et
al.,1999), adultos saudaveis e em individuos com doencgas coronarias.

Soltest et al. (2007) analisaram, a concentracdo de PCR e os titulos de anticorpos
anti-oxLDL em 50 individuos sadios e compararam com 33 individuos com sindrome
corondria aguda e 62 individuos com doenca coronariana. De acordo com os autores,
individuos com sindrome corondaria aguda e individuos com doenca coronariana
apresentaram significativamente maiores titulos de anticorpos oxLDL quando
comparados ao controle.Correlacdo positiva foi encontrada entre concentragdo de PCR e
anticorpos oxLDL. Com esses dados os autores concluem que a presenga dos anticorpos
anti-oxLDL é fator importante como preditor de manifestacdes cardiovasculares.

Em estudo recentemente publicado, Brandao et al. (2010), analisaram os titulos
de anticorpos anti-oxLDL em pacientes hipertensos. Os pacientes foram tratados com
anti-hipertensivos e acompanhados por 12 semanas. Os autores verificaram que o com
controle da hipertensdo, os titulos de anticorpos anti-oxXLDL aumentaram
significativamente e concluiram que esse aumento pode ser protetor.

Ja na doenca periodontal apenas um estudo analisou os titulos de anticorpos anti-
oxXLDL no plasma de 50 individuos sistemicamente saudaveis e com periodontite e
comparam com 46 individuos sistematicamente saudaveis e sem doeng¢a periodontal
(Buhlin et al, 2003). Os resultados nao mostraram diferen¢a significativa na
concentracdao de anti-oxLDL entre o grupo com periodontite e o grupo sem doenca
periodontal.

Apesar dos esforcos dos pesquisadores, o papel da LDL modificada e dos

anticorpos no desenvolvimento de doengas cardiovasculares permanece controverso.
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Isso se deve ao fato de que a populacdo de anticorpos é diversa; os epitopos formados
durante a modificagdo da LDL a qual se ligam os anticorpos sdo heterogéneos; a
populagdo pode em principio constituir de fragmentos diferentes da apoB100
(Ketelhuth et al., 2008), de epitopos de fosfolipides e até mesmo de outras proteinas que
funcionariam como co-fatores.

Por isso, a busca por métodos que possam determinar diretamente a quantidade
de LDL modificada no plasma fez com que nosso laboratério em associagdo com o Grupo
de Fluidos Complexos do Instituto de Fisica da Universidade de Sdao Paulo desenvolvesse
uma metodologia de avaliagdo da LDL e da LDL modificada através de varredura-Z. Esta
técnica é muito utilizada por fisicos da matéria condensada, na medida de propriedades
Opticas nado-lineares de materiais. Até entdo, ela ndo havia sido utilizada com essa
finalidade. Esta avaliagdo tem como principio geral a propriedade de que, quando um
feixe de luz ilumina um meio parcialmente transparente, a absor¢do de radiagao
processada em tempos da ordem de milissegundos, é convertida em calor e imprime
uma dada caracteristica prépria da amostra em estudo. Forma-se uma lente térmica que
é caracterizada fisicamente pelo coeficiente termo-6ptico da amostra. Assim, a medida
consiste em colocar uma amostra do material em estudo no caminho do feixe de luz
focalizado, com perfil Gausseano, e translada-la ao longo da direcdo z, passando pelo
foco. Um detector com uma iris é colocado no campo distante, longe do foco, para
registrar a transmitancia da amostra. Com esses sinais medidos nas diferentes posicdes
z da amostra, constroi-se uma curva-resposta do material estudado e dela pode-se obter
as propriedades 6pticas nao-lineares de interesse.

Os experimentos de varredura-Z realizados com LDL nativa e oxidada por ions
cobre (CuS04), nas mesmas condi¢gdes experimentais, forneceram resultados muito
diferentes, mostrando que cada amostra possui uma “impressao digital” propria (Gomez

et al., 2004 - Figura 2).
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Figura 2 - Transmitancia normalizada em func¢io da posi¢cdo da amostra. Varredura-Z da LDL
nativa (m) e da oxidada com CuS04 ()

A curva tipica de Varredura possui um pico e um vale e a amplitude da diferenca
de transmitancia pico-vale é proporcional ao coeficiente termo-6ptico da amostra:
quanto maior a amplitude pico-vale, maior o coeficiente termo-6ptico. No caso da
solucdo com a LDL nativa verifica-se a existéncia de uma curva tipica de Varredura-Z,
cuja amplitude pico-vale ndo é nula e depende da concentracao de particulas na solugao:
quanto maior a concentracdo de LDL, maior a amplitude pico-vale. Por outro lado, a
solucao de LDL oxidada com ions cobre ndo apresenta a curva tipica de Varredura-Z.
Desta forma é possivel construir uma curva que relaciona a concentracdo de LDL ndo
modificada na solugdo com a amplitude pico-vale resultante do experimento de
Varredura-Z.

Nés usamos LDL purificada de pacientes para determinagdo da oxLDL. Para isso a
LDL foi isolada por ultracentrifugacdo. A varredura Z fornece importante informacao da
estrutura da particula de LDL como mencionado anteriormente. Sabe-se que o evento
inicial é crucial e uma vez iniciado progredira até que a particula esteja destruida

completamente.
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Kox
[LDLV] ———~ oxLDL

O coeficiente de transformacdo (Kox) determinara a velocidade pela qual a LDL
(LDL-V) sera oxidada.

A quantidade de oxLDL ira depender da concentracdo da LDL-V, na qual nos
sabemos que altos niveis sao fatores de risco e vulnerabilidade de oxidagdo. Essa
vulnerabilidade ird depender de uma série de fatores incluindo: composicio da
particula, a densidade e o mais importante o conteddo antioxidante. A analise por
varredura-Z nos da um valor numérico de propensio da LDL oxidar e
consequentemente representa uma nova e inédita técnica com futuro promissor.

Assim, embora existam estudos que associam a condicao periodontal a doenga
cardiovascular, ha poucos trabalhos especificamente elaborados para elucidar os
potenciais efeitos sistémicos da disseminacdo de microorganismos orais e seus produtos
em humanos. Muitos estudos que relatam uma associacdo entre a periodontite e doenca
cardiovascular sdo baseados em estudos epidemiolégicos, os quais nao foram
inicialmente planejados para examinar as relagdes entre a doenca periodontal e a
doenga cardiovascular. Além disso, muitos relatos de associa¢do representam analises
retrospectivas de conjuntos de dados existentes. A partir dessa realidade, e por
considerar que, (i) tanto médicos quanto dentistas devem ter uma analise significativa
do impacto da periodontite sobre marcadores de risco para aterosclerose e (ii) mais
individuos possam ser monitorados e ter seus riscos diminuidos para doencas

cardiovasculares, surgiu a ideia de desenvolver este trabalho.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a influéncia do tratamento periodontal sobre os marcadores de risco

para aterosclerose em pacientes com periodontite cronica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar perfil lipidico;

e Avaliar padrao de citocina (IL-1(, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a;) e PCR;

e Verificar a producdo de auto-anticorpos oxLDL;

e Verificar sinais de oxidagdo da LDL por TBARS;

e Avaliar comportamento da LDL dos pacientes na Varredura Z;

e Avaliar todos esses marcadores 3, 6 e 12 meses ap6s o término do tratamento

periodontal.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 METODOLOGIA

3.1.1 Populagao

Para melhor entendimento do desenho do projeto, o estudo foi dividido em duas
etapas. Na primeira etapa foi realizado um estudo observacional do tipo caso-controle
onde o grupo caso é formado por pessoas expostas ao fator de risco, ou seja, individuos
com periodontite cronica e o grupo controle por pessoas nao expostas ao fator de risco,
isto é, que ndo apresentam doenga periodontal.

Para isso foram selecionados 40 individuos sistemicamente saudaveis com
periodontite cronica (22 mulheres e 18 homens; idade entre 31 a 60 anos; com média de
idade: 45,2 £ 9,9 anos) e 40 individuos sistemicamente saudaveis sem doenca periodontal
(24 mulheres e 16 homens; idade entre 31 a 60 anos; com média de idade: 44,8 + 8,6
anos) no Departamento de Periodontia da Associa¢do Paulista de Cirurgides Dentistas de
Sao José dos Campos, Sdo Paulo, Brasil

Na segunda etapa do projeto foi realizado um estudo experimental clinico, onde os
individuos com periodontite crénica passaram por tratamento periodontal adequado aos
principios técnicos cientificos reconhecidos pela Odontologia. Apés o término do

tratamento esses individuos foram reavaliados trés, seis e dozes meses.

3.1.2 Aspectos éticos

O projeto que fundamenta este estudo foi aprovado pelo Comité Etico em Pesquisa
para Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo sob o
numero 783/CEP, realizado no dia 13 de junho de 2007. Todos os participantes foram
orientados quanto aos objetivos do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecidko (Anexo A) do qual estio de acordo em participar do estudo.
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3.1.3 Determinacao do fator de risco: periodontite crénica

Os individuos foram examinados por um unico operador previamente calibrado
(Kappa = 0,92) através de uma sonda periodontal automatica (Florida probe ™) e um

espelho clinico plano (Foto 5).

Foto 5 - Exame clinico. Individuo com periodontite cronica. Presenca de calculos supra e
subgengival

Foram registrados a profundidade clinica de sondagem (PCS), o nivel clinico de
insercdo (NCI) e o indice de sangramento (IS) em 6 sitios por dente (Figura 3).

A PCS correspondeu a distancia da margem gengival ao ponto mais apical do fundo
do sulco/bolsa. O nimero PCS foi expresso como a porcentagem do nimero de bolsa com
profundidade maior que 4 mm em todos os sulcos/bolsas examinados. O NCI foi avaliado
com a mesma sonda e traduzido como a distincia em milimetros da jun¢do cemento-
esmalte até o fundo do sulco gengival ou da bolsa. A recessdao gengival correspondeu a
distincia da margem gengival até a juncdo cemento-esmalte. O IS refere a presenca ou

auséncia de sangramento apds sondagem do sulco gengival com a sonda periodontal,
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mesmo sem caracteristicas visiveis de alteragdes marginais. Quando ocorreu

sangramento em até 10 segundos apds a sondagem, considerou-se o IS positivo. O

numero de achados positivos foi expresso como a porcentagem do niimero de margens

gengivais examinadas.
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Figura 3 - Exame periodontal Exame realizado em individuo com doenca periodontal cronica
realizado com sonda periodontal automatica (Florida Probe). Barras pretas -
Profundidade de Bolsa até 4 mm; Barras vermelhas - Profundidade de Bolsa > 4mm ;

Barras azuis - Medida de recessdo gengival

O critério para enquadrar o individuo como portador de periodontite cronica foi a

presenca de no minimo dezesseis dentes (excluindo os terceiros molares) e mais de dez
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sitios com PCS maior de 5 mm. O critério para enquadrar o individuo no grupo controle
foi a auséncia de manifestagdes clinicas e radiograficas de doenca periodontal, auséncia de
sitios com PCS maior ou igual a 4 mm, e apresentar mais que dezesseis dentes (com
excecao dos terceiros molares).

As medidas foram realizadas posicionando-se a sonda paralelamente ao longo eixo
do dente em trés locais: nas faces mesial, centro e distal tanto por vestibular como por

lingual (Figura 4).
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Figura 4 - Método correto de sondagem. Esta imagem mostra o método correto para coletar
dados exatos da profundidade de bolsa. Uma vez que a sonda é calibrada, o
computador calculard automaticamente a diferenca de distancia entre a ponta da
sonda e a margem gengival (Florida Probe).

3.1.4 Critérios de exclusao e inclusao

Foram excluidos individuos que receberam tratamento periodontal nos ultimos seis
meses e fizeram uso de antibiéticos e/ou anti-inflamatérios nos ultimos trés meses.
Nenhum individuo fazia uso de medicacdo cardiovascular. Também foram excluidos
individuos com disfungdes sistémicas diagnosticadas como diabetes, obesidade,
hipertensos e individuos fumantes e ex-fumantes. Individuos com infeccdo pulpar ou

periapical foram excluidos do estudo.
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Os individuos dentro dos padrées de inclusdo receberam e assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo A) do qual estdo de acordo para participar do

estudo.

3.1.5 Avaliac¢ao periddica dos fatores de risco

Na consulta inicial foi realizada anamnese (Anexo B) e exame periodontal Em
seguida os individuos foram encaminhados para a primeira coleta de sangue. Apds a coleta
de sangue, os individuos comegaram o tratamento periodontal (Foto 6A). Todos os
individuos foram reavaliados aos trés, seis e doze meses apds o término do tratamento
periodontal, registrando as mudancas em relagdo a existéncia e grau de periodontite (Foto

6B) e exames laboratoriais sanguineos para a determina¢do dos marcadores de risco para

aterosclerose.

Foto 6 - Exame clinico
Foto 6A - Antes tratamento periodontal.
Foto 6B - Trés meses apds o término do tratamento periodontal
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3.2 ANALISES LABORATORIAIS

3.2.1 Preparacao da LDL

A LDL foi obtida de individuos em jejum de 12 horas com doenga periodontal
diagnosticada e de individuos sem doenca periodontal diagnosticada e clinicamente
saudaveis. Ao plasma dos voluntarios foram adicionados os seguintes preservantes: 2
mM  benzamidina, 0,5% de gentamicina, 0,25% cloranfenicol, 0,5 mM
fenilmetilsulfonilflior (PMSF), e 0,1 unit/mL de aprotinina. A fracdo de LDL foi obtida
por ultracentrifugacdo seqiiencial (Havel et al.,, 1955) utilizando-se 75 Ti rotor (Hitachi
Centrifuge), a 4 °C, 100.000 x g. Inicialmente o plasma foi centrifugado durante 20 horas
para obtencdo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL - densidade = 1,006
g/mL). Apos esse periodo a densidade do infranadante foi acertada para 1,063 g/mL
com adi¢do de brometo de potassio (KBr) e, em seguida centrifugado durante 20 horas
(100.000 x g, a 4 °C), para obtengao da LDL (densidade <1,063 g/mL). A LDL presente
no sobrenadante foi retirada e dialisada por 24 horas em solugdo PBS - tampao fosfato
(NacCl 0,9%, Na2HPO4 0,2%, NaOH 0,38% e EDTA 0,001% pH =7,4) a 4 °C e ao abrigo da
luz. Apds este processo a LDL foi filtrada com filtro de 0,22 um de didmetro (Millipore).
As proteinas foram quantificadas utilizando-se o Kit BCA (PIERCE) de acordo com as

instrugdes do fabricante.

3.2.2 Oxidacdo da LDL

A LDL foi obtida de um pool de individuos normolipidémicos e sem doencga
periodontal em jejum de 12 horas, para a sensibilizacao de placas de 96 pogos para
detecg¢do de auto-anticorpos para oxLDL. Para obtencdo da oxLDL, a LDL foi dialisada em
PBS por 24 h a 4 °C, para retirada do EDTA. Em seguida a LDL foi incubada com CuS04 20
uM, por 18h a 37 °C, como padronizado em nosso laboratério. Apds este periodo, a

oxidacao foi bloqueada pela adicao de EDTA 1mM ao meio contendo LDL com cobre.
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3.2.3 Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico (TBARS)

Para avaliar o grau de oxida¢do da LDL foi realizada a dosagem de TBARS (Puhl et
al., 1994), formados a partir da peroxidacao lipidica da particula. Foram incubados 50 pL
de amostra com 200 pL de reagente de TBARS (acido tiobarbiturico 1%, acido cloridrico
562,5 umol e acido tricloroacético 15%, para 100 mL de agua bidestilada). A mistura foi
colocada em sob fervura, a 100 2C por 15 min., centrifugada a 1000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi retirado e a leitura da absorbancia foi medida utilizando-se filtro de
540 nm em um leitor de microplacas (Genios Tecan, Austria). Os resultados sao
expressos baseando-se em uma curva padrao de Malondialdeido (MDA) (TOP, Merck,

Alemanha).

3.2.4 Dosagem de HDL, triacilglicerol e colesterol total

O conteudo de colesterol total, HDL e de TG foi determinado por métodos
enzimaticos colorimétricos (Liquiform, LabTest-Diagndstica, Brasil) utilizando as
informacgdes do fabricante. As fragdes de LDL foram calculadas conforme a férmula de
Friedewald (LDL = CHOL - HDL - TG/5) (Friedewald et al., 1972). Para identificar
individuos com concentragdes anormais, os seguintes valores foram usados de acordo
com a recomendacao do fabricante: Colesterol Total 2 200mg/dL, LDL = 130 mg/dL, TG
> 150 mg/dL e HDL <40 mg/dL.

3.2.5 Deteccao de anticorpos contra oxLDL

Para dosagem de auto-anticorpos contra oxLDL, foi utilizado o método ELISA
padronizado em nosso laboratdrio (Fernvik et al, 2004). Placas de 96 pocos (Costar, EUA)
foram sensibilizadas com 50 pL, na concentracdo de 7,5 pg/mL de oxLDL em tampao

carbonato de sédio, 0,1 M, pH 9,4, durante 18h, a 4 °C. Ap6s 4 ciclos de lavagens com 100
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uL de PBS, as placas foram bloqueadas com solugao de gelatina a 1,0% (Gibco, EUA), em
temperatura ambiente, por 24h. Em seqiiéncia, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS e
0s pogos receberam, em triplicata, 50 pL das amostras dos diferentes grupos, diluidas
1:400 em PBS. Apo6s 2 horas de incubacao, as placas foram lavadas 4 vezes com 100 pL de
PBS-T e incubadas com 50 pL de conjugado com peroxidase, por 1h, em temperatura
ambiente. Foi utilizado como conjugado imunoglobulina (Ig) G de cabra anti-IgG humana
marcada com peroxidase (KLP, EUA) na diluicao 1:1000. Posteriormente a mais 4 ciclos de
lavagem, com PBS-T, o processo de revelacao foi realizado com a adicao, em cada poco, de
75 pL de solucao de TMB (250 pL de 3,3’5,5’-tetrametilbenzidina 6,5% em DMSO, 12 mL
de tampao citrato 0,1M, pH 5,5 e 10 pL de H20: ). A reacgao foi interrompida com a adigao
de 25 pL de acido sulfurico 2M (Merck, Alemanha). Os resultados foram obtidos por leitura
espectrofotométrica a 450 nm em leitor de ELISA (Genios Tecan, Austria). Algumas
imprecisdes podem ocorrer no método de quantificacdo dos anticorpos por ELISA e para
compensar a varia¢do intra-placa nés utilizamos em todas as placas como controle IgG
purificada humana (purified human IgG - 10 mg/ml - Pierce Protein Research Products,
Thermo Scientific, Rockford). Os titulos de anticorpos foram expressos como [ndex de
Reatividade (IR) para cada amostra e calculado da seguinte maneira: (Abs da amostra -

Abs do Branco)/( Abs do controle de IgG - ABS do Branco).

3.2.6 Concentragdes séricas de IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a.

Os anticorpos monoclonais, especificos para as citocinas, foram diluidos em
tampdo Carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6. Um volume de 30 pL foi adicionado em
placas de ELISA de 96 pogos (Costar, EUA), que foram incubadas por 18 h, a 4 °C. Apos 4
ciclos de lavagens com 100 pL de PBS, as placas foram bloqueadas com solu¢do PBS com
10% de soro fetal bovino (Gibco, EUA), em temperatura ambiente, por 2h. Em seqiiéncia,
as placas foram novamente lavadas 4 vezes com PBS e os pocos receberam, em duplicata,
30 pl das amostras dos soros dos individuos, diluidas 1:10 em PBS a 10% de soro fetal
bovino (Gibco, EUA) em PBS. Apés duas horas de incubacao, as placas foram lavadas com
PBS-T e incubadas com 25 pL de conjugado biotinilado, especificos para as citocinas,
conforme as recomendagdes do Kit (B&D, EUA). Apds 4 ciclo de lavagem, com volumes de

100 pL de PBS-T, os pogos receberam 30 pl de esterptoavidina-peroxidase, diluida 1:250
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em solucdo de PBS com 10% de soro fetal bovino (Gibco, EUA), por 2h, em temperatura
ambiente. Apds mais 4 ciclos de lavagem com volumes de 100 pL de PBS-T, o processo de
revelacao foi realizado com a adi¢ao, em cada pogo, de 75 pL de solu¢do de TMB (250 pL de
3,3’5,5’-tetrametilbenzidina 6,5% em DMSO, 12 mL de tampao citrato 0,1M, pH 5,5) e 10
uL de H202, substrato para enzima peroxidase. A reacdo foi interrompida 30 min. ap6s seu
inicio, com a adicdo de 25 pL de acido sulftirico 2M (Merck, Alemanha). Os resultados
foram obtidos por leitura espectrofotométrica a 450 nm em leitor de placas de ELISA
(Genios Tecan, Austria). O calculo das concentragdes foi obtido a partir de curva padrdo

das citocinas, segundo a orientacao dos Kkits.

3.2.7 Proteina C-Reativa de alta sensibilidade (PCR-us)

A determinacdo da PCR foi realizada pelo método imunoturbidimétrico com

deteccdo ultra-sensivel automatizado (Advia, Alemanha).

3.2.8 Leucograma

O sangue dos pacientes foi coletado em tubos com EDTA para a realizagdo do
leucograma por meio de contador de células automatico com diferencial de leucdécitos

(Pentra DX 120, Japao).

3.2.9 Variaveis clinicas

As variaveis clinicas foram obtidas conforme os seguintes parametros.

¢IMC : O indice de massa corpdrea foi calculado pela formula. Onde o peso é dado em

kilogramas (kg) e a altura em metro (m).

IMC = Peso (Kg)

Altura x Altura (m)

e Pressao Arterial: Os pacientes permaneciam por aproximadamente 15 minutos
em repouso e o0s registros da Pressao Arterial Sistémica (PAS) e da Pressao

Arterial Diastolica (PSD) braquial foram realizados na posicao sentada pelo
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método auscultatorio de Korotkoff utilizando um esfigmomanometro de coluna de

mercurio e um estetoscopio.

¢ A razdo de triacilglicerol por HDL foi calculada pela férmula (Razdo TG/HDL).

3.2.10 Analise fisica através de Z-scan

Quando um feixe de luz ilumina um meio ndo transparente, um processo de
absorcao da radiacdo ocorre em milisegundos e que, converte a luz absorvida em calor.
0 indice de refracdo depende, entre outros fatores, da temperatura. Um aumento (AT) da
temperatura induz uma mudanc¢a An = (dn/dT) AT no indice de refracdo (Gomez et al,,
2004), em que o parametro dn/dT é o coeficiente termo-6ptico. Nesta estrutura, um
feixe com uma configuracdo Gaussiana induz a uma lente térmica no meio. As
caracteristicas desta lente dependem do meio, particularmente da condutividade
térmica e do coeficiente térmico.

Nesta técnica, um feixe Gaussiano polarizado é focado em um centro estreito por
uma lente e a amostra é movimentada através do ponto focal. A transmitancia da iris,
centralizada no eixo z (eixo que propaga o feixe de laser) neste campo, é medido como
uma funcao da posi¢cdo da amostra ao longo do eixo z. Na aproximacdo parabolica da
lente térmica induzida, a amplitude do sinal de z-scan é dada pelo parametro descrito

como:

__2303P (_dnya
© =27 (.:n'}x

Onde, a é o coeficiente 6ptico de absorcao linear (cm 1), A é o comprimento do laser
(nm), x é a condutividade térmica (cal s cm! K1) e P a forga de incidéncia do feixe de

laser.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando software R2.6. O objetivo inicial foi
analisar se fatores conhecidos associados as doencas arteriais coronarianas (CAD), tais
como obesidade e maior incidéncia em homens, também eram fatores de risco para
periodontite. Esses fatores sdo chamados de fatores de confusdo porque alguns deles
podem ser fatores de risco apenas para CAD e ndo para periodontite. Para esse objetivo,
a associacdo entre a incidéncia de periodontite e fatores de confusdo independentes
foram analisados usando modelo de regressdo logistica ajustado para idade, sexo e
indice de massa corporal (IMC). Essas variaveis foram escolhidas porque sdo relatadas
serem fatores de risco para doengas cardiovasculares.

Métodos estatisticos ndo paramétricos (teste aproximado Kruskal-Wallis) foram
utilizados para as variaveis continuas no estudo de caso-controle. Finalmente nos
analisamos se a periodontite é fator de risco para niveis patologicos de lipidios usando
modelo de regressao logistica também considerando idade, sexo e IMC.

Na segunda etapa do estudo, quando foi comparado o antes e o depois (trés, seis e
doze meses) do tratamento periodontal, os dados para as variaveis categorizadas foram
aplicados o teste qui-quadrado. Nos modelos mistos, usados para analisar a evolugao
temporal no grupo caso o teste aplicado foi de Wald. E finalmente para analise de
associacdo entre as variaveis sexo, IMC, idade e tempo, foi aplicado o teste da razdo de
verossimilhancas.

O tamanho amostral foi obtido através da expressao:

2
L a2 p(L-p)
N=
d 2
n = tamanho da amostra,
Z1-¢/2 = 0 quantil de uma distribuicdo normal com coeficiente de confianca (1- o),
p = proporg¢ao ou prevaléncia esperada,
d = precisao ou erro esperado na estimativa.
Considerando a prevaléncia da periodontite para populacdo em geral de 40%

conforme relatado em estudos epidemioldgicos (Albandar et al.,2002), com poder de

teste de 90% chegamos a um numero de 29 individuos para cada grupo.



4 RESULTADOS
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4.1 CASUISTICA

As caracteristicas dos individuos participantes do estudo estdo sumarizadas na
Tabela 1. O estudo incluiu no total 80 individuos, sendo 40 no grupo com periodontite
cronica e 40 no grupo controle. No grupo caso, 22 individuos eram do sexo feminino e
18 do sexo masculino. No grupo controle 24 individuos eram do sexo feminino e 16 do
sexo masculino, ndo havendo diferenca entre os grupos quanto ao percentual de cada
sexo (P>0,6). No grupo com caso, a média de idade foi de 45,1 (+ 9,9) e no grupo
controle foi de 44,7 (£ 8,6), também ndo havendo diferenca significativa quanto a idade
(P>0,3). Nao foi verificada diferenca significativa quanto a etnia (P>0,6) e IMC (P>0,6),

entre os dois grupos.

Tabela 1 - Caracteristica clinica dos individuos dos grupos controle e periodontite.

Varidveis Controle Periodontite Valor de
(n=40) (n=40) P

Sexo (homem/mulher) 16/24 18/22 0,6

Idade (anos) 44,7 (8,6) 45,1 (9,9) 03"

Raga (branco/negro) 36/4 37/3 06"

IMC 26,2 (3,3) 26,9 (3,0) 0,61

N2 de dentes 23,7 (3,7) 23,2 (3,7) 0,57

PCS > 4 mm (%) 0(0,0) 39,3 (15,8) ;

IS (%) 15,3 (12,9) 73,5 (18,8) <0,0001 "

Dados s3o expressos em média (desvio padrdo). IMC - Indice de massa corporal; PCS -
Profundidade clinica de sondagem; IS - Indice de sangramento. 1- Foi aplicado o teste qui-
quadrado; 2 - Foi aplicado o teste t-student. * Diferenca significativa entre os grupos p<0,05.

A média do nimero de dentes nos individuos com periodontite foi de 23,2 (* 3,7)
e no grupo controle foi de 23,7 (£3,7), ndo havendo diferenca significativa entre os
grupos (P=0,5). Quando a profundidade de bolsa foi analisada, individuos do grupo
periodontite apresentaram 39,3% (£ 15,8 %) dos sitios sondados uma profundidade de

bolsa maior que 4 mm enquanto que, nenhum individuo do grupo controle apresentou
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profundidade de bolsa maior que 4 mm. Outro parametro periodontal analisado foi o
indice de sangramento. Individuos com periodontite crénica apresentaram sangramento
em 73,5 % (+ 18,8 %) dos sitios sondados enquanto que os individuos do grupo controle
apresentaram sangramento em 15,30 % (£ 12,9 %) dos sitios, havendo assim diferenca
significativa (P<0,0001). Ndo houve diferen¢a significativa para os parametros
periodontais quando os dados foram ajustados quanto ao sexo, idade, etnia e IMC.

As diferengas nos parametros periodontal entre o antes e depois do tratamento

estdo indicadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros periodontais antes e depois do tratamento

Antes Apos o tratamento
Variaveis Basal 3 meses 6 meses 12 meses
N2 de dentes 23,2 (3,7) 20,6 (4,5) 20,6 (4,5) 20,6 (4,5)
PCS>4mm (%) 39,3 (15,8) 18(31)  1,8(3,1) 1,8 (3,1)
IS (%) 73,5 (18,8) 19,9 (11,3) 20,0 (9,7) 18,6 (7,5)

Dados sdo expressos em média (desvio padrdo). PCS - Profundidade clinica de sondagem; IS -
Indice de sangramento.

O tratamento periodontal com sucesso reduziu a intensidade da inflamacgao local.
Os marcadores clinicos da doenca diminuiram significativamente, como foi observado
no IS e na quantidade de bolsa com profundidade maior que 4 mm. Assim, o valor da
média do IS (73,5% versus 18,6%; P<0,0001) e da PCS maior que 4mm (39,3% versus
1,8%;P<0,0001) diminuiu significativamente quando comparamos o antes e doze meses
ap6s o término do tratamento periodontal. Vale ressaltar que durante o periodo do
estudo, nenhum dos individuos relatou qualquer mudanga na dieta, no uso de medicacdo

ou na atividade fisica.

A média do numero de dentes nos individuos com periodontite foi de 23,2 (+ 3,7) e no
grupo controle foi de 23,7 (£3,7), ndao havendo diferenca significativa entre os grupos
(P=0,5). Quando a profundidade de bolsa foi analisada, individuos do grupo periodontite
apresentaram 39,3% (£ 15,8 %) dos sitios sondados uma profundidade de bolsa maior

que 4 mm enquanto que, nenhum individuo do grupo controle apresentou profundidade
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4.2 PERFIL LIPIDICO.

Como mostra a Tabela 3, os niveis de colesterol total foram similares entre os
individuos do grupo com periodontite e do grupo controle (204,0 mg/dL versus 193,5
mg/dL; P=0,2). Resultados similares também foram observados entre os dois grupos
quando os niveis de LDL foram comparados (135,0 mg/dL versus 118,3 mg/dL; P=0,1).
Entretanto, os niveis de TG foram significativamente mais altos em individuos com
periodontite (118,0 mg/dL versus 93,5 mg/dL; P=0,002) e os niveis de HDL foram
significantemente mais baixos (46,0 mg/dL versus 51,5 mg/dL; P=0,013) nos individuos

com periodontite quando comparados ao grupo controle.

Tabela 3 - Mediana da concentracio de lipidio plasmatico dos dois grupos estudado

Controle Periodontite
Lipideo Mediana D.P. Mediana D.P. Valor P
(mg/dL)
CT 193,5 27,6 204,0 45,7 0,2
TG 93,5 41,2 118,0 104,7 0,002*
HDL 51,5 10,6 46,0 7,9 0,013
LDL 118,3 22,8 135,0 40,8 0,1

CT=Colesterol Total; TG= Triacilglicerol; HDL - Lipoproteina de alta densidade; LDL
Lipoproteina de baixa densidade; D.P. - Desvio Padrao. * Diferenca estatistica significativa (P<
0,05) entre os grupos.

A tabela 4 mostra que a freqiiéncia de hipercolesterolemia foi maior no grupo
com periodontite (n= 23; 60,5%) quando comparado ao grupo controle (n=15; 39,5%).
Num total de 80 individuos estudados, nés observamos que doze individuos
apresentavam valores de LDL maiores que 130 mg/dL, dos quais 75,0% (n=9) dos
individuos correspondiam ao grupo com periodontite. Em cinco individuos com
periodontite (71,4%) e em dois individuos controle (28,6%), a concentracao de HDL foi
menor que 40 mg/dL. Dezessete individuos com periodontite (70,8%) e sete individuos

controle (29,2%) apresentaram niveis de TG acima do recomendavel (= 150mg/dL).
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Tabela 4 - Freqiiéncia de valores acima do recomendavel de lipidios no plasma de
individuos controle e individuos com doenca periodontal cronica

Controle Periodontite
Lipideo mg/dL N° % N° % N° Total
Colesterol Total (>200) 15 395 23 60,5 38
LDL (>130) 3 250 9 75,0 12
HDL (<40) 2 286 5 71,4 7
Triacilglicerol (>150) 7 29,2 17 70,8 24

HDL - Lipoproteina de alta densidade; LDL Lipoproteina de baixa densidade.

N6s analisamos se a periodontite é fator de risco para niveis acima do recomendavel
de lipidios usando modelo de regressao logistica ajustado para idade, sexo e IMC. Em
todos os modelos, ndo foi verificada associagdo estatisticamente significante entre essas
variaveis e a presenca de niveis de lipidios acima do recomendavel. A excecdo foi o
resultado para TG, que sugere associacdo significante entre os grupos (individuos com
periodontite e individuos controle) e niveis elevados de TG (P=0,001; Odds Ratio =3,8;
Intervalo de Confiang¢a de 95% =1,17;3,27).

De acordo com nossos resultados, individuos com periodontite tém
significativamente niveis plasmaticos mais altos de TG e menores niveis de HDL quando
comparados ao grupo sem periodontite.

O perfil lipidico dos individuos foi entdo analisado de acordo com o sexo (Tabela
5). Os niveis de HDL foram menores em mulheres com periodontite quando comparado
a mulheres sem periodontite (46,5 mg/dL versus 53,0 mg/dL; P=0,02). Também foi
observado que mulheres do grupo controle apresentaram menores niveis de TG quando
comparado a mulheres do grupo periodontite (74,5 mg/dL versus 110,5 mg/dL;
P=0,009). Essa diferenca também foi verificada entre mulheres e homens no grupo
controle, ou seja, mulheres do grupo controle apresentaram menores niveis de TG
quando comparadas a homens do grupo controle (74,5 mg/dL versus 114,5 mg/dL;
P=0,016).
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Tabela 5 - Perfil Lipidico ajustado de acordo com o sexo.

Controle Periodontite
Lipideo Mulheres Homens Mulheres Homens
(mg/dL) (n=24) (n=16) (n=22) (n=18)
CT 192,0 199,0 194,0 225,0
(26,1) (30,7) (46,7) (42,9)
TG 74,5 114,5 110,50  135,0
(32,9)"  (45,4)! (118,3)"  (87,3)
HDL 53,0 48,0 46,5 46,0
(10,2)* (10,7) (8,6)* (7,2)
LDL 120,7 117,3 125,1 144,0
(18,4) (28,2) (45,8) (34,3)

Dados sdo expressos em mediana (Desvio Padrao). CT=Colesterol Total; TG= Triacilglicerol;
HDL= Lipoproteina de alta densidade; LDL= Lipoproteina de baixa densidade. A incidéncia da
periodontite e variaveis independentes foi analisada utilizando modelo de regressao logistica
ajustada ao sexo.*"! Diferenca estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos.

Os grupos foram entdo analisados considerando a idade dos individuos (Tabela
6). Os niveis de colesterol total foram mais baixos em individuos menores de 45 anos
com periodontite quando comparados a individuos maiores de 45 anos com
periodontite (183,0 mg/dL versus 221,0 mg/dL; P=0,03). Entre os individuos com idade
acima de 45 anos, baixos niveis de LDL foram observados no grupo controle quando
comparado ao grupo periodontite (120,4 mg/dl versus 145,0 mg/dL, P= 0,006). Os
niveis de TG no grupo controle acima de 45 anos foram significativamente menores
quando comparados a individuos acima de 45 anos e com periodontite (89,0 mg/dL

versus 143,0 mg/dL; P= 0,006).
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Tabela 6 - Perfil Lipidico ajustado de acordo com a idade.

Controle
Idade < Idade 2

Periodontite
Idade £ Idade 2

(Ll:lpl/d;[(‘)) 45 anos 45 anos 45 anos 45 anos
g (m=19)  (n=21) (m=21) (n=19)
T 197,0 191,0 183,0 221,0
(25,7) (29,4) (45,0)! (41,5)!
TG 98,0 89,0 110,0 143,0
(45,9) (37,1)* (139,7)  (38,5)*
48,0 53,0 46,0 47,0
HDL (103)  (10,3) (76) (84
LDL 117,5 120,4 118,8 145,0

221)  (23,8)*

(40,2)  (39,2)

60

Dados sdo expressos em mediana (Desvio Padrao). CT=Colesterol Total; TG= Triacilglicerol,
HDL= Lipoproteina de alta densidade; LDL= Lipoproteina de baixa densidade. A incidéncia da
periodontite e variaveis independentes foi analisada utilizando modelo de regressao logistica
ajustada a idade. +*! Diferenca estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos.

Por fim os individuos foram analisados considerando o IMC (Tabela 7). Entre os

individuos com IMC abaixo de 25 kg/m?2, individuos do grupo controle apresentaram

menores niveis de TG quando comparados a individuos do grupo com periodontite (89,0

mg/dL versus 118,9 mg/dL; P=0,06).
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Tabela 7 - Perfil Lipidico ajustado de acordo com o indice de massa corpdrea

Controle Periodontite
Lipideo IMC < 25 IMC 2 IMC < 25 IMC 2
(mg/dL) kg/m? 25 kg/m? kg/m?2 25 kg/m?

(n=13) (n=27) (n=11) (n=29)

CT 192,0 205,0 204,0 210,5
(27,5) (30,6) (46,8) (41,4)

TG 89,0 98,0 118,0 107,5
(43,3)* (24,2) (112,7)* (26,9)

51,0 53,0 46,0 54,0

HDL (11.0) (8.5) (8,0) (7,6)
LDL 119,0 117,2 135,0 138,5
(23,1) (21,3) (41,0) (42,1)

Dados sdo expressos em mediana (Desvio Padrao). CT=Colesterol Total; TG= Triacilglicerol;
HDL= Lipoproteina de alta densidade; LDL= Lipoproteina de baixa densidade; IMC= Indice de
massa corporal. A incidéncia da periodontite e variaveis independentes foi analisada utilizando
modelo de regressdo logistica ajustada ao indice de massa corporal. "Diferenca estatistica
significativa (P< 0,05) entre os grupos.
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Quando analisamos a relagdo TG/HDL verificamos que os individuos que
pertenciam ao grupo com periodontite apresentavam valores maiores da relagdo
(TG/HDL) quando comparados aos individuos do grupo controle (3,3 versus 2,0; P=
0,005 - Figura 5).

*kk
10+
—1 8=
[a)
L
e -
[]
2 n ‘AA
o 41 AA‘A
© ] 1 A,
Qq:) 2a —:&51— ;AtAAAAA
T A aas
0 L] L]
Controle Periodontite

Figura 5- Relacio TG/HDL nos grupos estudados. Os dados sdo dos (m) 40 individuos
sem periodontite (controle) e dos (A) 40 individuos com periodontite cronica. O
grafico apresentado mostra valores individuais. **Diferenca estatistica significativa
(P< 0,005) entre os grupos.

Os individuos com periodontite cronica foram submetidos ao tratamento
periodontal e uma nova analise do perfil lipidico em trés, seis e doze meses apos o
término do tratamento foi realizada. A Tabela 8 mostra o perfil lipidico dos individuos
com doenca periodontal antes e apds (trés, seis e doze meses) o tratamento. Quando os
niveis de colesterol total e LDL foram comparados, ndao observamos diferenca estatistica
entre antes e apods o tratamento (P=0,7 e P=0,9 respectivamente). Um modesto aumento
nos niveis de HDL foi observado apds o tratamento, mas sem significancia estatistica
(P=0,9). Em contraste, com o tratamento periodontal verificamos diminuicao
significativa nos niveis plasmaticos de TG (P=0,005). Verificamos que os niveis de TG
ndo foram estatisticamente significantes entre o antes e trés (144,4 mg/dL versus 127,2
mg/dL; P=0,8) e antes e seis (144,4 mg/dL versus 115,5 mg/dL; P=0,2) meses apds o
tratamento periodontal. Entretanto um ano apds término do tratamento as
concentracdes de TG diminuiram significativamente quando comparado a antes do

tratamento (104, mg/dL versus 144,4 mg/dL; P=0,004, respectivamente).
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Tabela 8 - Média da concentracao de lipidio plasmatico nos individuos com periodontite

cronica antes e depois do tratamento periodontal.

Antes Apoés o tratamento
Lipideo Valor de
3 meses 6 meses 12 meses

(mg/dL) P

CT 202,4 (45,7) 195,3 (38,6) 194,0 (37,8) 191,7 (33,9) 0,7
TG 144,4 (104,7) 128,2(88,4) 114,0 (65,7) 105,0 (43,6) 0,005*
HDL 47,4 (7,9) 48,3 (7,9) 48,1 (7,6) 48,7 (7,5) 0,9
LDL 131,3 (40,8) 124,3(36,1) 125,6 (34,7) 124,8 (32,2) 0,9

Dados sdo expressos em média (Desvio Padrdo). CT=Colesterol Total; TG= Triacilglicerol; HDL=
Lipoproteina de alta densidade; LDL= Lipoproteina de baixa densidade. * Diferenca estatistica
significativa (P< 0,05).

Ajustou-se um modelo linear misto normal para explicar a evolugdo dos niveis de
colesterol, HDL, TG e LDL ao longo do tempo, considerando também o sexo, a idade e o
IMC. Com o teste de razdo de verossimilhancas concluiu-se que o sexo (P= 0,1), idade
(P=0,5) e IMC (P=0,9) nao foram estatisticamente significantes na qual o colesterol se
relaciona de maneira quadratica com o tempo (P=0,002), ou seja, a medida que o tempo
passa e os niveis de colesterol diminuem. Para os niveis de HDL usando o mesmo
modelo linear, concluiu-se que o sexo (P> 0,7), idade (P>0,2) e IMC (P>0,7) nao foram
estatisticamente significantes na qual os niveis de HDL se relacionam de maneira linear
com o tempo (P=0,002), ou seja, a medida que o tempo passa os niveis de HDL
aumentam. Para os niveis de TG concluiu-se que o sexo (P>0,8), idade (P>0,3) e IMC
(P>0,3) também nao foram estatisticamente significantes na qual os niveis de TG se
relacionam de maneira linear com o tempo (P<0,0001), ou seja, a medida que o tempo
passa os niveis de triacilglicerol diminuem. Ja para os niveis de LDL ndo foi observada
diferenca significativa para o tempo, sexo, idade e IMC.

Com o tratamento periodontal verificamos uma diminuicdo estatisticamente
significativa da razao TG/HDL entre o antes do tratamento e doze meses ap6s o término

do tratamento periodontal (P= 0,019 - Figura 6).
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Figura 6 - Relacao triacilglicerol/HDL antes e depois do tratamento periodontal. Os
dados sao dos 40 individuos (m) antes, (A) 3 meses, (¥ ) 6 meses e (¢) 12 meses apos
0o término do tratamento periodontal. O grafico apresentado mostra valores
individuais. "Diferenca estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos.

Ajustando o modelo linear para explicar a evolugdo da razdao TG/HDL verificamos
que ndo existe diferencga estatistica significativa para o sexo (P>0,8), idade (P>0,4) e IMC
(P>0,3) na qual a razao TG/HDL se relaciona de maneira linear com o tempo (p<0,0001),

ou seja, a medida que o tempo passa a relacdo TG/HDL diminui.
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4.3 LEUCOGRAMA

O numero de células brancas totais bem como diferenciais foi analisado entre os
dois grupos (Tabela 9). O numero de leucdcitos foi significativamente maior no grupo
com periodontite quando comparado ao grupo controle (7,1 x 103 células/mm?3 versus
5,6 x 103 células/mm3; P= 0,0018). Esse aumento foi acompanhado pelo aumento no
numero de neutroéfilos (4,27 x 103 células/mm3 versus 3,39 x 103 células/mm3;
P=0,0016). Quando comparamos o numero de mondcitos, linfécitos, eosinodfilos e
baséfilos entre os dois grupos, nao observamos diferenca estatistica significativa.
Nenhum individuo do grupo controle e apenas um individuo do grupo com periodontite,
apresentou contagem de leucécitos fora do range de normalidade (4.000 a 10.000

células/mm3).

Tabela 9 - Leucograma dos dois grupos estudados

Controle Periodontite
Células/mm3 Mediana D.P Mediana D.P
Leucodcitos (x 103) 5,6" 1,0 7,10" 1,3
Mondcitos 447,5 105,0 477,5 147,7
Neutroéfilos (103) 3,3* 0,8 4,2+ 1,2
Linfécitos (103) 1,8 0,5 2,04 0,5
Eosinofilos 160,0 116,1 146,5 108,2
Basofilos 34,0 20,0 26,0 27,1

Dados sdo expressos em mediana. DP- Desvio padrio. ** Diferenca estatistica significativa (P<
0,05) entre os grupos.

Os grupos foram analisados de acordo com a idade (Tabela 10). Entre os
individuos com idade menor que 45 anos, o ndmero de neutréfilos foi maior em
individuos com periodontite quando comparados a controle (4,40 x 103 células/mm?3
versus 3,22 x 103 células/mm3; P=0,02). Entre os individuos com idade acima de 45
anos, foi observado maior niimero de leucécitos em individuos com periodontite quando
comparado ao controle (7,20 x 103 células/mm3 versus 5,60 x 103 células/mms3,;

P=0,006).
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Tabela 10 - Leucograma ajustado de acordo com a idade

Controle Periodontite
Idade < 45 Idade 2= 45 Idade < 45 Idade = 45

Células/mm3  anos (n=19) anos (n=21) anos (n=21) anos (n=19)
Leucécito (x103) 5,6 (0,9) 5,6 (1,2)* 6,50 (1,4) 7,2 (1,2)*
Monécito 439,0 (105,8)  462,0 (105,7) 480,0 (144,0)  475,0 (155,5)
Neutréfilo (x103) 3,2 (0,6)+ 3,6 (0,9) 4,4 (1,1)+ 3,8(1,2)
Linfocito (x103) 1,8 (0,5) 1,8 (0,5) 1,8 (0,5) 2,2 (0,4)
Eosinéfilo 155,0 (93,7) 166,0 (133,1) 128,0 (110,3)  213,0 (105,1)
Basoéfilo 34,0 (17,2) 35,0 (22,5) 35,0 (22,5) 25,0 (30,7)

Dados sdo expressos em mediana (Desvio padrao).”+ Diferenca estatistica significativa (P< 0,05)
entre 0s grupos.

Os grupos também foram analisados de acordo com IMC (Tabela 11). Em
individuos com IMC menor que 25 kg/m?2, individuos do grupo periodontite tiveram
maiores contagens de leucdcitos (7,10 x 103 células/mm3 versus 5,60 x 103 células/mmb3;
P=0,007) e neutréfilos (4,27 x 103 células/mm?3 versus 3,39 x 103 células/mm?3; P= 0,01)
quando comparado ao controle. Nao observamos diferenca significativa no leucograma

quando analisamos os grupos de acordo com o sexo.

Tabela 11 - Leucograma ajustado de acordo com o indice de massa corporal

Controle Periodontite
IMC < 25 kg/mz IMC 2 25 IMC<25kg/m2 IMC 2 25

Células/mm3 (n=13) kg/m? (n=27) (n=11) kg/m? (n=29)
Leucdcitos (x103) 5,6 (1,1)* 5,6 (0,8) 7,1 (1,3)* 6,4 (1,5)
Monocitos 439,0 (105,8) 504,0 (111,2) 494,0 (148,0) 425,5 (128,3)
Neutréfilos (x103) 3,3 (0,7)+ 3,6 (1,0) 4,2 (1,1)+ 3,9 (1,5)
Linfécitos (x103) 1,8 (0,5) 1,5 (0,7) 2,0 (0,5) 1,9 (0,2)
Eosinoéfilos 165,0 (110,6) 140,0 (163,2) 146,5 (107,4) 176,0 (123,1)
Basofilos 34,0 (18,8) 29,0 (29,6) 29,5 (26,9) 12,5 (28,9)

Dados sdo expressos em mediana (Desvio padrio). IMC - Indice de massa corporal *+ Diferenca
estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos.
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Trés, seis e doze meses apds o término do tratamento periodontal, os individuos
foram encaminhados para nova coleta de sangue. Novamente o niimero de leucdcitos foi
contado e comparado com os numeros obtidos antes do tratamento. Foi verificada
diferenca significativa na contagem de leucoécitos entre antes, trés, seis e doze meses
apos o tratamento periodontal (P<0,0001 - Tabela 12).

Quando o numero de neutroéfilos foi comparado entre o antes de depois do
tratamento verificamos diferenca significativa (P<0,0001 - Tabela 12). Ndo observamos
diferenca significativa entre o antes e depois do tratamento periodontal para o nimero

de linfécitos (P>0,5), mondcitos (P>0,5), baséfilos (P>0,9) e eosindfilos (P>0,6).

Tabela 12 - Leucograma dos individuos com periodontite crénica antes e depois do
tratamento periodontal.

Antes Apds o tratamento

Valor P Valor P Valor P
Células (cell/mm3) 3meses basale3 6meses basale6 12 meses basal e

meses meses 12 meses
Leucécitos (x10 3) 6,94 (1,37) 6,04 (0,59) 0,002  604(0,58 0,0006 6,03(0,59)  0,0006
Monaocitos 438 (147,70) 438,3 (107,56) ns 460,7 (95,91) ns 494 (39,69) ns
Neutréfilos (x 103) 4,09 (1,20) 3,30 (0,56) 0,01  3,21(0,56) 0,0006 3,16(430,31) <0,0001
Linfécitos (x103) 2,07 (0,50) 2,04 (0,38) ns 2,12 (0,34) ns  2,13(350,29) ns
Eosindfilos 192,45 (108,24) 165,35 (76,97) ns 181,3 (84,26) ns 188,8 (82,66) ns
Basofilos 29,55(27,12) 29,75 (30,17) ns 31,64 (34,78} ns 33,02 (31,65) ns

Dados sdo expressos em média (desvio padrdo). Ns — Nao significativo. Diferenca estatistica
significativa (P< 0,05) entre os grupos

Ajustando o modelo linear para explicar a evolugdo do nimero de leucocitos ao
longo do tempo considerando também o sexo, idade e IMC. Verificamos que nao existe
diferenca estatistica significativa para o sexo (P>0,7), idade (P>0,2) e IMC (P>0,7) na
qual o nimero de leucécitos se relaciona de maneira linear com o tempo (P=0,02), ou
seja, a medida que o tempo passa o numero de leucécitos diminui. O mesmo modelo foi
usado para o nimero de neutréfilos onde ndo observamos diferenca estatisticamente
significante para o sexo (P>0,3), idade (P>0,2) e IMC (P>0,2) na qual o nimero de
neutrofilos se relaciona de maneira linear com o tempo (P=0,02). Usando o modelo
linear para o numero de linfécitos, mondcitos, eosinéfilos e baséfilos ndo encontramos

diferenca significativa para o tempo, sexo, idade e IMC.
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4.4 ANALISE DE CITOCINAS

A concentracdo de IL-8 no plasma foi maior em individuos com periodontite
quando comparado ao grupo controle (4,4 pg/ml versus 4,2 pg/ml; P=0,0119).
Resultado similar foi observado no plasma para a concentragdo de IL-6 (1,6 pg/ml
versus 1,5 pg/ml; P=0,001). Nao foi observada diferenca significativa para as
concentragdes de IL-1f3, IL-10 e TNF-a entre o grupo periodontite e o grupo controle

(Tabela 13).

Tabela 13 - Analise de citocinas nos dois grupos estudados

Controle Periodontite
Citocina (pg/mL) Mediana D.P Mediana D.P
IL-1B 1,3 0,03 1,32 0,03
IL-6 1,5* 0,06 1,64* 0,1
IL-8 4,2+ 0,2 4,45+ 0,3
IL-10 3,5 0,001 3,58 0,001
TNF-a 1,6 0,1 1,7 0,1

Dados sdo expressos em mediana. DP- Desvio padrio. ** Diferenca estatistica significativa (P<
0,05) entre os grupos.

A tendéncia para concentragdes elevadas de IL-8 e IL-6 também foi observada
quando os subgrupos foram analisados separadamente de acordo com a idade e o IMC,
mas ndo para o sexo. Entre os individuos menores de 45 anos, a concentracao de IL-8
plasmatica foi maior em individuos com periodontite do que nos controle (4.5 pg/ml
versus 4.1 pg/ml; P=0.019). Novamente, resultado similar foi observado para a

concentracao de IL-6 (1.6 pg/ml versus 1.5 pg/ml; P=0.025 - Tabela 14).
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Tabela 14 - Analise de citocinas ajustado para a idade

Controle Periodontite

Citocina Idade < 45 Idade 2> 45 |Idade < 45 Idade 2 45
(pg/mL) anos (n=19) anos (n=21) anos (n=21) anos (n=19)
IL-1B 1,3 (0,04) 1,3 (0,03) 1,3 (0,03) 1,3 (0,02)
IL-6 1,5 (0,07)* 1,5 (0,05) 1,6 (0,1)* 1,6 (0,1)
IL-8 4,1 (0,2)+ 4,2 (0,2) 4,5 (0,3)+ 4,4 (0,2)
IL-10 3,5 (0,001) 3,5 (0,001) 3,5 (0,001) 3,5 (0,001)
TNF-a 1,6 (0,1) 1,6 (0,09) 1,7 (0,1) 1,6 (0,1)

Dados sdo expressos em mediana. DP- Desvio padrdo. “* Diferenca estatistica significativa (P<
0,05) entre os grupos.

Nos analisamos os grupos considerando o IMC (Tabela 15). Em individuos com
IMC abaixo de 25 kg/m?, a concentragdo de IL-6 plasmaticos foram mais baixos em
individuos do grupo controle quando comparados a individuos do grupo periodontite
(1.5 pg/ml versus 1.6 pg/ml; P= 0.014). Essa diferenca também foi observada entre
individuos do grupo controle com IMC abaixo de 25 kg/m?2 e acima de 25 kg/m? (1.5
pg/ml versus 1.5 pg/ml; P=0.036).

Tabela 15 - Analise de citocinas ajustado para o indice de massa corporal

Controle Periodontite
Citocinas IMC < 25 IMC =2 25 IMC < 25 IMC =2 25
(pg/mL) kg/m? (n=13) kg/m?2 (n=27) kg/m? (n=11) kg/m?2 (n=29)
IL-1B 1,31 (0,04) 1,35 (0,02) 1,31 (0,03) 1,33 (0,05)
IL-6 1,56 (0,06)*+ 1,59 (0,05)+ 1,64 (0,11)* 1,66 (0,10)
IL-8 4,22 (0,27) 4,37 (0,22) 4,41 (0,34) 4,49 (0,16)
IL-10 3,58 (0,001) 3,58 (0,001) 3,58 (0,001) 3,58 (0,001)
TNF-a 1,69 (0,12) 1,65 (0,08) 1,66 (0,17) 1,88 (0,09)

Dados sdo expressos em mediana (Desvio padrio). IMC - Indice de massa corporal. *+ Diferenca
estatistica significativa (P< 0,05) entre os grupos.
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Quando foi comparada a concentracdo plasmatica da IL-8 antes e depois do
tratamento periodontal observamos diminuicdo significativa (P=0,002 - Tabela 16). As
concentracdes de IL-6 também foram dosadas e comparadas entre o antes e depois do
tratamento, onde foi observada diminuicdo significativa na concentracdo plasmatica

(P<0,0001- Tabela 16).

Tabela 16 - Analise de citocinas nos pacientes com periodontite cronica antes e depois do
tratamento periodontal.

Antes Apos o tratamento

Valor P Valor P Valor P
Citocina (pg/mL) 3 meses basale3 6meses basale6 12 meses basal e

meses meses 12 meses
IL-1B 1,32 (0,03) 1,32 (0,03) ns 1,31 (0,04) ns 1,32 (0,04) ns
IL-6 1,64 (0,11) 1,56 (0,05)  <0,001 1,53 (0,05) <0,0001 1,51(0,03) <0,0001
IL-8 4,45 (0,32) 4,33 (0,24) 0,04  425(0,22) 0,019  4721(0,18) 0,003
IL-10 3,58 (0,001) 3,58 (0,001) ns 3,58 (0,001) ns 3,58 (0,001) ns
TNF-a 1,73 (0,17) 1,72 (0,14) ns 1,75 (0,16) ns 1,72 (0,16) ns

Dados sdo expressos em média (desvio padrdo). Ns - Nao significativo. Diferenca estatistica
significativa (P< 0,05) entre os grupos

Usando o modelo linear para a concentracdo de IL-8 ao longo do tempo, ndo
observamos diferenca significativa para o sexo (P>0,4), idade (P>0,1) e IMC (P>0,7) na
qual a concentracao de IL-8 se relaciona de maneira linear com o tempo (P<0,0001). O
mesmo modelo foi aplicado para a concentracao de IL-6. Nao observamos diferenca
significativa para o sexo (P>0,8), idade (P>0,1) e IMC (P>0,2) na qual a concentragdo de

IL-6 se relaciona de maneira linear com o tempo (P<0,0001).

Através desse modelo observamos que a concentracdo de IL-10 se
relaciona de maneira linear com o sexo (P=0,003), onde as concentragdes de IL-10 sao
menores em individuos do sexo masculino. Para a concentracao de IL-1f3 e TNF-a nao

encontramos diferenca significativa para o tempo, sexo, idade e IMC.
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4.5 PROTEINA C REATIVA (PCR)

Quando a concentragao sérica de proteina C reativa foi comparada entre o grupo
controle e periodontite, foi verificada diferenga significativa (Figura 7). Individuos com

periodontite apresentaram concentra¢gdes de PCR maiores do que os individuos controle
(1,3mg/mL versus 1,1 mg/mL; P=0,008).
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Figura 7- Concentracio sérica de Proteina C reativa. Os dados sdo dos (m) 40

individuos sem periodontite (controle) e dos (A) 40 individuos com periodontite

cronica. O grafico apresentado mostra valores individuais. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o teste de Wilconxon.

Quando foi comparada a concentragdo sérica da PCR antes e apds o tratamento

periodontal observou-se diminuigao significativa a partir do terceiro més (Figura 8).
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Figura 8 - Concentracio sérica de Proteina C reativa antes e depois do tratamento
periodontal. Os dados sdo dos 40 individuos (m) antes, (A) 3 meses, (V) 6 meses e
(¢) 12 meses ap6s o término do tratamento periodontal. O grafico apresentado
mostra valores individuais. A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste qui-
quadrado.

Usando o modelo linear para explicar a evolucao da concentracdo de PCR ao
longo do tempo, nao observamos diferenca significativa para o sexo (P>0,4), idade
(P>0,8) e IMC (P>0,3) na qual os niveis de PCR se relacionam de maneira linear com o

tempo (P=0,0002).
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4.6 AUTO-ANTICORPOS CONTRA oxLDL

As concentracoes de anticorpos anti-oxLDL foram significativamente maiores em

individuos com periodontite comparados a individuos do grupo controle (0.9 * 0,2

unidades versus 0.8 *

0,2 unidades; P=0.021; Figura 9). Nao foram observadas

diferencas entre os grupos de acordo com o sexo, idade e IMC.
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Figura 9 - Auto anticorpos IgG contra oxLDL nos grupos estudados. Os dados sdo dos
(m) 40 individuos sem periodontite (controle) e dos (A) 40 individuos com
periodontite crénica. O grafico apresentado mostra valores individuais. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste de Wilconxon.
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Quando foram comparadas as concentracdes de auto anticorpos oxLDL antes e
depois do tratamento periodontal notamos diminui¢do significativa nos niveis entre o

antes e 12 meses apds o término do tratamento periodontal (P=0,010 - Figura 10).
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Figura 10 - Auto-anticorpos IgG contra oxLDL antes e depois do tratamento periodontal.
Os dados sao dos 40 individuos (m) antes, (A) 3 meses, (¥ ) 6 meses e (¢) 12 meses
apds o término do tratamento periodontal. O grafico apresentado mostra valores
individuais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste qui-quadrado.

Usando o modelo linear para as concentragdes de auto anticorpos oxLDL ao longo
do tempo, ndo observamos diferenca significativa para o sexo (P>0,6), idade (P>0,2) e
(P>0,7) na qual a concentragao de auto anticorpos oxLDL se relaciona de maneira linear

com o tempo (P=0,01)
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4.7 SUBSTANCIAS REATIVAS AO ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

Foram analisadas as amostras de LDL dos individuos com doenca periodontal e
controle. Nao foi verificada diferenga significativa na concentragio de MDA entre os
grupos periodontite e controle (32.2 + 6,2 mM versus 29.9 + 4,5mM; P=0.067; Figura

11). Também ndo observamos diferengas entre os grupos de acordo com o sexo, idade e
IMC.
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Figura 11- Concentracao de malondialdeido nos grupos estudados. Os dados sdo dos
(m) 40 individuos sem periodontite (controle) e dos (A) 40 individuos com
periodontite cronica. O grafico apresentado mostra valores individuais. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste de Wilconxon.

Também nao verificamos diferenca significativa entre o antes e depois do

tratamento periodontal na concentracao de MDA (P>0,9 - Figura 12).
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Figura 12. Concentracio de malondialdeido antes e depois do tratamento periodontal. Os
dados sdo dos 40 individuos (m) antes, (A) 3 meses, (¥) 6 meses e (¢) 12 meses
apds o término do tratamento periodontal. O grafico apresentado mostra valores
individuais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste qui-quadrado.
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4.8 ANALISE POR VARREDURA Z

A curva pico-vale, caracteristica de amostras com coeficiente negativo termo-

optico foi observado em todas as amostras investigada. A figura 13 mostra os

parametros O de todos os individuos. A mediana e o desvio padrdo foram 0.13 +0.017 e

0.081 #0.012 em individuos sem e com periodontite respectivamente. Os valores da

mediana do © foram maiores no grupo controle quando comparados ao grupo

periodontite (P=0.015). Nao foi observada diferenca entre os grupos de acordo com o

sexo, idade e IMC.
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Figura 13- Valor de theta nos grupos estudados. Os dados sdo dos (m) 40 individuos
sem periodontite (controle) e dos (A) 40 individuos com periodontite crénica. O
grafico apresentado mostra valores individuais. A analise estatistica foi realizada
utilizando o teste de Wilconxon.
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Quando foram comparados os valores de thetas das LDLs entre o antes e 12
meses apds o tratamento periodontal notamos um aumento no significativo no valor de

theta (0,081+0,012 versus 0,12+0,01 ; P= 0,049 - Figura 14)
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Figura 14- Valor de theta antes e 12 meses apds o término do tratamento
periodontal. Os dados sdo dos (m) 40 individuos antes do tratamento e dos (A)
33 individuos 12 meses ap6s o término do tratamento. O grafico apresentado
mostra valores individuais. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste
de Wilconxon.

Ajustamos o modelo linear misto normal para explicar a evolu¢ao do theta ao
longo do tempo, considerando também o sexo, a idade e o IMC. Com o teste de razdo de
verossimilhancas ndo observamos diferenga significativa para o tempo, sexo, idade, e

IMC.
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Nesta tese, nos estudamos os individuos antes e depois do tratamento periodontal
O tratamento foi adequado aos principios técnicos cientificos reconhecidos pela
odontologia. Esse procedimento foi realizado por varias razdes. A sadde oral, em
particular a doenga periodontal, é reconhecida por influenciar o aparecimento e a
progressdao da doenca arterial coronariana. Com isto em mente, abordamos aqui um
modelo atrativo para estudar como a intervengao terapéutica em uma patologia definida
pode afetar os conhecidos fatores de risco para aterosclerose.

A elaboracao deste estudo de uma maneira prospectiva (0-12 meses) permitiu-
nos uma avaliagdo mais exata dos fatores de risco para aterosclerose comparada a um
estudo de caso-controle. Como mencionado na introducdo, o uso de métodos
tradicionais (por exemplo: dislipidemia e indice de Framingham) somente explicam
cerca de 50% dos eventos coronarianos. Isso abre espa¢o para novos e/ou adicionais
marcadores. Neste modelo, nés podemos diretamente comparar marcadores
tradicionais com dois novos marcadores desenvolvidos por nés (Z-scan e anticorpos
anti-oxLDL).

Assim na primeira etapa do estudo, e com o intuito de analisarmos a relagdo entre
a doenca periodontal e marcadores de risco ja conhecidos para a aterosclerose, foram
selecionados 40 individuos sistemicamente saudaveis com periodontite cronica e 40
individuos sistemicamente saudaveis e sem sinais de doenca periodontal. A faixa etaria
dos individuos da pesquisa foi definida com o objetivo de excluir os muito jovens ou
muito idosos. Tal aspecto foi importante para a amostra por tentar minimizar aspectos
relativos a idade avancada que poderiam ser importantes nos marcadores de risco para
a doenga cardiovascular. Por outro lado, individuos mais jovens também foram
excluidos pela hipdtese de que os efeitos da doenga periodontal (tempo de acdo) podem
ser menos expressivos. Desta maneira, a média de idade entre os individuos dos dois
grupos foi de 45 anos.

Os critérios de exclusdao para os dois grupos (controle e periodontite) foram
selecionados com o objetivo de obtermos uma amostra de individuos que nao
apresentasse os fatores de risco classico para doencga cardiovascular, como pressao
arterial elevada, diabetes e tabagismo, afim de que fosse observada a possivel associagdo
entre a periodontite e marcadores de risco para aterosclerose sem necessidade de

ajustar o modelo para outros fatores.
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As variaveis periodontais reafirmaram as caracteristicas dos grupos estudados.
Deste modo, no grupo controle, observamos a auséncia de profundidade de sondagem
maior que 4 mm e no grupo periodontite observamos uma grande porcentagem de sitios
sondados com profundidade de bolsa periodontal acima de 4 mm (média de 39%).

Na segunda etapa do estudo, e a fim de analisar a influéncia do tratamento
periodontal sobre os marcadores de risco para aterosclerose, os individuos com
periodontite cronica foram submetidos ao tratamento periodontal. O sucesso do
tratamento foi avaliado pela reducdo da inflamacao local medido pelo indice de
sangramento e pela quantidade de bolsas com profundidade maior que 4 mm. Esses
individuos foram entdo re-avaliados 3, 6 e 12 meses apds o término do tratamento
periodontal.

Embora a associagdo entre a periodontite e doenca cardiovascular permanecga
controversa, o mecanismo ou a relacdo causal ndo podem ser excluidos. O presente
estudo fornece evidéncias para uma associacdo entre a periodontite cronica e a
aterosclerose ao usar marcadores conhecidos, i.e, baixos niveis de HDL e elevados niveis
de TG. Sete dos 80 individuos estudados tiveram niveis de HDL abaixo de 40 mg/dL;
cinco (71,43%) deles pertenciam ao grupo com periodontite cronica e dois (28,57%) ao
grupo controle. Uma possivel explicacdo para isso é que a doenga periodontal é uma
infeccdo causada por bactérias gram-negativas. Estas bactérias possuem em sua
membrana externa LPS, um potente ativador de resposta imunoldgica. Bacteremias
causadas por periodontite resultam em bactérias gram-negativas e LPS livre no plasma,
o que desencadeia a liberacao de mediadores inflamatérios e a ativacdo de células de

defesa e do endotélio tanto local quanto sistémico.

Sabe-se que as lipoproteinas do plasma sdo importantes mecanismos defensores
para o controle da resposta imune ao LPS (Feingold et al., 1995). Essas lipoproteinas
ligam-se ao LPS e previnem a estimulacdo de mondcitos, macrofagos e outras células
responsivas ao LPS. Assim, complexos de LPS e lipoproteinas exercem menor efeito na
resposta imune e diminuem a producao de citocinas inflamatorias (Levine et al., 1993;
Pajkrt et al. 1996). A principal lipoproteina envolvida neste processo é a HDL (Kitchens
et al., 1999), o que justifica os menores niveis plasmaticos em sujeitos com periodontite

crénica quando comparados a sujeitos sem doenca periodontal.
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Hiperlipidemias frequentemente acompanham doengas infecciosas e
inflamatdrias (Gallin et al., 1969). Dezessete individuos com periodontite apresentaram
hipertrigliceridemia, enquanto apenas sete individuos sem doenga tiveram niveis acima

do recomendavel.

Uma explicagdo para estes resultados esta no fato de que LPS pode exercer efeito
nos niveis plasmaticos de TG. A administracdo de LPS em animais tem sido usada para
mimetizar infeccdes e estudos tém demonstrado que a sua administracao é suficiente
para produzir hipertrigliceridemia pela diminui¢do da atividade da lipase lipoprotéica
(LPL) (Hirsch et al.,, 1964). A LPL é a enzima que catalisa a hidroélise dos triacilglicerois
dos quilomicrons e das VLDL. A diminuicdo na atividade da LPL pode influenciar as
concentracdes de lipides plasmaticos e causar variados graus de hipertrigliceridemia

(Assmann et al., 1991).

O papel dos TG na aterosclerose foi negligenciado por varios anos - sustentava-se
que os niveis elevados ndo representavam fator de risco nessa doenca (Grundy e Denke,
1990). Essa noc¢do tem sido mudada gracas a estudos clinicos importantes, que
evidenciaram que a hipertrigliceridemia prolongada induz caracteristicas de disfung¢ao
endotelial que contribuem para o desenvolvimento da aterosclerose (Davignon e Cohn,

1996; Gotto, 1998).

Portanto, embora ainda seja controverso que exista uma relacao estatisticamente
significativa entre os niveis plasmaticos de TG e doencas cardiovasculares, ha evidéncias
suficientes que demonstram que o excesso de TG amplifica o risco de cardiopatias
quando em combina¢do com outros fatores de risco, tais como a diminuicao dos niveis
plasmaticos de HDL. Estudos recentes tém demonstrado uma relacao direta entre a
razdo TG/HDL e a extensao da placa de gordura nas artérias do coracao: quanto maior o
valor dessa razdo, mais grave o dano as coronarias, principalmente entre individuos com

menos de 60 anos (da Luz et al,, 2008).

Assim, quando analisamos a razao TG/HDL verificamos que os individuos que
pertenciam ao grupo com periodontite apresentavam valores maiores da razao quando

comparados a individuos do grupo controle.

Quando analisamos o perfil lipidico dos individuos submetidos ao tratamento
periodontal, observamos que ha influéncia sobre os niveis lipidicos de maneira

consistente, o que representa diminui¢do dos riscos para doencas cardiovasculares.
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As concentragdes de TG diminuiram significativamente apds 12 meses do
término do tratamento periodontal. As mudancas nos niveis de TG ap6s 12 meses foram
grandes, o que resultou em uma reducdo de cerca de 20% destes. Em contraste, ndo
observamos mudancas nos niveis de CT, LDL, e HDL entre antes e depois do tratamento
periodontal. Ja& quando a razdo TG/HDL foi analisada, observamos uma redugao
significativa apds 12 meses do término do tratamento. Deste modo, nossos dados
mostram que o tratamento periodontal reduz o risco para doencgas cardiovasculares por

diminuir os niveis de TG e a razao TG/HDL.

Estudos tém demonstrado que a concentracao de citocinas proinflamatérias, tais
como IL-6, parece ser preditiva de futuros eventos cardiovasculares (Ridker et al.,2000).
Também tem sido demonstrado que a IL-6 esta envolvida na indugdo de resposta de fase
aguda hepatica. Assim, a IL-6 pode afetar a producao de TG, além de produzir
hipertrigliceridemia (Feingold e Grunfeld, 1992; Nonogaki et al., 1995). Esses estudos
também mostram que a IL-6 tem efeito sobre a LPL, o que diminui o “clearance” de

lipoproteinas ricas em TG.

A IL-6 também tem papel importante na doenca periodontal. Estudo realizado
por Mengel et al. (2002) mostrou que o aumento na concentra¢do de IL-6 no sangue

estava relacionado com a severidade da doenga periodontal.

Quando comparamos a concentracao plasmatica de IL-6 entre individuos do
grupo periodontite e controle, observamos concentragdes significativamente maiores no
grupo periodontite quando comparado ao grupo controle. Quando foi comparada a
concentracdo de IL-6 entre o antes e depois do tratamento, verificamos significativa
diminuicdo na concentracao plasmatica dessa citocina a partir do terceiro més apds o

término do tratamento.

Como verificamos diferenca significativa nas concentracdes de IL-6, resolvemos
entdo analisar as concentragdes de IL-1f3 e TNF-a no plasma dos individuos dos dois
grupos e o efeito do tratamento periodontal sobre a concentracao plasmatica dessas
citocinas. Nao foi observada diferenca significativa nas concentracdes plasmaticas de IL-
1B e TNF-a entre o grupo periodontite e controle. Quando analisamos o efeito do
tratamento periodontal, também ndo verificamos diferenca significativa na
concentracdo dessas citocinas entre antes e depois do tratamento. Uma explicagao para

esses dados pode ser dada pelo fato de que a cascata das interleucinas seja iniciada
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quando determinado estimulo, como por exemplo, endotoxinas de bactérias gram-
negativas, induzem a producdo e secrecdo de citocinas proximais ou precoces,
representadas pelo TNF-a e IL-1f. Estas citocinas estimulam a produgdo de citocinas
mais tardias ou distais, como a IL-6 e IL-8, que parecem intensificar e perpetuar a

resposta inflamatoria.

A PCR, um forte preditor de risco de infarto de miocardio, tem sido o marcador
mais frequentemente usado em pesquisas clinicas que relacionam inflamacdo e/ou
infeccdo e doenca cardiovascular. Isso se deve ao fato de que os métodos usados para
outros marcadores, tais como concentracdo sérica de citocina, em geral, sdo
inadequados para a rotina clinica. A PCR é uma proteina de fase aguda sintetizada por
hepatdcitos apods estimulos como injuria tecidual, inflamacado e/ou infeccdo. A producao
de PCR também ocorre em lesdes ateroscleréticas por células do musculo liso e
macréfagos, nos rins, neuronios, alvéolos pulmonares e tecido adiposo (Gabay e
Kushner, 1999; Ridker, 2005). Estudos epidemioldgicos tém mostrado que os niveis de
PCR estdo aumentados em individuos saudaveis, mas com problemas periodontais (Loos
et al, 2000; Slade et al.,, 2000). Dessa maneira, tem sido hipotetizado que qualquer
associacdo entre periodontite e doencas cardiovasculares pode ser devida ao moderado

aumento na concentracao de PCR (D’Aiuto et al., 2004).

Assim, nosso estudo corrobora com os dados encontrados na literatura, nos
quais: (i) os individuos com periodontite apresentaram maiores concentracdes de PCR
quando comparados aos individuos sem doenca periodontal; (ii) o tratamento

periodontal reduz significantemente as concentragdes séricas de PCR.

Marcadores inflamatérios, como a concentragao de citocinas e o comportamento
das células do sangue periférico envolvidas na inflamacao - leucécitos (Ernst et al.,, 1987;
Kannel et al,, 1992; Thomson et al., 1995; Oish et al.,, 2000), linfocitos (Kannel et al,,
1992; Thomson et al, 1995), neutrofilos e mondcitos (Oish et al, 2000) -, sdo
intensamente estudados e relacionados a pacientes portadores de doencas

cardiovasculares e a pacientes aparentemente saudaveis.

Os leucécitos podem ser ativados por lesdo tecidual (necrose ou isquemia), pela
presenca de oxLDL ou pela presenca de agente infeccioso na parede vascular ou em

qualquer sitio organico (doenca periodontal e infec¢des virais) (Ross, 1993; Berliner et
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al., 1995). Uma vez ativados, iniciam a produgdo de diferentes citocinas, entre elas, TNF-

a e interferon gama (IFN-y) (Ernst et al.,, 1987; Thomson et al.,, 1995).

Com a concepc¢ao de que a aterosclerose é uma doenga inflamatéria cronica, a
contagem de leucdcitos ganhou importancia em varios estudos epidemiolégicos como
indicador de futuras doencas corondrias. A maioria dos estudos tem demonstrado um
efeito dose-resposta, no qual o aumento no numero de leucécitos esta associado a um
aumento no risco de doenca cardiovascular (Ensrud e Grimm, 1992). E sabido que
infeccdes aumentam o numero de leucocitos. Tal aumento na contagem de leucdcitos
devido a resposta inflamatoéria tem sido discutido como um fator “link” entre infecgdes e

doenga cardiovascular (Ross, 1999; Webber et al., 2008).

Poucos estudos tém mensurado o nimero de leucécitos em pacientes com doenca
periodontal. Por isso, surgiu o nosso interesse em mensurar o nimero de leucécitos em
individuos com periodontite e analisar a influéncia do tratamento periodontal sobre sua
contagem. Nossos dados mostram que individuos com periodontite apresentam
significativamente maior contagem de leucécitos quando comparados a individuos sem
doenca periodontal, e que o tratamento periodontal diminui significativamente o

numero de leucocitos.

A contagem de leucdcitos inclui varios subtipos de células que estdo envolvidas
no desenvolvimento e na progressao da placa aterosclerética. O papel dos mondcitos,
macroéfagos e linfocitos T e B na formacdo da lesdo aterosclerética tem sido bem
descrito, mas o papel dos neutréfilos ainda nao é claro. Neutréfilos estdo entre as
primeiras células a responder a invasao por microorganismos patogénicos. A liberacao
de ERO, mieloperoxidase e varias enzimas proteoliticas, tais como as elastases, pelos
neutrofilos ajuda a eliminar os patdégenos, mas também contribui para a destruicdo
tecidual (Webber et al,,2008). Em adicdo, neutréfilos podem ser encontrados em lesoes

adrticas e em placas arteriais cerebrais (Naruko et al., 2002; Hansson, 2005).

Na doenga periodontal, os neutroéfilos sdo os leucdcitos predominantes na bolsa
gengival e no tecido conectivo (Okada et al,, 2001). Essas células tém papel protetor no
periodonto e individuos com defeitos quantitativos ou qualitativos na sua funcao podem
ter predisposicdo para doengas periodontais (Restaino et al., 2007). Sitios inflamados
sdo caracterizados pela infiltracdo de neutroéfilos. O excessivo recrutamento e sua

ativacdo no periodonto contribuem para a progressiao da doenca periodontal e a
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destruicdo dos tecidos periodontais. Isso justifica um maior nimero de neutréfilos nos
individuos com periodontite, quando comparado a individuos sem doenca. Quando
analisamos o efeito do tratamento periodontal, observamos uma diminuicao
significativa no nimero dessas células quando comparamos antes e apds o término do
tratamento periodontal. Esses dados demonstram que a periodontite tem influéncia
sobre a quantidade de neutrofilos sistémicos e o tratamento periodontal diminui

significativamente o nimero dessas células sistemicamente.

Outro achado importante do nosso trabalho foi a concentracao de IL-8 no plasma.
Individuos com periodontite apresentaram diferenca significativa na concentracdo de
IL-8 quando comparado a individuos sem doen¢a periodontal. Nossos dados estdo de
acordo com Zou et al. (2001) que encontraram diferenca nas concentragdes de IL-8 no
soro de individuos com doenca periodontal e individuos com periodonto saudavel. A IL-
8 é uma quimiocina e esta envolvida na ativacdo de leucécitos e numa variedade de
outras células (Saadeddin et al.,2002). Na doenca periodontal, a IL-8 é liberada por
células epiteliais gengivais e é quimio-atrativa para neutrdfilos. Esses dados reforcam a
diferenca significativa no nimero de neutroéfilos encontrados no plasma de individuos
com periodontite quando comparado aos individuos controle. Quando foi analisada a
concentracdo plasmatica de IL-8 antes e apds o tratamento periodontal, observou-se
diminuicdo significativa a partir do terceiro més. Pode-se, assim, associar a diminui¢cdo
da concentracdo plasmatica de IL-8 com a diminuicio do numero de neutréfilos

sistémicos.

A resposta imune humoral contra oxLDL tem sido alvo de varios estudos que
tentam relacionar modificagdes oxidativas com o desenvolvimento de placas
ateroscleréticas (Vaarala, 2000; Chen et al., 2007). Estudos clinicos e em modelo animal
tém demonstrado que auto-anticorpos estao correlacionados com a modula¢cdo do
processo aterosclerotico (Hansson, 1997; Witztum, 1997) e/ou com o risco de
desenvolvimento de patologias por consequéncia da aterosclerose, além de estarem

presentes em lesdes ateroscleroticas (Yla-Herttuala et al.,, 1989).

Individuos que apresentam progressdao em lesdo de carotida tém altos titulos de
anticorpos contra LDL oxidada. Estudos de casos-controle tém demonstrado que
elevados titulos de anticorpos contra oxLDL sdo indicativos de infarto de miocardio

(Puurunen et al., 1994; Wu et al., 1997).
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Estudos soroepidemiolégicos em adultos tém demonstrado que varias infecgdes
cronicas estdo associadas com a aceleracdo da aterosclerose na carétida (Chiu et al,,
1997; Mayr et al, 2000; Ishizaka et al, 2002). Infec¢des cronicas podem ser
acompanhadas de danos as células endoteliais, hipercoagubilidade, resposta sistémica
inflamatdria, maior producao de citocinas inflamatoérias, alteracao no perfil lipidico e
aumento da auto-imunidade, que podem servir como mecanismos de patogénese da
aterosclerose e iniciar uma cascata de processos intravasculares humoral e celular

(Libby et al., 1997).

A hipétese de que infecgdes cronicas e agudas podem aumentar a modificacao da
LDL tem sido alvo de varios estudos. Liuba e colaboradores (2003) associam infec¢des
em criangcas ao aumento na modificacio da LDL (medida por maiores titulos de

anticorpos) contra LDL modificada.

Nossos dados mostram que infecgdes periodontais podem aumentar a producao
ou nivel de auto-anticorpos contra modificacées da LDL (mLDL). Individuos saudaveis
com doenca periodontal crénica possuem maiores titulos de auto-anticorpos quando
comparados a individuos saudaveis e sem doenca periodontal. Esses dados sugerem o
papel das infec¢des periodontais e reagdes imunes contra esses patégenos periodontais
na producao de anticorpos oxLDL. Neste caso a presen¢a de uma infec¢do bacteriana
localizada causa a inflamagdo. Esta inflamacao gera mLDL e, consequentemente, auto-
anticorpos sdo produzidos em um nivel elevado. Quando foram comparados os titulos de
auto-anticorpos oxLDL antes e depois do tratamento periodontal, observamos
diminuicdo significativa nos titulos entre o antes e doze meses apdés o término do
tratamento periodontal. Assim, quando a quantidade de antigeno é reduzida, os niveis
dos anticorpos diminuem, como toda resposta humoral. Isso é importante, pois
provavelmente a resposta destes individuos é diferente dos individuos com CAD, na qual

areducao poderia ser devida a formac¢do de imunocomplexos.

A utilizacao dos dados da varredura Z sdo interessantes mesmo que resultados
ndo sejam conclusivos. A particula de LDL é 1abil e a geracdo de mLDL é dependente da
estabilidade e do sistema de defesa anti-oxidante da particula. A mudanga no valor do &8
indicou fortemente a presenca de particulas mais estaveis e mais resistentes. A
combinacao dos dois dados (Z-scan e anticorpos anti-oxLDL) permite-nos considera-los

como complementares. A detec;do do anticorpo pode indicar uma melhora
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relativamente precoce enquanto que a varredura Z uma conseqiiéncia mais tardia.
Assim, em uma situagdo clinica, a varredura Z pode ser usada como controle interno ja
que o valor de ©¢ absoluto e universal, enquanto que a reatividade relativa do anticorpo

pode ser usada como monitoramento de um marcador individual.

Em conclusdo, nossos resultados confirmam e reforcam a sugestdo da associagdo
entre doencga coronariana e periodontite e que o tratamento periodontal bem executado
induz mudancas sistémicas em varios marcadores que refletem no risco para

aterosclerose.



6 CONCLUSOES



90

CONCLUSOES

Neste trabalho estudamos marcadores de risco para aterosclerose em pacientes

com periodontite e qual a influéncia do tratamento periodontal bem sucedido sobre

esses marcadores.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

1.

Individuos com doenca periodontal apresentam maiores niveis plasmaticos
de triacilglicerol e menores niveis de HDL quando comparados a individuos
sem doenc¢a periodontal. O tratamento periodontal diminui os niveis de
triacilglicerol sem modificar os niveis plasmaticos de HDL;

Individuos com periodontite possuem maior contagem de leucécitos devido
ao aumento de neutroéfilos quando comparados a individuo sem doenca e o
tratamento periodontal diminui significativamente a contagem de leucécitos e
especialmente neutroéfilos;

Maiores concentracdes de auto-anticorpos IgG anti-oxLDL foram encontradas
em individuo com periodontite, e o tratamento periodontal diminui
significativamente a concentracao;

Concentracdes plasmaticas elevadas de IL-6 e IL-8 foram encontradas em
individuos com periodontite quando comparadas ao controle. O tratamento
periodontal diminui significativamente a concentragdo plasmatica de IL-6 e
IL-8;

Individuos com periodontite apresentaram menores valores de theta da LDL e

o tratamento periodontal aumentou significativamente o valor de theta.
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ANEXO A - Autorizacao para a execuc¢ao de tratamento e pesquisa

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(ao paciente)

Prezado(a) Paciente,

com vamos desenvolver uma pesquisa cujo titulo é: LDL e Z-scan.

Os objetivos do trabalho seréo:

Verificar as concentracdes de marcadores de risco para aterosclerose tais
como: nivel de citocina inflamatéria, HDL, Triglicérides, LDL oxidada e
marcadores de reacdes inflamatorias sistémicas (numeros de leucécitos,
neutréfilos, linfocitos e mondcitos),

Analisar o sinal de Z-scan sobre a particula de LDL.

Todos os dados serdo utilizados com finalidade cientifica. Informo que o Sr
(@) tem a garantia de confidencialidade, bem como de acesso, em qualquer
etapa dos estudos, para qualquer esclarecimento de eventuais davidas e sobre o
andamento do trabalho. Sera necesséaria uma coleta de sangue para anélise. Em
nenhum momento da pesquisa sera necessario fotografar ou fazer imagens
do(a) senhor(a). Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas (CEP) da Universidade de Séo
Paulo -USP, estabelecido a Avenida Lineu Prestes, 2415 — Cidade
Universitaria -pelo tel 3091-7733, na cidade Sao Paulo. Sera mantido sigilo
sobre sua identidade e informo que serad garantida a liberdade de retirada do
consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do estudo.

Também néo havera custo nem pagamento pela colaboracao.
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AUTORIZACAO

Autorizo de forma livre e voluntéaria a realizacdo do trabalho apresentado. Declaro
haver recebido explicacdes claras e simples, bem como os propdsitos e riscos, além
de saber que os tratamentos seguem os adequados principios técnicos cientificos
reconhecidos pela odontologia. Declaro estar ciente da necessidade de quatro
coletas de sangue, sendo elas; uma antes do inicio do tratamento periodontal, e as
outras coletas 3, 6 e 12 meses apos o término do tratamento periodontal.

Declaro que fui informado de que posso desistir da pesquisa e/ou tratamento em
andamento, tendo de me manifestar por escrito, assumindo com iSSO 0S riscos e as

consequéncias que possam prejudicar a minha saude bucal.

Assinatura do paciente ou responsavel legal
RG:

Nome:

Endereco:

Telefone:

Assinatura do pesquisador
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ANEXO B - Anamnese

1. Clinica de origem:

2. Data do exame inicial: / ___/ __ Coleta de sangue inicial / /

Término do Tratamento periodontal / /

Data do exame final: / /

Segunda coleta de sangue : / _/ __ Terceira coleta de sangue /| /

3. Dados Pessoais

3.1) Prontuario numero : Nome :

Endereco : Tel :
3.2 ) Idade: Data de nascimento : / /
3.3)Sexo: 1= masculino; 2 = feminino

3.4) Procedéncia: Municipio:

Estado:
3.5) Ocupagao:
3.6 ) Cor da pele: 1 = Branco; 2 = Negro; 3 = Pardo; 4 = Amarelo
3.7 ) Escolaridade : 1 = N3ao estudou; 2 =1 grau incompleto; 3 =1 grau completo

; 4= 2 grau incompleto 5 = 2 grau completo; 6= superior incompleto; 7= superior
completo; 8= ndo sabe/ ndo lembra.

3.8) Renda familiar: 1= 1 saldrio minimo; 2 = 2 a 3 saldrios minimos,3 =4 a
6 saladrios minimos;4= 7 a 10 salarios minimos;5 =11 a 15 salarios minimos; 6=

acima de 16 salarios minimos.

3.9) Esta sob tratamento médico atualmente? __ Toma algum medicamento?

Qual medicamento?

3.10) Faz uso de suplemento alimentar? Toma vitamina?

3.11) Possui alguém da familia com diabetes? Quem?

3.12) Possui alguém da familia com problemas cardiacos? Quem?

3.13 ) Com que freqliéncia pratica atividade fisica? 1=diariamente; 2=5a6

dias por semana; 3= 3 a 4 dias da semana; 4= 1 a 2 dias da semana; 5= 3 a 4 dias no
més; 6= 1 a 2 dias no més; 7= menos de um dia no més; 8= ndo pratica; 9 = praticou no

passado.
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3.14) Se sim, que atividade fisica pratica?

3.15) Faz alguma dieta alimentar? No caso de afirmativo, se priva

de qual alimento?

3.16) Consume alcool? 1=todos os dias; 2 =5 a 6 dias por semana; 3 =3

a 4 diasdasemana; 4 =1a 2 dias dasemana; 5=3 a4 diasnomeés; 6=1a 2 dias no
més; 7 = menos de um dia no més; 8= nunca consumiu; 9= consumiu no passado.
3.17 ) Habitos de higiene bucal
3.17.1) Foi orientado sobre higiene bucal?
3.17.2) Se orientado por quem? 1= dentista; 2= familia; 3= na escola ou outra

instituicdo; 4 = leu a respeito; 5 = outros.

3.17.3) Pratica a escovacgdo dos dentes diariamente? . 1=Sim; 2= Nao

3.17.4) Numero de escovacgdes por dia. 1= 1 vez; 2= 2 vezes; 3=3 vezes; 4= 4 ou
mais vezes.

3.17.5) Tipo de escova.____ 1=dura; 2= média; 3= macia ou extra macia;4= nao sabe
3.17.6) Segundo o uso da escova, ela é 1= individual; 2= familiar/coletiva
3.17.7) Fio/Fita dental 1= ndo usa; 2 = usa as vezes; 3 = usa diariamente.

3.17.8) Enxaguatério bucal 1= ndo usa; 2= usa as vezes; 3= usa diariamente.
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