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RESUMO

A doencga periodontal é um processo inflamatorio crénico local em resposta
ao acumulo de biofilme bacteriano; porém, nas ultimas décadas tem-se
observado uma atencdo maior aos efeitos sistémicos da mesma. Estes
efeitos sistémicos podem acarretar em um aumento no risco a doenca
cardiovascular. As citocinas, as quais sdo produzidas pela resposta
imunologica do hospedeiro, podem ser importantes marcadores da doenca
periodontal e das doencas cardiovasculares. Este estudo objetivou avaliar a
associacao entre condicdo periodontal e citocinas sanguineas em pacientes
com doenca arterial coronariana cronica. Foi realizado um estudo
observacional transversal no qual foram incluidos 89 pacientes com doenca
arterial coronariana que estavam sob cuidados cardiovasculares por no
minimo 6 meses. Amostras sanguineas foram coletadas para mensuragéo
dos niveis sistémicos das citocinas IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y e TNF-a
através da plataforma Multiplex. Foram realizados exames periodontais (seis
sitios por dente em toda a boca) para registro da profundidade de sondagem
(PS) e perda de insercdo (PI). Modelos de regressao linear multipla ajustado
para género, indice de massa corporal e fumo foram usados para associacéo
entre diversos parametros clinicos periodontais e niveis sistémicos das
citocinas individualmente. Observamos associa¢édo entre PS e Pl com IFN-y,
TNF-a e IL-10. Numero de dentes com PI e PS =6mm foram
significativamente associados com maiores concentragdes de IFN-y. Média
de PI e PS foram significativamente relacionadas com IL-10. Concentragdes
mais elevadas de TNF-a foram associadas com a média de Pl. Pode-se
concluir que pior condigdo periodontal é associada com maiores niveis de
inflamacédo sistémica em pacientes cardiopatas. Estes achados provém
adicional evidéncia para suportar a doenca periodontal como um provavel

fator de progndstico em pacientes cardiopatas cronicos.

Palavras chave: doenca periodontal, periodontite, doenca cardiovascular,
citocinas, interleucinas



ABSTRACT

Periodontal disease is a chronic inflammatory disease resulting from dental
biofilm deposition. However, in recent decades it has been observed an
increased attention to the systemic effects of periodontal inflammation and
destruction. This systemic effect could be associated to increased risk for
cardiovascular diseases. Cytokines, which are produced by the host
response, could be important predictors in periodontal disease and
cardiovascular disease. The aim of this study was to assess the association
between periodontal disease and low-grade inflammatory blood markers in
stable coronary artery disease (CAD) patients. 89 patients under
cardiovascular care for at least 6 months were included in this cross-sectional
study. Blood levels of cytokines IL-1j3, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y and TNF-a were
measured using the Multiplex technology. A full-mouth six sites per tooth
periodontal examination was conducted to record probing depth (PD) and
clinical attachment loss (CA loss). Multiple linear regression models adjusting
for gender, body mass index and smoking were used to study the association
between periodontal status and log levels of cytokines. Significant
associations between periodontal parameters and IFN-y, IL-10 and TNFa
were observed. Higher numbers of teeth with CA loss and PD 26 mm were
significantly associated with higher concentrations of IFN-y. Mean CA loss
and PD were significantly related to IL-10. Elevated concentrations of TNF-a
were associated with higher mean CA loss. It can be concluded that
periodontal disease is associated with increased systemic inflammation in
cardiovascular patients. These findings provide additional evidence for
supporting periodontal disease as a prognostic factor in cardiovascular

patients.

Key Words: periodontal disease, periodontitis, cardiovascular disease,
cytokine, interleukin.



1 - APRESENTACAO

A presente tese aborda citocinas sistémicas que s&o fatores de risco
sub-rogados a desfechos cardiovasculares. Tem-se demonstrado na
literatura que o0s niveis sanguineos dessas citocinas podem ser alterados
pela periodontite. Dessa forma, a periodontite poderia vir a funcionar como
um fator de prognostico em pacientes ja com doenca cardiovascular
estabelecida. Afim de abordar o tema amplamente, esta tese tem o objetivo
de:

1. Abordar a literatura referente a alteracao de citocinas sistémicas e
sua associacdo com eventos cardiovasculares e doenca
periodontal.

2. Apresentar um estudo transversal da associacdo entre condicao
periodontal e citocinas sistémicas em pacientes com doenca arterial

coronariana cronica (DAC).

Para isso, a tese é apresentada em trés capitulos.

Na “Revisao de literatura” o tema foi abordado tendo como eixo central
estudos sobre citocinas em pacientes com doencas cardiovasculares e
periodontite. A literatura foi buscada a partir da base de dados do Medline,
considerando neste eixo estudos recentemente publicados a partir do ano de
2000, a fim de manter o foco da discussao nos dados mais atuais.

A seguir, um “artigo cientifico” ainda ndo submetido para publicacéo é
apresentado no formato da revista Journal of Periodontology. Neste
manuscrito, um estudo transversal € descrito com 89 pacientes com doenga
arterial coronariana crénica (DAC) em acompanhamento no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Por fim, os achados centrais do estudo sdo comparados com a

literatura no capitulo de “Consideragdes finais” da tese.



2 - REVISAO DE LITERATURA

2. 1 Doengas Cardiovasculares

A doenca cardiovascular, incluindo infarto agudo do miocéardio e
angina pectoris, € 0 maior problema de saude publica em paises
desenvolvidos (Dhadse et al.,, 2010). Segundo dados da Organizacao
Mundial da Saude, a cada ano 17,3 milhdes de individuos morrem em todo o
mundo vitimas de doencas cardiovasculares e 78,5% das mortes vém de
paises subdesenvolvidos. O Brasil, especificamente, estd passando por uma
fase transicional, onde ocorre uma diminuicdo das doencas degenerativas,
infecciosas e um aumento das doengas coronarianas como hipertenséao,
derrame e cardiomiopatia hipertensiva, em muitas regifes do pais (Piegas et
al. 2003).

As enfermidades do sistema circulatorio dividem—se em dez categorias
de acordo com a classificacao internacional de doencas, sendo elas: febres
reumaticas agudas; doencas cardiacas reumaticas crbnicas; doencas
hipertensivas; doencas isquémicas do coracdo; doencas cardiacas
pulmonares e da circulacdo pulmonar; outras formas de doencas do coracao;
doencas cerebrovasculares, doencas das artérias, arteriolas e capilares;
doencas das veias, vasos e ganglios linfaticos e ainda outros transtornos nao
especificados do sistema circulatorio (Cid-10). Na categoria das doengas das
artérias, arteriolas e capilares encontramos a aterosclerose ou doenca
arterial coronariana, que é uma inflamacgéo crénica na qual ocorre a formacao

de ateromas dentro dos vasos sanguineos.

2.1.1 Placa Ateromatosa

Em meados do século XIX foi descrita pela primeira vez a contribuicéo
da inflamacdo para a aterosclerose e reportado que a aterosclerose
apresentava evidéncias de inflamacéo celular nos vasos sanguineos (lwata e

Nagai, 2012). Este conceito foi expandido por Ross e Glomset (1973), que
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demonstraram que a infiltracdo de monocitos e macrofagos na lesdo
subepitelial na parede da artéria seria o inicio da aterosclerose.

A aterosclerose é uma doenca progressiva inflamatoria (Dhadse et al.,
2010) caracterizada pelo acumulo de elementos fibrosos e lipidicos (Libby,
2002), em patrticular o colesterol lipoproteico de baixa densidade (LDL) que é
um dos principais fatores de risco para a aterosclerose (Ross, 1999). As
particulas de LDL depositadas nas artérias com consequente oxidagdo e
formacgéo da LDLox séo citotoxicas para as células endoteliais resultando em
lesdes (Groyer et al. 2006). A leséo aterosclerética acontece principalmente
nas artérias musculares e elasticas de médio e grande porte, podendo levar a
isquemia no coracdao, resultando em infarto agudo do miocérdio.

O inicio da lesdo aterosclerdtica se da pelo acimulo de lipoproteinas
na camada intima da artéria afetada. As particulas de lipoproteina, como as
lipoproteinas de baixa densidade, permitem o acumulo de mondcitos e
linfécitos na camada intima (Dhadse et al., 2010). Nas primeiras fases de
formacdo da placa aterosclerdtica os leucécitos e células T se aderem ao
endotélio vascular. As moléculas de adeséo facilitam o recrutamento e a
adesdo nos sitios inflamados, as selectinas (E-Selectina e P-Selectina)
medeiam a passagem de leucdcitos através do endotélio, enquanto a
molécula de adeséo intercelular (ICAM-1) e a molécula de adesédo vascular
(VCAM-1) medeiam a adesdo ao endotélio (Lowe, 2001). Segundo Libby
(2002), as VCAMSs se ligam a dois tipos celulares encontrados no inicio da
placa ateromatosa: mondcitos e linfécitos T.

Particulas de LDLox sdo quimiotaticas para mondocitos, por meio da
regulacdo da expressdo dos genes para citocinas como, fator estimulador de
colénia de macréfagos (M-CSF) e a proteina quimiotatica de mondcito
(CCL2/MCP-1), as quais séo derivadas de células endoteliais (Leonard e
Yoshimura, 1990). Esse processo pode expandir a resposta inflamatoria
estimulando a migragdo de mondcitos para a tunica intima e a diferenciacéo
local dessas células em macréfagos, que terdo como funcdo fagocitar as
particulas de LDLox, transformando-se em células espumosas (Ross, 1999).
Estas células eventualmente morrem e liberam um elemento necratico rico

em lipidios na parede arterial. Ao mesmo tempo, células musculares lisas da
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parede arterial sdo estimuladas a migrar da camada intima, onde podem
proliferar (Hupp, 2006).

Enquanto isso, microvasos invadem a area lesada, a qual é envolta
por uma capa fibrosa, podendo causar hemorragia intraplaca. O fatty streak &
composto de lipidios, calcificacdo e deposicdo da matriz extracelular proteica.
Células T ativadas podem estimular a producdo de metaloproteinase e
citocinas por macréfagos, a qual remodela a placa fibrosa. Através dessa
remodelacdo da matriz extracelular, a capa fibrosa pode se tornar fina e
romper levando a trombose e subsequente ocluséo arterial, a qual pode ser
responsavel por grande parte dos infartos do miocardio (Dhadse et al., 2010).

Segundo Libby (2002), a formacdo do fatty streak torna-se um
complicado ateroma pela multiplicacdo das células lisas, que estdo
acumuladas na placa e fixadas em abundante matriz extracelular. A leséo se
torna mais volumosa diminuindo o limen arterial e dificultando a circulagcéo
sanguinea e levando a manifestagdes clinicas como: angina pectoris instavel
e infarto agudo do miocérdio.

Wong et al., (2012) apresentaram esquematicamente a evolucdo da
aterosclerose humana. Fatty streak representa a primeira manifestacao
visivel na aterogénese. Este Fatty streak frequentemente é envolvido por
uma placa fibrosa, e o crescimento dessa placa pode progredir para
diferentes desfechos: [I] Trombose, quando ocorrer a ruptura da placa
fibrosa, [ll] hemorragia intra-placa, devido a neovascularizacdo anormal,
permeabilidade vascular ou aumento no volume da placa, [lll] estenose,
ocasionado pela reducédo progressiva do limen e [IV] acréscimo Trombatica,
como resultado do acumulo sub-endotelial de plaquetas e fibrina.

No entanto, outro fator extremamente importante no processo
inflamatorio, assim como na formacgéo da placa ateromatosa, séo as citocinas

pro-inflamatodrias e quimiocinas produzidas mediantes a estimulos.
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2.2 Periodontite

A periodontite também é uma doenca multifatorial e tem o biofilme
bacteriano como fator etiolégico primario. A manifestacdo e progressédo da
periodontite é influenciada por uma variedade de determinantes e fatores,
incluindo fatores sociais, comportamentais, fatores genéticos e fatores
associados a composi¢cao microbiana do biofilme dental (Nunn, 2003).

As periodontites sdo doencas destrutivas que causam perda de
estruturas de suporte dos dentes (Lindhe et al., 1975), sendo associadas a
varios agentes bacterianos (Haffajee e Socransky, 2005). Nas periodontites,
0s patogenos periodontais residem no ambiente anaerdbico do sitio
periodontal, o que pode comprometer mecanismos antimicrobianos
importantes da resposta do hospedeiro (Slots e Ting, 1999).
Consequentemente, Vvarios sinais clinicos podem ser detectados, como:
perda de insercao clinica e sangramento subgengival, mas também aumento
da profundidade de sondagem. Esses trés parametros clinicos periodontais
tém sido utilizados em diferentes critérios de definicdo para o estudo das
periodontites no ambito populacional e sistémico. Uma série de critérios de
definicdo de periodontite vem sendo utilizado na literatura, sem ainda um
consenso sobre qual o melhor para os estudos epidemiolégicos e de
associacdo com doencas sistémicas (Page e Eke, 2007; Eke et al., 2012). O
fato é que aparentemente, os diferentes tipos de critérios de definicdo podem
levar a diferentes resultados de associagao da periodontite com condi¢gbes
sistémicas (Loos et al., 2000; Buhlin et al., 2009; Andrukhov et al., 2011). Isso
tem feito com que os pesquisadores utilizem nos estudos diversas maneiras
de descrever o estado periodontal e associa-lo com os fatores e condicdes

em estudo.
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2.3 Mecanismos plausiveis da inter-relagao entre a doenga periodontal

e a doenga cardiovascular

Nas ultimas décadas tém se conduzido inUmeros estudos com 0s mais
diversos desenhos avaliando o impacto da doenca periodontal nas mais
diversas condicBes sistémicas dos individuos, incluindo as doencas
cardiovasculares. A plausibilidade bioldgica da inter-relacdo entre DP e DCV
se baseia na interacdo direta e/ou indireta entre os patdégenos periodontais e
o endotélio, ou outros mecanismos que impactam no processo

aterosclerdtico.

2.3.1 Mecanismos indiretos

Ha estudos que evidenciam que inflamacgéo periodontal estid associada
com o aumento de mediadores inflamatorios em individuos sistemicamente
saudaveis, incluindo proteina C-reativa (PCR), fator de necrose tumoral alpha
(TNF- « ), interleucina (IL) 1- B, IL-6 e IL-8, as quais também estdo
relacionadas com um maior risco de doencas cardiovasculares e
aterosclerose (Loos et al., 2000; Buhlin et al., 2009; Andrukhov et al., 2011).

A inflamacéo sistémica € associada com a ativacdo celular, que
envolve moléculas de adeséao celular, receptores toll-like e metaloproteinase
da matriz. O resultado dessa inter-relacdo entre endotélio, mondcitos e
plaquetas pode ser pro-aterogénico, contribuindo indiretamente para a
aterogénese ou para desfechos cardiovasculares adversos relacionados a
ruptura da placa ateromatosa em pacientes com periodontite (Lockhart et al.,
2012).

2.3.2 Mecanismos diretos

A bacteremia oriunda do periodonto pode ocorrer durante habitos
diarios, como escovacdo e a mastigacdo (Lockhart et al., 2009). Ha
evidéncias sugerindo que a bolsa periodontal é a principal fonte e porta para
a corrente sanguinea das espécies bacterianas orais detectadas no sangue
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(Lockhart et al., 2008). Os patogenos periodontais podem ser encontrados
em placas ateromatosas de humanos, por exemplo, 80% das 50 espécimes
da carétida foram positivas para pelo menos um ou mais dos seguintes
patégenos: A actinomycetemcomitans, T forsythia, P gingivalis e P intermédia
(Haraszthy et al., 2000).
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2.4 Citocinas

Citocinas sao pequenos polipeptideos com largo espectro inflamatério,
hematopoiético, metabdlico e imunomodulatério, sendo produzidas por uma
variedade de células, incluindo macréfagos/mondcitos, células dendriticas,
linfocitos, neutrdfilos, células endoteliais e fibroblastos (Gorska et al., 2003).

As citocinas apresentam um papel importante em diferentes processos
fisiologicos, assim como em processos patoldégicos quando expressadas de
forma inapropriada, e por isso sua atividade é cuidadosamente regulada
(Graves e Cochran, 2003).

Segundo Graves e Cochran (2003), a resposta inflamatoéria tem sido
caracterizada como aguda ou cronica. A resposta do hospedeiro também é
dividida em duas categorias: a resposta imune inata (natural) e a resposta
imune adaptativa (adquirida). A resposta imune inata assemelha-se
caracteristicamente com a inflama¢do aguda, enquanto a adaptativa com a

cronica.

A resposta imune adaptativa é uma resposta especifica aos
imunbgenos agressores, sendo 0s principais elementos os linfocitos,
derivados do timo (Células T) e da medula 6ssea (Linfocitos B) (Azuma,
2006).

Uma das estratégias mais importantes utilizadas pelo sistema imune
do hospedeiro na defesa contra microrganismos é a producdo e a secrecao
de proteinas sinalizadoras intercelulares, chamadas de citocinas. Algumas

dessas citocinas, como IL-1, IL-6, IL-8, interferon (IFN- v ) e TNF-a
promovem a inflamacao, ja o fator de crescimento transformante (TFG-3) e

IL-10 regulam a resposta inflamatoria (Feng e Weinberg, 2006).

Segundo Gemmell et al., (1997) as citocinas séo vitais na
imunopatologia de um grande niumero de doencas, e a liberacdo de citocinas
“apropriadas” é essencial para o desenvolvimento de uma adequada resposta
imunologica do hospedeiro. A seguir, serdo abordadas as principais citocinas
envolvidas na cascata de eventos da formagcao de ateromas e que podem
estar vinculando as doencgas periodontais as doengas cardiovasculares.
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A Tabela 1 ira apresentar resumidamente as principais células
secretoras das citocinas e seus efeitos sistémicos, que posteriormente serédo

abordadas separademente.
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Tabela 1 — Células secretoras das citocinas e seus efeitos sistémicos.

Citocinas  Células secretoras Efeito sistémicos

TNF-a Macrdéfagos Promove ativacdo de mondcitos e
neutréfilos, ligacdo dos leucocitos no
endotélio.

IFN-Y Células NK e Linfécitos T Promovem ativacdo de macrofagos nos
sitios inflamatdrios

IL-1B Macréfagos e monécitos Promove a coagulagéo e trombose.

IL-6 Fibroblastos e macréfagos Aumento da PCR por alterar a sintese
proteica. hepatica

IL-8 Macrdéfagos e células endoteliais Aumentados em placas fibrosas quando
comparados com sitios sem alteragdes.

IL-10 Macrofagos e linfocitos Relacdo entre alto nivel sérico de IL-10 e

novos eventos adversos em pacientes
com SAC.
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2.4.1 Interleucina-6

Yudkin et al., (2000) relataram que a IL-6 pode ter um importante papel
no desenvolvimento das doengas coronarias atravées dos seguintes
mecanismos: metabdlico, endotelial e coagulante. Essa pode aumentar a
glicose basal, alterar a sensibilidade a insulina, aumentar a liberacdo das
moléculas de adesdo pelo endotélio, aumentar a liberacdo hepética de
fibrinogénio e ter efeito pré-coagulante nas plaquetas.

A IL-6 é uma citocina secretada por varias células, como fibroblastos,
células epiteliais e células macrofagicas/mondécitos, e o aumento da sua
concentracdo ocorrera por fatores como bactérias Gram-negativas. Também
esta envolvida na promocdo da coagulacdo, o que pode resultar no
desenvolvimento de aterosclerose (Ying Ouyang et al., 2011).

A IL-6 é um marcador pro-inflamatorio, e altos niveis desta citocina
estdo associados com um maior risco de doenga cardiovascular,
apresentando um efeito na producdo de triglicerideos e induzindo a
hipertrigliceridemia (Monteiro et al., 2009). Segundo Li et al. (2011) a IL-6
estd associada também com um aumento da PCR por alterar a sintese
proteica hepética, um fator de risco comprovado a doencas cardiovasculares.

Em 2008, Danesh et al., conduziram uma revisdo sisteméatica na qual
foi possivel realizar meta-andlise e verificaram que o0 aumento nos niveis de
IL-6 esta associado com o aumento progressivo do odds ratio para doencas
cardiovasculares. Além disso, ha uma associacdo moderada dessa citocina
com fatores de riscos estabelecidos (fumo, diabetes e dislepidemia). Em
outra revisdo sistematica de estudos longitudinais com meta-analise
conduzida por Kaptoge et al., (2014) verificaram que niveis circulantes de
diferentes citocinas pro-inflamatorias em pessoas saudaveis estavam
associadas com um maior risco de DCV. Esta associacdo parece ser
independente dos fatores de risco convencionais para as doencgas
cardiovasculares. Os achados também sugeriram que, para cada um desvio
padrdo aumentado no baseline da IL-6 houve 25% maior risco de infarto

agudo néao fatal ou morte por infarto.
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2.4.2 Interleucina-1

A exposicdo sistémica a agentes infecciosos, como bactérias
lipopolissacarideas, podem resultar na liberacdo de citocinas inflamatérias
como IL-1 3 e TNF-«, as quais acarretam em alteracdes no metabolismo e
promovem hiperlipidemia (Cutler et al., 1999). Células inflamatorias e
mediadores inflamatérios como TNF-«, IL-1 3 e Prostaglandina E; tém um
papel chave na doenca coronariana e na aterosclerose. Além disso, a
expresséo da IL-1 3 promove a coagulacao e a trombose (Karnoutsos et al.,
2008).

2.4.3 Interleucina-8

A interleucina-8 é secretada no espaco extracelular como resultado de
uma variedade de estimulos celulares. Todas as células nucleadas sé&o
fontes em potencial da secrecéo da IL-8, porém, as principais fontes celulares
sdo mondcitos e macréfagos (Apostolakis et al., 2009).

DeForge et al., (1992) relata que a IL-8 é resistente a temperatura e a
protedlise, e apresenta relativa resisténcia ao ambiente acido. Esta
caracteristica biomecéanica faz desta uma molécula ideal para sitios
inflamatérios agudos, onde deve afrontar condi¢des rigorosas e hostis. A IL-8
sera produzida em estagios iniciais da resposta inflamatoéria aguda, mas se
mantém ativa por um prolongado periodo de tempo, dias ou até semanas.
Esta caracteristica se contrasta com a maioria das citocinas, as quais se
mantém in vivo por algumas horas.

Segundo Apostolakis et al., (2009) a presenca da IL-8 em placas
ateromatosas est4d efetivamente confirmada pela presenca das suas
principais fontes: macrofago, células musculares lisas e células endoteliais.
Ha evidéncias na literatura cientifica que suportam o envolvimento da IL-8 no
estabelecimento e preservacédo da micro-inflamacao da parede vascular.

Rus et al., (1996) conduziram um estudo utilizando teste ELISA e
revelaram que os niveis de IL-8 estdo significativamente aumentados em
placas fibrosas quando comparados com sitios sem alteracbes, sendo o

primeiro estudo a indicar IL-8 em placas ateromatosas. Apostolopoulos et al.,
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(1996) identificou os macréfagos como sendo a principal célula produtora de

IL-8 em placas ateroscleroticas.

2.4 .4 Interleucina-10

A interleucina-10 é uma citocina imunoregulatéria produzida por varias
células, incluindo mondcitos, linfécitos e macréfagos (Fiorentino et al., 1989).
As propriedades anti-inflamatorias e antiaterogénicas da IL-10 tem sido
demonstradas através de modelos de aterosclerose em ratos (Potteaux et al.,
2004). Consistente com esses achados em animais, observacgdes clinicas
demonstraram que pacientes com Sindrome Aguda Coronéaria (SAC) tém
reduzidos niveis de IL-10 quando comparados com pacientes estaveis,
levando a acreditar que baixos niveis séricos da IL-10 podem ter um papel
etiolégico na instabilidade da placa ateromatosa (Smith et al., 2001).
Heeschen et al., (2003) conduziram um estudo longitudinal no qual
acompanharam o0s pacientes por 6 meses e relataram que pacientes com
elevados niveis de IL-10 no exame de base apresentavam reduzido risco de
morte e infarto do miocardio. Estes achados, como um todo, sugerem que
niveis elevados de IL-10 seriam benéficos do ponto de vista cardiovascular.

No entanto, alguns estudos tém apresentado resultados opostos aos
achados anteriormente, como Malarstig et al., (2008) que conduziram um
estudo longitudinal e observaram que o nivel sérico aumentado de IL-10 no
exame de base foi um preditor independente de risco para subsequente
desenvolvimento de infarto do miocardio ou morte. Outro estudo com
achados similares foi o de Cavusoglu et al.,, (2011) que verificaram que
aumentados niveis de IL-10 no exame inicial estavam associados com o
desenvolvimentos de Infarto agudo do miocardio e morte. Na tentativa de
solucionar essa questdo, em 2014, foi conduzida uma revisdo sistemética
com meta-andlise objetivando avaliar a relacéo entre o nivel sérico de IL-10 e
eventos adversos, e demonstraram que existe uma relagéo entre alto nivel
sérico de IL-10 e novos eventos adversos em pacientes com sindrome
coronariana aguda, sendo um possivel fator de progndstico para pacientes
cardiopatas (Liu et al. 2014).
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2.4.5 Interferon-y

Esta citocina, inicialmente foi descrita como sendo produto de um
antigeno especifico de células T. Durante a resposta inata sera originada
principalmente por células Natural Killer (NK) e células T (Trinchieri 2003;
Trinchieri et al., 2003).

Os linfocitos T que residem em lesdes ateroscleréticas secretam
citocinas proé-inflamatérias como, IL-2, IL-12 e IFN-y, que levam a ativag¢édo de
macrofagos contra o sitio inflamatorio (Iwata e Nagai 2012). Segundo Libby
(1995), o IFN-y inibe a sintese de colageno em regifes vulneraveis da capa
fiborosa da placa ateromatosa, este mecanismo propicia uma explanacao
molecular da falta de manutencdo e reparo de colageno em placas
vulneraveis, permitindo um enfraguecimento e acarretando em uma possivel

ruptura da placa.

2.4.6 Fator de Necrose Tumoral-a

O TNF-« tem grande efeito na imunidade celular e humoral, estando

também envolvido no inicio e no desenvolvimento das doencas arteriais
coronarianas (Ying Ouyang et al., 2011). Tem como ac¢do principal ativar
mondcitos e neutrdfilos, além de ativar células endoteliais a expressarem
moléculas de adesédo, promovendo a ligacdo dos leucécitos ao endotélio no
sitio da inflamacédo (Libby, 2002). Também favorece a expressdo de um
receptor chamado de LDLox na superficie de células musculares lisas, nas
células endoteliais e nos macrofagos, favorecendo a formacéo de células
espumosas e aumentando o processo inflamatorio (Libby, 1995).

TNF-a € um mediador geral da inflamag¢do, em conjunto com IL-1,
induzem febre por estimular a producdo de Prostaglandina E,. Estimula a
producdo de IL-6, IL-8 e moléculas de adesdo de neutrdfilos (integrinas)
(Ceconi et al., 1998).

A continua exposicéo a bactérias gram-negativas e ao LPS resulta na
liberacdo de citocinas como, TNF-a, IL-1B e Prostaglandina E,, os quais
podem ser fatores significantes na patogénese da aterosclerose e em
acidente vascular cerebral (Karnoutsos et al., 2008).
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2.5 Fatores de risco e prognéstico

Existe uma variagcdo na terminologia de estudos na area de risco e
progndstico que muitas vezes podem confundir o leitor caso alguns conceitos
ndo sejam esclarecidos. A primeira diferenciacdo que deve ser feita € o fato
de que fator de risco se refere ao estabelecimento da doenca, enquanto fator
de progndstico esta relacionado com o curso da doenca pré-existente. Dessa
forma, pode-se afirmar que abordagens voltadas para fatores de risco que
estdo envolvidos com o estabelecimento da doenca ndo necessariamente
levardo a um prognéstico favoravel no caso de a doenca ja estar presente
(Beck, 1998). Isto se explica pelo fato de que os multiplos fatores que geram
a cura da doenca podem ser diferentes dos que causam a mesma.

Existem varias definicbes para fator de risco, mas uma das mais
usadas em Periodontia é da Academia Americana de Periodontia que diz que
se trata de um fator ambiental, comportamental ou bioldgico, confirmado por
uma sequéncia temporal, normalmente, por estudos longitudinais, o qual se
presente diretamente aumenta a probabilidade de ocorréncia da doenca, e se
ausente ou removido diminui a probabilidade (Annals of Periodontology / the
American Academy of Periodontology 1996).

Além disso, ainda existe o termo preditores de risco que normalmente
sdo marcadores bioldgicos indicativos do processo de doenca, mas ndo sao
considerados como fatores etiolégicos. Em Odontologia tendem a ser
mensuracoes historicas das doengas estudadas, como o numero de dentes
perdidos ou evidéncias passadas de doenca periodontal e céarie. O termo
preditor de risco e marcadores de risco normalmente sdo usados como
sinbnimos. O termo marcador de risco tende a ser usado quando
descrevemos preditores biolégicos como PCR sendo um marcador da
inflamacé&o (Beck,1998).
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2.6 Evidéncias da associa¢dao inflamatodria entre doenca periodontal e

cardiovascular

Os estudos de associagdo entre doencas periodontais e doencas
cardiovasculares sdo conduzidos com diferentes delineamentos de pesquisa.
Dentre os estudos observacionais, estudos de caso-controle e transversais
compdem a maioria das evidéncias, apesar de alguns estudos longitudinais
também terem sido conduzidos. Um aspecto que claramente diferencia os
estudos € o perfil dos individuos incluidos, podendo ser divididos em
individuos sistemicamente saudaveis ou com alguma doenca cardiovascular
ja existente. Além disso, os estudos de associacdo entre as duas doencas
avaliam dois tipo de desfecho, priméarios e secundarios. Dentre os desfechos
secundarios destacam-se o0s biomarcadores inflamatérios de risco as
doencas cardiovasculares, havendo ainda necessidade de estudos que
avaliem desfechos reais como infarto e acidente vascular cerebral.

O aumento dos biomarcadores sistemicamente em processos
inflamatorios crénicos podem ser interpretados como um ‘“link” entre as
infeccbes e as doencas cardiovasculares, porém ainda faltam evidéncias e
um melhor entendimento de como esses processos bioldgicos podem afetar
0s niveis inflamatoérios sistemicamente. Teles e Wang (2011), propuseram
que as citocinas liberadas em individuos com doenga periodontal podem
atingir a corrente sanguinea e aumentar os niveis séricos sistémicos. Muitas
publicacbes tém mostrado elevacdes locais de mediadores inflamatorios em
individuos afetados por periodontite e gengivite (Gorska et al., 2003; Hou et
al., 2003). Isto inclui citocinas com efeitos sistémicos como IL-6, IL-13 e TNF-
a, j& apresentadas anteriormente. No entanto, parece n&o haver correlacao
entre os niveis de biomarcadores locais (fluido crevicular gengival) com os
niveis séricos (Gorska et al., 2003).

Véarios estudos transversais e caso-controle demonstraram que a
presenca de periodontite est4d associada com um aumento nos niveis
sistémicos de biomarcadores envolvidos na doenca cardiovascular. Alguns
estudos merecem destaque. Buhlin et al., (2009) conduziram um estudo de

caso-controle para avaliar associacdo entre niveis sistémicos de marcadores
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da doenca cardiovascular com periodontite. Obtiveram como resultado na
analise de regressdo a associacdo da periodontite com elevados niveis
plasméticos de PCR, fibrinogénio, IL-18 e niveis menores de IL-4. Andrukhov
et al.,, (2011) também observaram em seu estudo transversal niveis
plasméticos significativamente aumentados de IFN-y, TNF-a e IL-10 em
pacientes com periodontite quando comparados com pacientes
periodontalmente saudaveis. Em 2000, Loos et al., realizaram um estudo
transversal para avaliar marcadores em pacientes com periodontite e
pacientes saudaveis. Concluiram que individuos com periodontite quando
comparados a pacientes saudaveis apresentavam maiores quantidades de
biomarcadores no plasma (IL-6, PCR e neutréfilos), tendo controlado para os
fatores associados as doencas cardiovasculares como idade, educacéo,
indice de massa corpérea, fumo, hipertenséo e colesterol.

Estudos intervencionais (Vidal et al., 2013; Vidal et al., 2009), assim
como, recentes meta-analises (Teeuw et al. 2014; Paraskevas et al., 2008),
indicam que a terapia periodontal reduz os niveis plasmaticos de alguns
biomarcadores inflamatorios. Esta redugcdo também foi evidenciada por um
estudo de coorte, onde associou a periodontite e a progressao da inflamacao

sistémica (Gocke et al., 2014).

2.6.1 Doenga Periodontal em pacientes cardiopatas

Diferentemente dos estudos com individuos sistemicamente
saudaveis, existe uma maior escassez de estudos associando doenca
periodontal com mudancgas nos niveis sanguineos de marcadores biol6gicos
de inflamacdo em amostras de pacientes ja com doenca cardiovascular.
Neste sentido, achados em pacientes cardiopatas podem prover informacdes
relevantes para a prevengcdao de novos eventos cardiovasculares ou
recorréncia da doenca. Levando em consideracdo 0s conceitos de risco
anteriormente descritos, nesse contexto a doenca periodontal poderia servir
informagcbes como um provavel fator de prognostico das doencas
cardiovasculares.

Para esta revisao, a literatura foi buscada a partir da base de dados do

Medline, considerando estudos recentemente publicados a partir do ano de
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2005, a fim de manter o foco da discussdo nos dados mais atuais. Duas
palavras foram usadas para a pesquisa no banco de dados, “periodontitis”
AND “cardiovascular disease” devendo estar presente no titulo/resumo,
totalizando 303 publicagbes relacionada com o tema. Destes, foram
selecionados 12 estudos, 0s quais avaliavam um possivel impacto
prognostico da doenca periodontal na doenca cardiovascular. O resumo da
metodologia e dos achados desses estudos estdo na Tabela 1.

Montebugnoli et al., (2005) avaliaram a relacdo entre estado
periodontal e doenca coronariana, mensurando inflamacéo sistémica e
fatores hemostaticos em uma amostra de 18 pacientes, homens e nao
fumantes, que foram tratados periodontalmente. Todos o0s participantes
apresentaram infarto do miocardio dentro de um periodo de no maximo 6
meses, porém, com mais de 2 meses antes de entrar no estudo. Dois indices
foram usados no estudo, o indice da soma do exame clinico periodontal
(CPSS), onde somou-se 0 numero de sitios com PS =4mm, numero de sitios
com SS, supuracao visivel a sondagem e o numero de les6es de furca maior
gue grau 1, ja o indice de soma do escore radiografico (CRSS) foi
acrescentado ao CPSS o numero de perda O6ssea vertical e lesGes de furca.
Amostras sanguineas foram analisadas para detectar PCR, leucdcitos e
fibrinogénio de todos os participantes. Esses parametros foram analisados no
inicio, depois de 4 meses sem tratamento periodontal como controle e depois
de 3 meses apos o tratamento. Constataram uma diminui¢ao significativa em
todos os parametros clinicos periodontais apos tratamento. Uma diminuicéo
significativa fora vista na PCR e no LDLox. Concluiram que os resultados
preliminares sugerem uma associagao entre pobre higiene oral e doencas
cardiovasculares, e provém evidéncias que a melhora na condigdo
periodontal pode influenciar a situacdo sistémica inflamatoria e hemostatica
de pacientes cardiopatas.

Higashi et al., (2009) avaliaram a disfuncdo endotelial em pacientes
com doencga arterial coronariana (DAC) e periodontite. Foram avaliado fluxo
sanguineo (FBF) em resposta a acetilcolamina (ACH), vasodilatador
dependente do endotélio, vasodilatador independente do endotélio e
nitroprussiato de sédio em 101 pacientes com DAC, 48 com periodontite e
53 sem periodontite. Os pacientes com periodontite foram aleatorizados em
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uma taxa de 1:1 para receber tratamento periodontal (n=24) ou nao receber
tratamento periodontal (n=24). Os pacientes elegiveis para o estudo deviam
contemplar aos seguintes itens: 270% de estenose em uma das artérias
coronarias e com evidéncias de infarto do miocardio ou pelo menos 1 das
artérias com 280% de estenose e angina classica sem ser provocada ao
teste de esfor¢co. Os niveis séricos de PCR e IL-6 foram significativamente
mais altos no grupo com periodontite do que no grupo sem periodontite. O
fluxo sanguineo em resposta a ACH foi significativamente menor no grupo
com periodontite. A terapia periodontal foi capaz de reduzir significativamente
as concentracoes de PCR de 2.7 £ 1.9 para 1.8 + 0.9 mg/L e as de IL-6 de
2.6 + 3.4 para 1.6 + 2.6 ng/l. Os autores sugeriram que a doenca periodontal
esta associada a disfun¢éo endotelial em pacientes com DAC, e a inflamacéao
sistémica pode ser, em parte, a causa e predicdo da disfuncédo endotelial.

Vidal et al., (2009) conduziram um estudo intervencional buscando
avaliar os efeitos do tratamento periodontal ndo cirdrgico nos niveis
plasméticos de PCR, IL-6 e fibrinogénio em pacientes que apresentavam
doenca periodontal e hipertenséo arterial refrataria. No total de 22 pacientes
foram avaliados e randomizados em 2 grupos, um recebendo tratamento
periodontal e outro recebendo tratamento tardio, apés 3 meses. Dados
periodontais, exames laboratoriais como a mensuracao de IL-6, PCR e
fibrinogénio foram realizados no exame inicial e 3 meses. No grupo teste foi
observado que houve reducéo significativa nos niveis de IL-6, fibrinogénio e
PCR apds 3 meses do tratamento periodontal, enquanto no grupo controle
houve aumento significativo nos niveis de IL-6 e PCR depois de 3 meses sem
tratamento periodontal. Concluiram que o tratamento periodontal foi capaz de
reduzir niveis sistémicos de IL-6, PCR e fibrinogénio em pacientes
hipertensivos com periodontite.

Dorn et al., (2010) realizaram um estudo prospectivo com o objetivo de
avaliar a associacdo entre doenca periodontal e o risco de um novo evento
em pacientes com histéria médica de infarto agudo do miocéardio. Todos o0s
pacientes entre 1997 a 2004 que sobreviveram ao infarto foram elegiveis
para o estudo. O total de participantes foi de 884 (668 homens e 216
mulheres) com idade média de 54 + 8.5 anos. A doenga periodontal foi
mensurada pela perda de insercdo clinica. A variavel de desfecho foi evento
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cardiovascular fatal e nao-fatal. Apés um periodo médio de 2,9 anos de
acompanhamento observaram 168 eventos recorrentes, onde 137 eventos
foram ndo fatais, 17 fatais e 14 foram relacionados a outras causas de morte.
Entre os pacientes que relataram nunca fumar, a perda de insercao foi
associada a um risco aumentado de eventos cardiovasculares recorrentes
em modelos ajustados e nédo-ajustados. ApOs ajuste para idade, género,
educacéo e diabetes, notou-se que a cada 1mm de perda de inser¢cao houve
39% mais risco para um evento cardiovascular recorrente. Estes achados
indicam que a doenca periodontal pode ser um fator importante em
determinar eventos cardiovasculares recorrentes em pacientes com infarto
prévio.

Em outro estudo prospectivo, Renvert et al., (2010) avaliaram se a
recorréncia de sindrome aguda coronariana (SAC) poderia ser predita por
condicbes médicas e periodontais. Realizaram um acompanhamento de 3
anos em 165 pacientes com SAC e 159 pacientes sistemicamente saudaveis.
Verificaram que a recorréncia de SAC foi em 66 dos 165 pacientes (40%), e
um primeiro evento foi encontrado em apenas 7 dos 159 (4,4%) sadios.
Como resultado eles sugeriram que periodontite fora associada com um
primeiro evento de SAC (OR: 10.3:1; 95% CI: 6.1 a 17.4; P < 0.001) e um
evento agudo recorrente (OR: 3.6:1; 95% CI: 2.0 a 6.6; P < 0.001). Na andlise
multivariada, controlada para idade e futuros eventos agudos, fora
identificado que contagem de células brancas, periodontite e creatinina no
plasma foram variaveis explanatérias para futuro evento cardiaco.
Concluiram que futuros eventos podem ser preditos por periodontite, assim
como contagem de células brancas e creatinina.

Tang et al., (2011) realizaram um estudo transversal para avaliar os
niveis séricos de citocinas inflamatorias e perfil lipidico em um total de 124
pacientes, destes, 101 com doenca cardiovascular crénica e doenca
periodontal e 23 pacientes com doenga cardiovascular e sem doenca
periodontal. Em todos os pacientes foram aplicados questionarios, exame
periodontal e coleta de amostras sanguineas. Fora observado que os niveis
de colesterol, triglicerideos, LDLox, LDL, PCR, IL-6 e TNF-a fora
significativamente maior em pacientes com DCV e periodontite do que em
pacientes com DCV e sem periodontite.
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Bokhari et al., (2012) conduziram um ensaio clinico randomizado em
pacientes com periodontite e DAC diagnosticada por angiografia. De um total
de 1963 pacientes elegiveis, foram incluidos 317, os quais foram
randomizados em 2 grupos, O grupo teste que recebera tratamento
periodontal e no controle que ndo foram tratados periodontalmente. Os
parametros periodontais, assim como os marcadores sistémicos (PCR como
desfecho primério, fibrinogénio e contagem de células Brancas como
desfechos secundarios) foram mensurados em 3 momentos, no exame
inicial, um e dois meses de acompanhamento. O estudo fora completado com
246 pacientes (Grupo teste — 161, Grupo Controle - 85) e observaram que 0s
niveis plasmaticos de PCR reduziram significativamente no grupo teste de
4.4 £ 0.2 mg/L no exame inicial para 3.4 £ 0.2 mg/L e 3.1 + 0.2 mg/L,
respectivamente nos meses 1 e 2, enquanto no grupo controle mantiveram-
se estaveis. Também verificaram diferencas significativas intra-grupo de
fibrinogénio no grupo teste e mudanca significativa intra-grupo na contagem
de células brancas (7.8 + 0.19 10%L, 7.1 + 0.19 10%L e 6.7 + 0.19 10%/L).
Concluiram que em pacientes com DAC e periodontite o tratamento
periodontal reduzira significativamente os niveis séricos de PCR, fibrinogénio
e contagem de células brancas.

Rastogi et al., (2012) realizaram um estudo de intervencao para avaliar
a eficacia da terapia periodontal ndo cirdrgica nos niveis séricos dos
biomarcadores inflamatérios em pacientes com doenca arterial coronariana.
Um total de 20 pacientes foram incluidos nesse ensaio clinico de brago unico.
Os parametros clinicos periodontais utilizados foram, a profundidade de
sondagem e sangramento subgengival. Todos o0s pacientes receberam
tratamento periodontal. Os marcadores sistémicos (PCR, TNF-a e a
contagem de células brancas) foram avaliados antes e apds 30 dias do
tratamento. PCR e contagem de células brancas apresentaram reducdes
estatisticamente significante, enquanto a TNF-a ndo apresentou reducao
significativa.

Koppolu et al., (2013) avaliaram qual a influéncia da doenca
periodontal e do tratamento periodontal nos niveis séricos de PCR e TNF-a
em pacientes com doenca cardiovascular. Apds a inclusdo de 40 pacientes,

foram divididos aleatoriamente em um grupo controle (sem tratamento
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periodontal) e em um grupo teste (com tratamento periodontal). O estudo
teve acompanhamento de 2 meses. Observaram que a diminuicdo da PCR e
TNF-a aconteceu nos dois grupos, porém apenas no grupo teste obtiveram
uma diferenga estatisticamente significativa.

Vidal et al., (2013) realizaram um estudo piloto intervencional em 26
pacientes portadores de hipertensdo refrataria e periodontite cronica,
avaliando os efeitos da terapia periodontal n&o cirdrgica. Os niveis
plasméticos de PCR, fibrinogénio e IL-6, espessura arterial (EA) e massa
ventricular esquerda (MVE) foram mensurados em 3 diferentes momentos
(inicial, 3 meses apdés o exame inicial sem a realizacdo de tratamento
periodontal e 6 meses ap0s a terapia periodontal). A terapia periodontal
reduzira todos os marcadores cardiovasculares avaliados. Concluiram que a
terapia periodontal reduzira significativamente os niveis de PCR, IL-6,
fibrinogénio, pressdo sanguinea, MVE e a espessura arterial, diminuindo o
risco cardiovascular em pacientes com hipertenséao refrataria.

Bokhari et al., (2014) avaliaram a possivel associacdo entre
parametros clinicos periodontais e biomarcadores associados a risco
cardiovascular em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC) e
periodontite. Foram examinados 317 pacientes com DAC e periodontite, 0s
guais nao apresentavam outra doenca sistémica. Avaliaram profundidade de
sondagem, perda de insercdo e sangramento subgengival associando-os
com PCR, fibrinogénio e contagem de células brancas. Fora observado uma
significante relacdo positiva entre as médias de sangramento subgengival e
niveis séricos de PCR (r=0.629; p<0.001), fibrinogénio (r=0.424; p<0.001) e
células brancas (r=0.493; p<0.001). Estas associa¢fes possivelmente
refletem o potencial do desafio inflamatério periodontal nos niveis sistémicos
de proteinas da fase aguda envolvidas nas doencas cardiovasculares.

Flores et al., (2014) avaliaram o impacto da condi¢cdo periodontal na
concentragdo serica de PCR e de lipidios em pacientes com DAC.
Observaram em modelos n&o ajustados que pacientes com periodontite
severa e com historico de infarto do miocardio apresentavam niveis mais
elevados de triglicerideos, VLDL e glicose. No modelo linear de regressao
multipla observaram que numero de dentes com perda de inser¢do =26mm e

presenca de periodontite severa fora significativamente associado com
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maiores concentracbes de PCR. Sangramento a sondagem foi associado
com triglicerideos, colesterol total e ndo-HDL. Concluiram que pacientes com
doenca coronariana estavel, a inflamacdo periodontal estd associada com
marcadores inflamatorios cardiovasculares, como PCR e lipideos.

Dessa forma, pode-se observar que existem evidéncias advindas de
diferentes delineamentos em pesquisa de que a doenca periodontal pode ser
um fator de progndstico para a doencga cardiovascular. Em suma, os estudos
observacionais demonstraram associacées entre parametros periodontais e
desfechos sanguineos focando em PCR, perfil lipidico, IL-6 e fibrinogénio.
Alguns estudos intervencionais também suportam este papel, tendo
demonstrado efeito redutor nestes marcadores apdés o0 tratamento
periodontal. Apesar disso, ndo existem estudos avaliando outras citocinas
importantes para a cascata de eventos cardiovasculares, especificamente
TNF-a, IFN-Y, IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10.



Tabela 2 - Resumo dos estudos descritos na evidéncia
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Amostra Lacunas/Limitacdes
Autor Ano Delineamento Desfechos Resultado
Montebugnoli et al. 18 PCR, Fatores Reducéo significativa de PCR N&o aleatorizado
2005 Intervencional .
hemostasia e Ldlox (p<0.05) e LdLox (p<0.01)
Higashi et al. 101 PCR, IL-6, fluxo PCR e IL-6 foram
2009 Intervencional . . s .
vascular induzido significativamente mais altos no
grupo com periodontite do que no
grupo sem periodontite
Vidal et al. 22 IL-6, PCR, Redugcéo significativa dos
2009 Intervencional . ~
fibrinogénio marcadores IL-6, PCR e
fibrinogénio no grupo teste
Dorn et al. 884 Evento maior N&o fumantes OR 1.43 para
2010 Longitudinal . ~ -
perda de insercao (milimetros)
Renvert et al. 165/169 Recorréncia de SAC Periodontite OR 10.3:1 primeiro
2010 Longitudinal
evento e 3.6:1 para um evento
recorrente
Tang et al. 101/23
2011 Transversal Colesteroal, CT, TG, LDLox, LDL, PCR, IL-6 €

triglicerideos,
LDLox, LDL, PCR,
IL-6 e TNF-alpha

TNF-a significativamente maior

em pacientes com periodontite.
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Bokhari et al.

Rastogi et al.

Koppolu et al.

Vidal et al.

Bokhari et al.

Flores et al.

2012

2012

2013

2013

2014

2014

Intervencional

Intervencional

Intervencional

Intervencional

Transversal

Transversal

317

20

20/20

26

317

93

PCR, fibrinogénio,

leucécitos

PCR, TNF,

leucécitos

PCR e TNF

PCR, fibrinogénio, IL-6

PCR, fibrinogénio,

leucécitos

PCR

Reducao de 38% no nimero de

pacientes com PCR<3mg/L.

PCR e leucdcitos reduziram

significativamente,

No grupo da terapia periodontal
reduziu significativamente PCR e
TNF.

Os niveis de PCR, IL-6 e
fibrinogénio reduziram 0.5mg/l,
1.4pg/dl e 37.5 mg/dl
respectivamente, apés 6 meses
do tratamento.
Associacéo entre PCR e BOP
(r=0.629). BOP foi preditor de
niveis sistémicos de
PCR(p<0.0001)

NUmero de dentes com PS 26mm
e presenca de periodontite severa
foi significativamente associado
com maiores niveis de PCR e

lipideos

Sem grupo controle
(auséncia de tratamento

periodontal)

Nao aleatorizado

Auséncia de um grupo de
pacientes sem
periodontite. Diabéticos e

fumantes excluidos.
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ABSTRACT

Background: Little is known about the association between periodontal disease and
systemic cytokines in coronary artery disease (CAD) patients under cardiovascular
care. The aim of this study was to assess the association between periodontal disease

and low-grade inflammatory blood markers in stable CAD patients.

Methods: 89 patients with stable CAD under cardiovascular care for at least 6 months
were included in this cross-sectional study. Blood levels of cytokines IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-10, IFN-y and TNFa were measured using the Multiplex technology. A full-
mouth six sites per tooth periodontal examination was conducted to record probing
depth (PD) and clinical attachment loss (CA loss). Multiple linear regression models
adjusting for gender, body mass index and smoking were used to study the association
between periodontal status and log levels of cytokines.

Results: Significant associations between periodontal parameters and IFNy, IL-10
and TNFa were observed. Higher numbers of teeth with CA loss and PD >6 mm were
significantly associated with higher concentrations of IFNy. Mean CA loss and PD
were significantly related to IL-10. Elevated concentrations of TNFa were associated

with higher mean CA loss.

Conclusion: Periodontal disease is associated with increased systemic inflammation
in cardiovascular patients. These findings provide additional evidence for supporting
periodontal disease as a prognostic factor in cardiovascular patients.

Key words: cytokine, cardiovascular disease, periodontal disease, periodontitis.

interleukins
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INTRODUCTION

Inflammation has an important role in the initiation and development of
atherosclerosis.™ 2 Atherosclerotic lesions are comprised by various cell types that
produce pro- and anti-inflammatory cytokines that took part in the cascade of plaque
formation in vessel walls.® Specifically, 1L-6, TNF-a. and IFN-o are cytokines that
have been found in elevated concentrations in blood from cardiovascular patients.*®
Also, it was demonstrated that IL10 is increased in unstable compared to stable
atheromas.” Moreover, 1L-6 and TNF-o have direct effects in the production and
release of C reactive protein (CRP)® and, consequently, have been also used as
predictors of future cardiovascular events.’

One of the possible mechanisms linking periodontal diseases to cardiovascular
diseases is the low-grade inflammatory effect resulting from the periodontal
etiopathogenic process.® *° In this regard, it has been demonstrated that periodontitis
increases systemic levels of some of the above-mentioned cytokines related to
cardiovascular disease.***® Noteworthy, most of this evidence was provided by
studies conducted in otherwise healthy individuals.

There is little information about the systemic effects of periodontal disease in
stable cardiovascular patients. Some studies have evaluated the association between
periodontal disease and systemic inflammatory biomarkers in cardiovascular
patients.***" In general, these studies evaluated CRP, fibrinogen and white blood cells
(WBC) as outcome measures. In a previous report, our research group also
demonstrated that CRP and lipids concentrations increased with worst periodontal
clinical parameters in coronary artery disease (CAD) patients.'® Nevertheless, to the
best of the authors’ knowledge, no cross-sectional study has evaluated the association
between periodontal parameters and blood levels of a broad range of cytokines
involved in the low-grade inflammatory process in cardiovascular patients. The study
about the association between periodontal status and blood inflammatory cytokines in
cardiovascular patients may indicate a prognostic effect of periodontal inflammation
and destruction in the occurrence of future cardiovascular events in these patients.

The aim of this study was to assess the association between periodontal
disease and blood cytokines in stable CAD patients under standart cardiovascular

care.
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MATERIALS AND METHODS

This was a cross-sectional observational study conducted with stable coronary
artery disease (CAD) patients who were receiving cardiovascular care for at least 6
months in a tertiary care cardiovascular clinic at the University Hospital of Porto
Alegre, Brazil. The protocol of cardiovascular care provided was previously described

in details®® *°

and basically included medication and counseling.

To be included in the study, all patients had to present CAD defined as the
occurrence of at least one of the following events 6 months prior to entering the study:
documented history of myocardial infarction, stable angina or ischemia in non-
invasive tests; surgical or percutaneous myocardial revascularization and lesion >50%
in at least one coronary artery assessed by angiography; presence of angina and
positive noninvasive testing of ischemia. Additional inclusion criteria included the
presence of at least four teeth, no periodontal treatment, no use of antibiotics and anti-
inflammatory drugs in the last 6 months.

Overall, 239 consecutive patients were evaluated from April 2011 to
December 2011. 78 (32.6%) individuals had less than four teeth, 30 (12.6%) refused
participation and 17 (7.1%) lived outside the city and were not available for clinical
examination. Moreover, 16 (6.7%) did not attend the clinical examination
appointment. Finally, clinical examinations were performed in 98 (41.0%)
individuals; however, 9 did not undergo laboratory blood analysis. The final sample
of the present investigation comprised 89 individuals. Figure 1 illustrates the study
sample flow diagram.

The study protocol was approved by the Institutional Review Boards of the
University Hospital and the Federal University of Rio Grande do Sul. All participants

read and signed an informed consent before entering the study.

Power of the sample

Power calculation was performed considering a multivariable linear regression
model with R? equal to 0.20, using alpha and beta errors of 5% and 20%, respectively.
Considering a model with six independent variables, it was estimated that a sample of
89 individuals would be needed to find significant associations between any systemic

cytokine (primary outcome) and periodontal parameters.
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Data collection

A structured written questionnaire was applied to collect demographic and
behavioral data. Age, gender and smoking exposure were assessed. Medical history,
use of medication, weight, and height were assessed at the hospital patient records.

Clinical periodontal parameters were assessed with a manual periodontal
probe” by two calibrated examiners unaware of the cardiovascular inflammatory
condition. Visible plaque (VP), gingival recession (GR), probing depth (PD) and
bleeding on probing (BOP) were recorded at six sites per tooth in all present teeth,
excluding third molars. Clinical attachment loss (CA loss) was obtained by the sum of
GR and PD.

Blood samples

Each individual provided 20ml of blood collected by a trained nurse from the
anticubital fossa. Fasting blood samples were obtained between 7:00am and 12:00pm
to control for possible diurnal variations. 10 mL of blood was stored at Eppendorf
tubes containing EDTA and was immediately centrifuged for analysis in the Clinical
Research Center of the University Hospital. Plasma from the remaining 10 mL was

stored at -70° Celsius for quantification of cytokines.

Cardiovascular status

The cardiovascular status of the patients was assessed by known blood risk
markers for cardiovascular events. High-sensitive C reactive protein (CRP), glucose,
triglycerides (TG), total cholesterol and high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C)
were measured by automated enzymatic colorimetric methods © following the
manufacturer instructions. CRP was measured using the intensified
immunoturbidimetry by latex. Glucose was obtained using the glucose-hexokinase
method Il. Total cholesterol was dosed by the colorimetric enzymatic method with
cholesterol-esterase, cholesterol oxidase followed by an end point Trinder type.
Triglycerides were measured by the Trinder GPO method. HDL-C was assessed by
the HDL-Directo (HDL-D) using the principles of elimination/catalase. Low density
lipoprotein cholesterol (LDL-C) was calculated using the Friedwald formula [LDL-
C=total cholesterol — (HDL-C + TG/5)]. Glycated hemoglobin was obtained by high

* Williams probe, Newmar, Sao Paulo, Brazil
T ADVIA 1800, Siemens, Germany
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precision chromatography*.

Systemic cytokines

Plasmatic levels of IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y and TNFa were measured
using the Luminex methodology in combination with the 3.1 Xponent software®. The
MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel-07 kit~ was
used following the manufacturer’s instructions. The results were expressed as
standard curve units in pg/uL. All samples were analyzed at the same time under

standardized experimental conditions.

Reliability

Intra- and inter-examiner reliability was evaluated before and during the study.
Duplicate measurements of GR and PD were conducted with a 1-hour interval
between each measurement in groups of 3 to 5 patients. A total of 35 patients from the
Faculty of Dentistry of the Federal University of Rio Grande do Sul were examined.
Intra-examiner weighted kappa values (x1mm) ranged from 0.87 to 0.90 for PD and
0.78 to 0.81 for CA loss. The inter-examiner reliability revealed values ranging from
0.70 to 0.80.

Statistical analysis

The outcomes of the present study were blood levels of inflammatory
cytokines. Thus, models were fitted separately for each of the following cytokines:
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IFN-y, and TNFa. Cardiovascular blood markers (CRP,
triglycerides, lipids, glucose, glycated hemoglobin) were expressed as means and
standard deviations (SD) to describe the cardiovascular profile of the sample.

Means of visible plaque, PD, CA loss, BOP and number of lost teeth were
calculated for each individual to describe the periodontal condition of the sample.
Moreover, the number of teeth with PD and CA loss >6mm were calculated.
Individuals were also classified as having severe periodontitis in the presence of >2

interproximal site with CA loss >6mm and >1 interproximal site with PD >5mm in

¥ Merck-Hitachi L-9100, Merck, Germany
§ Luminex Corp., Austin, TX, USA
“HCYTOMAG-60k, EMD Millipore, Saint Charles, USA
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non-adjacent teeth.?

Multiple linear regression models were used to study the association between
periodontal status and systemic levels of cytokines. In these models, periodontal
status was defined using four different criteria: mean CA loss, mean PD, number of
teeth with CA loss >6mm and PD >6mm. Cytokines concentrations had asymmetric
distributions and were log transformed (base 10). Predictive models were fitted
including periodontal status as the main independent variable and adjusting for
gender, body mass index and lifetime smoking exposure (packyears).
Multicollinearity and interactions were not found during model fitting. The residuals
were used to assess fitness of the model. Regression coefficients, standard errors (SE)
and adjusted R? were expressed. Additionally, an exploratory analysis was conducted
by stratified comparisons according to the control status of triglycerides using 150
mg/dL as the cut-off.

Secondary analysis was conducted using diagnostic tests to estimate the
magnitude that severe periodontitis may predict higher levels of systemic cytokines.
For this analysis, cytokines were dichotomized using the median value. Sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values were calculated for severe
periodontitis and each cytokine.

Statistical analyses were performed using a statistical package . The

individual was the unit of analysis. The alpha level was set at 5%.

RESULTS

The mean age of sample was 63.0 (SD: 9.9) years. 59.6% of the sample was
comprised by men, and most of the individuals were non-smokers and former
smokers (Table 1). A poor periodontal condition was observed, with high levels of
plague and bleeding on probing. Also, mean CA loss and PD equaled 3.0mm and
4.8mm, respectively. Overall, 68 (76.4%) individuals had severe periodontitis. In
average, individuals had 12.7 lost teeth.

Table 1 shows the cardiovascular status and the concentrations of systemic
cytokines of the study sample. The concentration of CRP was 4.5 mg/dL. Considering
the observed mean values, cardiovascular patients from the present study had elevated

levels of triglycerides, whereas lipids were mostly under control.

Tt STATA SE for Macintosh version 10, StataCorp, College Station, USA
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There were significant associations between periodontal parameters and IFNy,
IL-10 and TNFa (Table 2). Higher numbers of teeth with CA loss and PD >6 mm
were significantly associated with higher concentrations of IFNy. Mean CA loss and
PD were significantly related to IL-10. Elevated concentrations of TNFo were
associated with mean higher CA loss. When a stratified analysis was conducted
according to triglycerides control (Table 3), the association between number of teeth
with CA loss >6 mm and IFNy, IL-10 and TNFa was significant, indicating an effect
modification. In individuals poorly controlled for triglycerides (>150 mg/dL), the
number of teeth with CA loss >6 mm was significantly associated with IFNy and
TNFa. There was also a positive and significant association between teeth with CA
loss >6 mm and IL-10 in individuals with good control of triglycerides.

Table 4 presents data for diagnostic tests of severe periodontitis as a predictor
of cytokines blood concentrations above the median. A positive diagnosis of
periodontitis indicated sensitivity values ranging between 77.8 and 84.4, whereas the
absence of periodontitis was related to low values of specificity (range 20.0 to 31.8).
Positive predictive values were close to 50.0. Negative predictive values varied
between 38.1 (IL-1B) and 66.7 (IFNY).

DISCUSSION

The present study demonstrated that periodontal disease is associated with
systemic inflammation in cardiovascular disease patients. Specifically, poor
periodontal condition, as measured by CA loss and PD, was associated with increased
blood levels of IFNy, IL-10 and TNFa. Moreover, the associations were modified by
control status of triglycerides.

In this study, there was a direct and significant association between mean CA
loss and PD with systemic levels of IL-10. There is a controversy in the literature
regarding the role of IL-10 in the cascade of cardiovascular events. Some studies
indicate that high concentrations of IL-10 may have a protective effect on myocardial
infarction.?” 2 Other longitudinal observational studies’® * have observed that
baseline elevated blood levels of IL-10 increased the risk for infarction. Finally, a
meta-analysis® demonstrated that high IL-10 serum levels were significantly
associated with new cardiovascular events over time in acute coronary syndrome
patients. Considering these evidences and the present findings altogether, it seems that
periodontal disease may play a detrimental effect on atherosclerosis also by increasing
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the levels of IL-10.

IFNy and TNFa are proatherogenic cy’cokines.26 IFNy acts on smooth muscle
cells by inhibiting collagen production and smooth cell proliferation altering the
plague composition and stability.?” Whereas, TNFa. is involved in the stimulation of
IL-6 production.®® ?° In the present study, clinical parameters of periodontal
inflammation and destruction were significantly associated with IFNy and TNFa.
These findings indicate that periodontal disease may act in early stages of the cascade
of atherogenic events in cardiovascular patients by increasing the levels of IFNy and
TNFa.

Noteworthy, periodontal disease was not associated with blood levels of IL-6
in the present sample of cardiovascular patients. This pro-inflammatory cytokine is
directly involved in the hepatic production of CRP.® Although CRP has been more
extensively used in clinical practice, IL-6 has also been shown to have a strong
prediction value for future cardiovascular events in epidemiological studies.’

In the present study with cardiovascular patients, the concentration of
triglycerides was found to be an effect modifier of the association between
periodontal tissue breakdown and some cytokines. The systemic inflammatory effect
of periodontal attachment loss on IFNy and IL-1 was only significant in patients with
high levels of triglycerides even after controlling for gender, BMI and smoking.
Although, IL-10 was associated with the number of teeth with CA loss >6mm only in
patients with low levels of triglycerides. Previous findings have also suggested some
modulatory effect of elevated levels of triglycerides on the production of some
cytokines when stimulus came from P. gingivalis lipopolysaccharides.*® These data
indicate that the effect of periodontal disease on systemic inflammation may differ
with different levels of cardiovascular control.

In the present study, the diagnosis of severe periodontitis was correlated with
cytokine concentrations above the median by calculating values for sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values. Using this analytical strategy, it
was evidenced that periodontal examination for establishing the presence of
periodontitis may be recommended due to sensitivity values near to 80%, indicating
that the presence of periodontitis will be related most of the times with concentrations
of cytokines above the median. On the contrary, with the diagnosis of periodontitis
already defined as present, the prediction probabilities of concentrations of cytokines
above the median were low and between 51.5 and 55.9 (positive predictive values).
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With the diagnosis defined as absence of periodontitis, the prediction of low levels of
IFNYy performed better (66.7) compared to other cytokines.

The results of the stratified analysis conducted in this study should be
interpreted with caution due to loss of statistical power. Other limitation of this study
may include the cross-sectional nature precluding drawing causal inference for the
associations. Also, most of the individuals included in this study were over 60 years
of age, and this should be put into perspective when extrapolating the findings.

It is noteworthy that this study applied well-established methodologies
strengthening its findings. In this regard, cytokines were measured using the
Multiplex technology that allows fast, reliable and accurate quantification of
biomarkers in the blood. The analyses controlled for possible confounding effects by
applying multivariable models. Moreover, periodontal examinations were conducted
using a full-mouth six sites per tooth protocol avoiding assessment bias. Also, a broad
range of periodontal parameters was used to define the periodontal status of the

sample and to associate with blood levels of cytokines.

CONCLUSION

Periodontal disease is associated with increased systemic inflammation in
cardiovascular patients. Worst clinical attachment loss and probing depth were
associated with higher blood levels of IFNy, IL-10 and TNFa even controlling for
important confounders. These findings provide additional evidence for supporting

periodontal disease as a prognostic factor in cardiovascular patients.
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Table 1. Characteristics of the study sample (n=89).

Demographics/Behavioral N (%)
Male gender (n/%) 53 (59.6)
Smoking exposure (n/%)

Non-smoker 35 (39.3)

Former smoker 44 (49.4)

Smoker 10 (11.2)
Periodontal status mean+SD
Visible plaque (%) 68.2+20.1
PD (mm) 3.0+£0.7
CA loss (mm) 4.8+1.6
BOP (%) 75.0£23.7
Tooth loss (number of teeth) 12.7£7.0
Cardiovascular variables mean+SD
CRP (mg/L) 4.50+5.25
Triglycerides (mg/dl) 174.68+125.51
Total cholesterol (mg/dl) 166.79+30.62
LDL-C (mg/dl) 89.51+28.19
HDL-C (mg/dI) 42.34+12.80
Glucose (mg/dl) 122.76+46.96
Glycated hemoglobin (%) 6.98+2.07
BMI (Kg/m?) 27.84+4.56
Cytokines meanxSD
IFNy (pg/uL) 5.27£9.65
IL-10 (pg/uL) 4.80+13.10
IL-1B (pg/uL) 1.27+2.82
IL-6 (pg/uL) 2.80+2.61
IL-8 (pg/uL) 6.65+5.69
TNFa (pg/ul) 10.09+5.87
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Table 2. Multiple linear regression models of the association between periodontal status and serum cytokines (log

transformed) adjusting for gender, body mass index and smoking exposure.

Mean CA loss Mean PD Teeth with CA loss >6mm Teeth with PD >6mm

Cytokine beta+SE R® p beta+SE R® p beta+SE R® p beta+SE R® p

IFNy 0.02+0.02 0.03 0.31 0.05+0.04 0.04 0.17 0.02+0.01 0.07 0.04 0.01£0.01 0.06 0.04
IL-10 0.07+0.03 0.05 0.04 0.12+0.06 0.06 0.04 0.02+0.01 0.04 0.09 0.03+0.02 0.05 0.07
IL-1B 0.001+0.03 0.03 0.90 0.002+0.06 0.03 0.97 -0.01+0.01 0.04 0.49 -0.01+0.02 0.03 0.59
IL-6 0.02+0.02 0.02 0.30 0.03+0.04 0.02 0.39 0.003x£0.01 0.01 0.74 0.01£0.01 0.02 0.59
IL-8 0.01£0.02 0.05 0.57 -0.03+0.03 0.06 0.43 0.01£0.01 0.05 0.46 -0.01+0.01 0.06 0.43
TNFa 0.02+0.01 0.07 0.04 0.02+0.02 0.04 0.46 -0.001+0.01 0.03 0.89 -0.002£0.01 0.03 0.69

* Bold numbers indicate statistical significance (p<0.05)
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Table 3. Multiple linear regression models of the association between clinical attachment

loss and serum cytokines (log transformed) adjusting for gender, body mass index and

smoking exposure and according to triglycerides control.

Number of teeth with CA loss >6mm

Triglycerides >150mg/dL

Triglycerides <150mg/dL

Cytokine beta+SE R p beta+ SE R p

IFNy 0.04+0.02 0.19 0.02 0.01+0.01 0.08 0.33
IL-10 0.01+0.02 0.02 0.72 0.03+0.01 0.10 0.04
IL-1P 0.06+0.03 0.10 0.04 0.01+0.01 0.17 0.47
IL-6 0.001+0.01 0.04 0.93 0.003+0.01 0.03 0.75
IL-8 0.001+0.01 0.18 0.93 0.01+0.01 0.06 0.41
TNFa 0.01+0.01 0.24 0.37 0.001+0.01 0.04 0.79

* Bold numbers indicate statistical significance (p<0.05)



49

Table 4. Diagnostic tests of severe periodontitis as predictor of cytokines concentrations

above the median (95% confidence interval in parentheses).

Sensitivity

Specificity

Positive predictive

value

Negative

predictive value

TFNy
IL-10
IL-1B
IL-6
IL-8

TNFa

84.4 (70.5-93.5)
77.8 (62.9-88.8)
73.5 (58.9-85.1)
77.8 (62.9-88.8)
82.6 (68.6-92.2)

77.8 (62.9-88.8)

31.8 (18.6-47.6)
25.0 (13.2-40.3)
20.0 (9.1-35.6)
25.0 (13.2-40.3)
30.2 (17.2-46.1)

25.0 (13.2-40.3)

55.9 (43.3-67.9)
51.5 (39.0-63.8)
52.9 (40.4-65.2)
51.5 (39.0-63.8)
55.9 (43.3-67.9)

51.5 (39.0-63.8)

66.7 (43.0-85.4)
52.4 (29.8-74.3)
38.1 (18.1-61.6)
52.4 (29.8-74.3)
61.9 (38.4-81.9)

52.4 (29.8-74.3)




Figure legends

Figure 1. Flowchart of the study sample.

239 eligible patients with coronary artery disease

78 had less than 4 teeth
30 refused to participate
17 lived outside the city of Porto Alegre

16 did not attend the clinical examination

98 performed the periodontal examination

9 did not performed laboratory blood analyses

89 analyzed patients
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4 - CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo observacional transversal, 89 pacientes cardiopatas
cronicos que estavam em acompanhamento cardiolégico no Ambulatério de
Cardiopatia Isquémica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre ha pelo menos 6
meses foram analisados. Exames periodontais completos foram realizados e
varios parametros clinicos foram definidos para serem correlacionados com a
concentragdo de citocinas sanguineas. Estas citocinas foram quantificadas pela
metodologia Multiplex. Estes aspectos metodoldgicos sdo importantes para o
entendimento dos resultados e para uma analise comparativa com a literatura.

Em suma, observou-se que a periodontite estd associada a marcadores
inflamatdrios sistémicos em pacientes com doencga arterial coronariana crénica.
Especificamente, pior condicdo periodontal mensurada por perda de insercao e
profundidade de sondagem fora associada com maiores concentracfes
sanguineas de IFN-y, IL-10 e TNF-a. Além disso, a associa¢do foi modificada
quando controlada por triglicerideos.

No presente estudo houve uma direta e significativa associa¢éo entre as
médias de perda de insercdo e de profundidade de sondagem com niveis
sistémicos de IL-10. H& controvérsia na literatura quando se trata do papel da
IL-10 na cascata de eventos cardiovasculares. Alguns estudos indicam que
concentracdes elevadas de IL-10 apresentam um efeito protetivo ao infarto do
miocardio (Heeschen et al. 2003; Smith et al. 2001). Estudos observacionais
longitudinais (Malarstig et al. 2008; Cavusoglu et al. 2011) demonstraram que
elevados niveis sistémicos basais de IL-10 aumentam o risco para infarto.
Finalmente, uma meta-analise conduzida por Liu et al., (2014) demonstraram
gue elevados niveis sistémicos de IL-10 foram significativamente associados
com novos eventos cardiovasculares ao longo do tempo em pacientes com
sindrome aguda coronariana. Considerando estas evidéncias e 0S N0SSO0S
achados, parece que a periodontite tem um efeito prejudicial na aterosclerose
por elevar os niveis de IL-10.

IFN-y e TNF-a sdo citocinas pré-aterogénicas (Ross, 1999). IFN-y atua
nas ceélulas musculares lisas, influenciando a composicdo e estabilidade da

placa ateromatosa, por inibicdo da producédo de coldgeno e proliferacdo das
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células musculares lisas (Wong et al. 2012). Enquanto, TNF-a estimula a
producdo de IL-6 (Ceconi et al. 1998). No presente estudo, parametros
inflamatdrios e de destruicdo periodontal foram significativamente associados a
IFN-y e TNF-a. Estes achados indicam que a periodontite pode agir no inicio do
evento aterogénico em pacientes cardiovasculares por aumentar 0s niveis
sistémicos de IFN-y e TNF-a.

Por outro lado, na presente amostra de pacientes cardiovasculares nao
foi possivel observar associacdo entre doenca periodontal e niveis sistémicos
de IL-6. Esta citocina pro-inflamatoéria esta diretamente envolvida na producéo
hepatica de PCR (Ridker e Luscher, 2014). Embora a PCR seja mais usada na
pratica clinica, estudos epidemiolégicos sobre IL-6 apresentam evidéncias
concretas na literatura de um forte valor de predicdo para futuros eventos
cardiovasculares (Kaptoge et al., 2014).

No presente estudo em pacientes cardiopatas, a concentracdo de
triglicerideos apresentou um efeito modificador na associacdo entre a
destruicdo tecidual periodontal e algumas citocinas. Os efeitos inflamatdrios
sistémicos da perda de insercao periodontal na IFN-y e IL-1B foram somente
significativos em pacientes com altos niveis de triglicerideos, mesmo apés o
controle para género, indice de massa corpérea e fumo. J4 a IL-10 somente
fora associada com numero de dentes com Pl 2 6mm em pacientes com baixos
niveis de triglicerideos. Achados anteriores sugerem algum efeito modulador de
elevados niveis de triglicerideos na produgcdo de algumas citocinas quando
estimulados com LPS de P. gingivalis (Cutler et al., 1999). Estes achados
indicam que o efeito da periodontite na inflamacéo sistémica pode variar nos
diferentes niveis de controle da doenca cardiovascular.

No presente estudo, o0 diagnostico de periodontite severa foi
correlacionado com concentracdes de citocinas acima da mediana através do
calculo da sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e
negativos. Usando esta estratégia analitica, foi observado que o exame
periodontal para definir a presenca de periodontite pode ser recomendado
devido a uma sensibilidade proxima a 80%, indicando que a presenca da
periodontite estara frequentemente relacionada com concentracdo das
citocinas acima da mediana. Por outro lado, com o diagndstico de periodontite
ja estabelecido, a probabilidade de predicdo de concentragbes acima da
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mediana foi baixo e entre 51.5 e 55.9 (valores preditivos positivos). Com o
diagnostico de auséncia de periodontite, a predicdo de baixos niveis de IFN-y
foi melhor (66.7) quando comparada as outras citocinas.

Os resultados das analises estratificadas conduzidas para este estudo
devem ser interpretadas com cautela, visto a perda de poder estatistico. Uma
limitacdo do estudo se refere ao desenho transversal que impossibilita a
inferéncia de causalidade para as associa¢des. Outro fator € que a maioria dos
individuos incluidos no estudo tinham mais de 60 anos e isto deve ser levado
em consideracao quando extrapolarmos os achados estatisticos.

Cabe-se salientar que este estudo aplicou metodologia bem
estabelecida que suporta estes achados. A respeito disso, as citocinas foram
mensuradas usando a plataforma multiplex que permite rapidez,
reprodutibilidade e precisdo na quantificacdo dos biomarcadores sanguineos. A
andlise foi controlada para eventuais fatores de confusdo nos modelos
multivariados. Além disso, o exame periodontal foi conduzido em seis sitios por
dente, evitando possiveis vieses. Também uma ampla variedade de
parametros periodontais foram usados para definirmos a condicdo periodontal
e assim associarmos com as citocinas a nivel sanguineo.

Pode-se concluir que a doenca periodontal esta associada com
inflamacéo sistémica aumentada em pacientes cardiopatas. Perda de insercao
e profundidade de sondagem foram associados com altos niveis de IFN-y, IL-
10 e TNF-a mesmo apds o controle para confundidores importantes. Estes
achados provém evidéncia adicional para suportar a doenca periodontal como

um fator de prognostico em pacientes cardiopatas.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro participante,

Estamos realizando um estudo para avaliar a relagdo entre doencas de
gengiva e do coracdo. O estudo esta sendo realizado por professores e
pesquisadores das Faculdade de Odontologia e de Medicina da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, em conjunto com o Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. As pessoas a participarem do estudo séo aqueles pacientes que
estdo em acompanhamento no Ambulatério de Cardiopatia Isquémica Crénica.

Durante a pesquisa, serdo realizados exames bucais avaliando a
presenca de doencgas de gengiva. Além disso, sera realizada uma entrevista
sobre dados pessoais, socioecondmicos e comportamentais. Estes dados
serdo cruzados com os dados médicos presentes no prontuario do Ambulatorio
CPI onde vocé é atendido para seu problema cardiaco.

Juntamente com os exames clinicos bucais serdo realizados exames
laboratoriais comumente utilizados para a avaliacdo de substancias
relacionadas a doencas cardiacas. Sera feita a coleta de 15mL de sangue para
a avaliacdo de colesterol, HDL/LDL, triglicerideos, proteina C-reativa,
hemoglobina glicada e glicemia em jejum. Essa coleta de sangue sera
realizada ap6s os exames bucais.

Os possiveis desconfortos associados a participacdo neste estudo sao
agueles decorrentes da realizacdo de um exame bucal e da coleta de sangue.
Todas as medidas de biosseguranca necessarias tais como uso de materiais
descartaveis e instrumentais esterilizados, serdo adotadas. Adicionalmente
toda e qualquer ocorréncia durante o tratamento estara sendo avaliada.

Os beneficios relacionados a participacdo neste estudo sdo o
diagnostico de problemas de gengiva, bem como encaminhamento para o
tratamento de outras condicbes bucais, quando necessario. Fica ainda
assegurado o direito ao sigilo de todas informacgOes coletadas, ndo sendo
permitido acesso por outra pessoa que nao 0 proprio participante ou
responsavel.

Fica, ainda, assegurada a liberdade dos participantes de recusarem-se a
participar ou retirarem-se do estudo a qualquer momento que desejarem, sem

gue isso traga prejuizos na assisténcia médica. A continuidade do tratamento
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da doenca gengival sera garantida mesmo que os participantes desejem se
retirar do estudo.

Toda e qualquer duvida no decorrer do estudo poderd ser esclarecida
pelos envolvidos nesta pesquisa através dos telefones (51) 3308.5318 e (51)
9122.2377. Os pesquisadores Cassiano Rdsing, Alex Haas e Carisi Polanczyk
estardo sempre a disposicdo para esclarecimentos. Possiveis problemas
podem ser reportados diretamente ao Comité de Etica Central da UFRGS
3308.3629 ou Comité de Etica do HCPA 33597640.

Eu, (participante), declaro que

fui informado dos objetivos e procedimentos que serdo realizados nesta
pesquisa, bem como sei dos meus direitos e dos deveres dos pesquisadores.

Declaro, ainda, que recebi uma cépia deste Termo.

Participante/RG:
Porto Alegre, de de 201 .

Pesquisador
Porto Alegre, de de 201 .
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ANEXO 3- ENTREVISTA

REGISTRO N°
Data I I |/| I |/| 2 I 0] I | Setor censitario D] D:D
Entrevistador D I:] D D OB s w285 s S K V6 AR o SRS RS S P T A SR v

DADOS PESSOAIS
g B\ 1) 11 TR e B2 B CTO0 s voussu sssmusuusossimsssses covmassons ssmdes vs ovaviuh Fobem oo asvE o s Fosowie
1.3. Telefone res. ( )...occoveeeeeeeeeeceeeenne. 1.4. Telefone cel. ( )...ccccovveevveeeceenee LS. E-mail.....oooeee e
1.6. Contato familiar.......................ccccooeeiieennnn. 1.7, TeleToNe Fe8. . Divossssnimanviesssnision 1.8. Telefone cel. ( )..cccooevieevveiiiiiieeenes

1.9. Sexo Masculino Feminino 1.10. Data de nascimento I I I/I I I/I 1 I 9| I I

1.11. IdadeDj anos 1.12. Ragam Branca Negra/Preta Parda/Mulata Amarela Indigena

1.13. Estado civil m Solteiro(a) E Casado(a)/Unido estavel Divorciado(a) Vidvo(a) G511 RN

CARACTERIZACAO SOCIOECONOMICA

2.1. Vocé é alfabetizado(a)? [1] Sim [2] Nao

2.2. Vocé estudou até: Nunca estudou 1" a 4* série do 1° grau 5% a 8 série do 1° grau 2° grau incompleto
2° grau completo E] 3° grau incompleto 3° grau completo Pés-graduagio

2.3. Quantas pessoas, incluindo vocé, residem nesta casa? Dj— 2.4. Acima de 35 anos? | | ||

2.5. Quantos comodos estdo servindo permanentemente de dormitério para os moradores desta casa? Dj

Quantos...vocé possui? (Ndo possui=0/1/2/3/4 ou mais =4)

2.6. Aspiradores de pé 2.12. Miaquinas de lavar roupas
2.7. Automéveis 2.13. Microondas

2.8. Banheiros 2.14. Radios

2.9. Computadores 2.15. Refrigeradores

2.10. Empregadas (pagamento mensal) 2.16. Televisores coloridos
2.11. Freezer (considerar um refrigerador duplex) 2.17. Videocassetes / DVDs

2.18. No més passado, quanto receberam, em reais, juntas, todas as pessoas que moram na sua casa?
Até 250 [2] 2512480 [3] 481 a 1500 [2] 1501 a 2500 [5] 2501 a 4500 [6] 4501 a 9500 [7] Mais de 9500 [8] Néo sabe
E Nao respondeu

HISTORIA MEDICA

Vocé apresenta alguma das seguintes doengas? (Sim = 1/ Nio = 2/ Nio sabe = 3)

3.1. Artrite reumatoéide 3.3. Osteoporose 3.5. Doenca cardiaca ou arterial I |
3.2. Diabetes 3.4. Refluxo gastrico

3.6. Vocé esta usando alguma medicacio? Sim Nio

T O A e s S s S s B o B B e S R e e

3.8. Vocé tem amigdalite? Nunca E Menos de uma vez por ano Uma vez por ano Mais de uma vez por ano

FATORES COMPORTAMENTAIS

1
4.1. Vocé fuma atualmente? Sim | 4.2. Quantos cigarros por dia? I I I H 4.3. Ha quantos anos? I l II
Nao [
|4.4. Vocé fumou anteriormente? Sim Nao

|
| 4.5. Quantos cigarros por dia? | | ||
I

| 4.7. Ha quantos anos vocé parou de fumar? | | |H4.6. Por quantos anos? | I ||

4.8. Vocé toma chimarrio: m Nunca Raramente Algumas vezes Freqiientemente



4.9. Vocé ingere bebidas alcodlicas: EI Nunca Raramente As vezes Freqiientemente
4.10. Qual tipo? m Nenhum Cerveja Cachaga E Vinho
1

|4.11. Quantas doses/copo vocé ingere por semana? I:I:”

4.12. Vocé costuma apertar ou ranger os dentes? m Sim Nio Nio sabe

HABITOS DE HIGIENE BUCAL
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5.1. Com que freqiiéncia vocé escova seus dentes?
m Nunca escova E Menos de uma vez por dia m Uma vez por dia Duas vezes por dia Trés vezes ou mais por dia

| 5.2. Qual tipo de escova vocé usa? m Nio usa escova Macia Média Dura Nio sabe

1
| 5.3. Vocé divide a escova com alguém? EI Sim Nio |

5.4. Com que freqiiéncia vocé limpa entre seus dentes?
m Nunca limpa Menos de uma vez por dia Uma vez por dia Duas vezes por dia Trés vezes ou mais por dia

5.5. O que vocé usa para limpar entre seus dentes?

Nada Palito de dentes Fio dental OULTO. e

5.6. Com que freqiiéncia vocé limpa a lingua?
m Nunca limpa Menos de uma vez por dia Uma vez por dia Duas vezes por dia Trés vezes ou mais por dia

5.7. O que vocé usa para limpar a lingua?

Nada Cerdas da escova Dorso da escova Limpador de lingua OULIO.... s

5.8. Com que freqiiéncia vocé usa produto para bochecho?
m Nunca usa Menos de uma vez por dia Uma vez por dia Duas vezes por dia Trés vezes ou mais por dia

| "
|5.9. Ha quanto? anos? I I I

5.10. Qual produto vocé usa?

Nenhum Cepacol Listerine Malva E Plax m Oral-B OO0 s ssssmnuomamans iz
I

| 5.11. O produto apresenta alcool? II' Nio usa Sim Nio Nio sabe
1

5.12. Vocé usa o produto para:

Naio usa Manter dentes limpos Reduzir sangramento gengival Clarear dentes E Manter halito fresco

HALITOSE

6.1. Vocé sente mau halito, mau cheiro ou gosto ruim na boca? Nunca Raramente Algumas vezes Sempre

| 6.2. Em que momento do dia? [1] Nio sente [Z] Manha [3] Tarde [%] Noite[5] Todo o dia

6.3. Vocé foi avisado por alguma pessoa que vocé tem mau hilito? E] Sim Nio
| 6.4. Por quem? m Ninguém Companheiro(a) E Familiar Amigo(a) Dentista |

6.5. Das pessoas que vivem na sua casa, quantas vocé diria que usualmente possuem mau halito? D]

6.6. Vocé sente a boca seca? m Nunca Raramente Algumas vezes E Sempre

HIPERSENSIBILIDADE DENTINARIA

7.1. Com que freqiiéncia vocé tem dentes sensiveis? Nunca Raramente Algumas vezes Sempre

7.2. Em qual situagiio que é mais freqiiente? Nunca Quente Doce Ao toque ou ao escovar E Ao mastigar
T




1
7.3. Considerando 0 a auséncia de dor e 10 a maior dor que vocé ja sentiu, de 0 a 10, qual a intensidade da sensibilidade

que vocé sente nos seus dentes? D]

7.4. No 1ltimo més, vocé se sentiu incomodado(a) ao comer algum alimento por causa dos dentes sensiveis?

m Nunca Raramente Algumas vezes E Repetidamente Sempre

7.5. No tltimo més, vocé se sentiu estressado(a)/nervoso(a) por causa dos dentes sensiveis?

m Nunca Raramente Algumas vezes E Repetidamente Sempre

7.6. Vocé ja usou/esta usando pasta de dente para dentes sensiveis? m Sim Nio

ACESSO A SERVICOS ODONTOLOGICOS

5
8.1. Vocé tem ido ao dentista nos tltimos 3 anos: | 8.2. De quanto em quanto tempo? ED |

m Nio tem ido Quando tem dor, um dente quebrado ou outra urgéncia Para revisar e evitar problemas futuros

8.3. Onde foi a sua tltima consulta?

m Servigo publico Servigo particular Plano de satide ou convénio Nao sabe E Outro....

8.4. Voceé ja fez tratamento gengival/periodontal? Sim Nio

8.5. Vocé usa ou usou aparelho ortodontico fixo? m Sim Nio

AUTOPERCEPCAO EM SAUDE BUCAL
9.1. Vocé considera que necessita de tratamento odontolégico atualmente? Sim . Nio

Nos tiltimos seis meses, por causa de problemas com seus dentes, boca ou dentadura:
(Nunca = 0/ Raramente = 1 / Algumas vezes = 2 / Repetidamente = 3 / Sempre = 4)

9.2. Vocé teve problemas para falar alguma palavra? 9.9. Vocé teve que parar suas refeicoes?

9.3. Vocé sentiu que o sabor dos alimentos tem piorado? 9.10. Vocé encontrou dificuldade para relaxar?

9.4. Vocé sentiu dores na sua boca ou nos seus dentes? 9.11. Vocé se sentiu envergonhado(a)?

9.5. Vocé se sentiu incomodado(a) ao comer algum alimento? 9.12. Vocé ficou irritado(a) com outras pessoas?

9.6. Vocé ficou preocupado(a)? (91.. 1’3: V;)cé teve dificuldade de realizar atividades
idrias?

9.7. Vocé se sentiu estressado(a)? 9.14. Vocé sentiu que a vida, em geral, ficou pior?

9.15. Vocé ficou totalmente incapaz de fazer suas
atividades didrias?

9.8. Sua alimentacdo ficou prejudicada?
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ANEXO 4 — FICHA PERIODONTAL

Nome Examinador Dia Més Ano

HEE BN

i 1= 1oml; 2sremovivel com esirutura matdlica; 3eremcvivel provisania:é=cascentado sem protese 1ota) - Alteracdes e mucosa ((=sem akeraglo; 1=xi bucal: 2= leucoplasia; 3= liguen plano;
Arcada Inferior = 4= ulcemgdn. 5= GUNA, 6= zandidfise; 7= abscesso, 8= ontri munifestag io; 9= ndo exuminado.
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