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RESUMO

A Premissa para inter-relagdo entre Doenca Arterial Coronariana (DAC) e a
Doenga Periodontal (DP) é o processo inflamatdrio, que promove prote¢do aos tecidos,
restringindo os danos no local da infec¢@o ou injlria, mas possui efeitos deletérios quando
de forma exacerbada. O TNF-a participa da acelera¢do da aterogénese por meio da indugao
da expressio de VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina. Também reduz a
biodisponibilidade do 6xido nitrico nas células endoteliais e prejudica a vasodilatagdo
endotélio-dependente, promovendo disfungdo endotelial. Além disso, provoca a apoptose
nas células endoteliais, contribuindo para a injuria endotelial. O objetivo deste trabalho ¢
verificar a existéncia da associagdo entre a gravidade da Doenga Arterial Coronariana
(DAC), a Doenca Periodontal (PD) e o papel do polimorfismo na regido promotora do
gene TNFa (-308). Participaram do estudo 422 pacientes com DAC, submetidos a
cinecoronariografia, destes 206 apresentaram DP + DAC e 216 apenas DAC. Nao houve
associagdo significativa entre a gravidade da DAC, estratificada pelo Escore SINTAX, e a
DP. (p>0,05). O polimorfismo na regido promotora do gene TNFa (-308) esta fortemente
associado a DP (OR = 4,01, 95% IC: 2,25 — 7,18) e ndo estd associado a gravidade da
DAC.

Descritores: Doenca da Artéria Coronariana, Doengas periodontais, Polimorfismos

Genético.



1. REVISAO DE LITERATURA e JUSTIFICATIVA

! Doenca arterial coronariana (DAC), doenca periodontal (PD) e a

associacio entre elas.

A Doenga Arterial Coronariana (DAC), uma das principais causa mortis no mundo,
se configura pelo comprometimento total ou parcial do suprimento sanguineo ao
miocardio, decorrente de depdsitos de colesterol na parede arterial corondria com
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consequente, obstru¢io do fluxo sanguineo!'>'®

. No Brasil, aproximadamente 260 mil
individuos morrem por doengas cardiovasculares, com idade igual ou superior a sessenta
anos ¢ as doencas do aparelho circulatorio respondem por mais de 40% dos 6bitos e quase
30% das interna¢des hospitalares.!”!

O estudo de Framingham (FHS)™! entr1966 a 1979, identificou uma lista de
fatores de risco classicos para a DAC, tais como: hipertensdo, sexo masculino, idade,
tabagismo, dislipidemia e obesidade. No entanto, eles ndo sdo suficientes para explicar a
etiologia deste processo patologico, onde cerca de 40% dos casos de aterosclerose nao
podem ser atribuidos aos factores de risco classicos!'® . Geralmente o estagio inicial da
aterosclerose ocorre no espaco subendotelial das artérias e é causado pelo acimulo de
macrofagos que fagocitam colesterol e lipoproteinas de baixa densidade conhecidas como
LDL-C, do inglés low density lipoprotein. Esses macrofagos sdo conhecidos como células
espumosas e constituem-se o elemento iniciador da placa de ateroma !”".

O processo fisiopatologico da aterosclerose tem seu inicio na monocamada de
células endoteliais, localizadas na superficie interna das artérias, devido a estimulos como
a hipertensdo arterial, dislipidemia e mediadores pro - inflamatérios que promovem a
entrada de LDL-C e estes induzem a adesdao de leucocitos, a endocitose (desencadeada
pelos macrofagos) e a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos. Assim originam-se as
células espumosas, que sdo macréfagos com grande quantidade de colesterol no interior. O
aumento destas células promove a migragcdo de células musculares lisas da camada média

para a superficie interna das artérias, aumentando o tamanho e volume da placa que

eventualmente se desestabiliza e se rompe expondo seu contetido aos componentes de



coagulagdo do sangue e originando o trombo, o qual entra no limen da artéria e provoca a
obstrucio da circulagio sangiiinea ["**%!,

Macrofagos e linfocitos produzem citocinas pro-inflamatdrias, como fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), interleucina-6 (IL-6) e
interleucina-8 (IL-8) que mantém o estimulo quimiotdtico para as células do sistema
imune, inibem a sintese de colageno pelas células musculares lisas e estimulam a produgao
de metaloproteinases (MMPs) pelos macrofagos. Estas enzimas degradam a matriz
extracelular, enfraquecendo a capa fibrosa e tornando as placas susceptiveis a ruptura'®'’.

Em contrapartida, citocinas antiinflamatérias como a interleucina-10 (IL- 10),
também sdo produzidas na placa aterosclerotica por macréfagos e linfocitos Th2. A IL-10
inibe a produ¢do das MMPs, estimula a sintese de seus inibidores teciduais (TIMPs),
dentre varios outros efeitos moduladores envolvidos na progressdo, ruptura e trombose da
placa aterosclerétical?.

Em contrapartida, citocinas antiinflamatérias como a interleucina-10 (IL- 10),
também sdo produzidas na placa aterosclerotica por macréfagos e linfocitos Th2. A IL-10
inibe a produ¢do das MMPs, estimula a sintese de seus inibidores teciduais (TIMPs),
dentre varios outros efeitos moduladores envolvidos na progressao, ruptura e trombose da
placa aterosclerétical®l.

A oclusdo trombotica coronariana parcial ou completa, geralmente secundéria a
ruptura da placa aterosclerotica, ¢ o principal evento fisiopatologico no desenvolvimento
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da sindrome coronariana aguda (SCA Evidéncias sugerem que a inflamacdo

desempenha um papel fundamental em todas as etapas do processo aterosclerdtico, desde o
inicio até a instabilidade da placa coronariana **="),

O evento inicial da lesdo aterosclerdtica ¢ a disfun¢do endotelial que se acompanha
da expressdo de moléculas de adesdo, tais como selectinas e moléculas de adesdo da célula
vascular (VCAMSs)**. Estas moléculas promovem a aderéncia de mondcitos, linfocitos e
mastocitos ao endotélio e posterior migracdo destas células em dire¢do a tinica intima. Ja
na parede arterial, mondcitos transformam-se em macrdéfagos que iniciam a internalizagdo
de lipoproteinas modificadas, convertendo-se em células espumosas, achados mais
precoces na evolucio da placa aterosclerética >,

Acredita-se que um desequilibrio entre fatores inflamatorios e antiinflamatorios,
com preponderancia pro-inflamatéria, resulte na ruptura da placa aterosclerética °%.Os

fatores de risco cardiovascular, incluindo diabetes mellitus, tabagismo e altos niveis de

lipoproteinas aterogénicas, estimulam a liberacdo de citocinas pelas células do sistema



imune, culminando em um processo inflamatdrio continuo. Formas soluveis de varias
moléculas inflamatorias no sangue periférico podem refletir o estado de ativagdo da placa
aterosclerotica e vém sendo tteis na identificacdo da doenca arterial coronariana (DAC).

A fisiopatologia bésica da DAC ndo ¢ completamente compreendida. Evidéncias
emergentes sugerem que variantes genéticas podem estar associadas com a
susceptibilidade a doenga®”!. O polimorfismo do gene TNF-a (-308) tem sido associado a
predisposi¢io do individuo desenvolver a DACP®. O este polimorfismo também tem sido
associado a hipertensio arterial®”, diabetes e obesidade!*”".

Para estratificar a gravidade da DAC, tem sido utilizado frequentemente a
cinecoronariografia, que ¢ um exame invasivo e tem o objetivo de definir a presenga de
lesdes obstrutivas. A técnica consiste na visualizacdo angiografica dos vasos corondrios
apos a injecao seletiva de substincia contrastante. As imagens assim obtidas podem ser
arquivadas em meios analdgicos ou digitais, permitindo posteriormente a analise detalhada,
qualitativa e quantitativa, servindo de auxilio para estimar o progndstico e definir se, além
do tratamento clinico da doenga, ha necessidade de procedimento de revascularizagdo
miocardica como angioplastia ou mesmo a cirurgia™. O escore SYNTAX® foi
desenvolvido como ferramenta angiografica para graduar a complexidade da doenga
arterial corondria (DAC) e vem sendo empregado para avaliar o grau da doenca em
pacientes portadores de DAC, auxiliando na decisdo acerca da melhor estratégia de
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revascularizagio, percutinea ou cirargica "%

E descrito uma possivel associagdo entre as doencas periodontais ¢ a extensdo e
gravidade das doengas cardiovasculares. Segundo a American Academy of Periodontology
(1998), considera que infecgdes como a doenga periodontal, pode contribuir na
etiopatogénese da doenca cardiaca, sendo comparaveis aos fatores de risco cléssicos.

A Doenga Periodontal (DP), conhecida também como periodontite, acomete tecido
6sseo e ligamentos periodontais. Caracteriza-se pela presenca de sangramento, edema e
aumento do fluido cervical, resultantes da atividade inflamatéria (mediada por bactérias ou
endotoxinas) e da resposta imunolégica/humoral do hospedeiro (mediada por leucocitos

polimorfonucleares, linfocitos, imunoglobulinas e sistema complemento)®”'! .

Os conceitos sobre a etiopatogenia da doenca periodontal sofreram grandes
transformagdes ao longo do tempo. De forma empirica ja se associou o calculo como causa
da doenga periodontal, por uma relacao simples e direta da destruicao periodontal em sua

presenca. Posteriormente, no final dos anos de 1880 até os anos de 1960 admitiu-se que a



presenca das bactérias de forma geral e exclusiva, era a causa da gengivite e da
periodontite, pela agdo direta de seus produtos °*!. Entretanto, durante os anos de 1970 ¢
inicio dos anos de 1980, bactérias Gram negativas anaerdbicas ou microaerdfilas foram
implicadas como causadoras da periodontite e o papel da resposta imunoinflamatoria
protetora e destrutiva foram descritos na satde e na doenga 2.

Entre os anos 1985 e 1995 houve aumento do reconhecimento dos conceitos de
imunologia descrevendo a relagdo entre agressdo bacteriana e resposta imunoldgica, pois
variagdes consideraveis eram observadas na resposta do hospedeiro e na expressao clinica
da doen¢a™. Estudos futuros demostraram ainda que exposi¢do & placa por longos
periodos, caracterizando uma ma higiene, ndo conduz necessariamente a periodontite. No
estudo classico de LOE er al.(1986)! por exemplo, em que eles estudaram, a taxa de
progressdao da doenga periodontal em uma populagdo nunca exposta a qualquer programa
ou incidentes em relagdo a prevencdo, como escovacao dentaria, e tratamento de doengas
dentarias. O grupo consistia de 480 homens trabalhadores em duas plantacdes de cha no
Sri Lanka. Exames subsequentes ocorreram em 1971, 1973, 1977, 1982 e 1985. Esta
populagdo ndo executou as medidas de higiene oral convencionais e consequentemente
exibiram quantidade elevada de placa, cdlculo e manchas em seus dentes. Foram divididos
em trés grupos: aproximadamente 8% apresentaram rapida progressdo da doenga
periodontal (RP), cerca de 81% apresentaram progressio moderada (MP) e um grupo
(aproximadamente 11%), ndo exibiu nenhuma (NP) progressao da doenga periodontal além
de gengivite, apesar de possuirem péssima condigdo de higiene dental >,

A perda de dentes ¢ frequentemente e erroneamente associada a doenga periodontal em
adultos mais velhos. Todavia, o envelhecimento por si s6 ndo da origem a perda de inser¢do
periodontal critica em idosos saudaveis. Os efeitos do envelhecimento sobre os tecidos
periodontais sdo baseados em alteragdes moleculares nas células periodontais, que intensificam
a perda 6ssea em pacientes idosos com periodontite>*>*.

A agdo patolégica direta das bactérias e de seus produtos no periodonto ¢
significativa durante os estdgios iniciais da doenca. Andlise de amostras de placa de
pacientes com inflamagdo gengival grave revela uma sucessdo de espécies bacterianas que
promovem um aumento da capacidade de induzir respostas inflamatdrias. Algumas
espécies de bactérias podem também produzir enzimas (protease, colagenase, fibrinolisina,
fosfolipase-A) que degradam os tecidos das camadas superficiais do periodonto”. Além
disso, certos componentes bacterianos, como os lipopolissacarideos (LPS), sdo capazes de

. ~ 7 . . 1
produzir reabsor¢do 6ssea in vitro''.



O aumento da destrui¢do tecidual nas lesdes periodontais também ¢ o resultado da
acdo indireta das bactérias. Os tecidos do hospedeiro promovem ativagdo de leucocitos
(polimorfonucleares — PMNSs), mondcitos, linfocitos, fibroblastos, entre outras células, que
em conjunto com os componentes bacterianos (LPS) estimulam a produgdo de citocinas e
mediadores inflamatérios, incluindo as prostaglandinas E; (PGE,)",

Por sua vez, as citocinas e os mediadores inflamatorios promovem a liberagdo das
enzimas teciduais, recruta células inflamatorias, facilita a apoptose dos PMNs, aumenta a
sintese das MMP, inibem a sintese de colageno e ativam os linfocitos B ¢ T 7. As
citocinas mais encontradas na periodontite sdo: IL-10, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e a PGE;
36O TNF-a é a principal citocina envolvida na apoptose celular, reabsor¢do Ossea,
secrecdo de MMP, expressdo da molécula de adesdo intercelular (ICAM) e producdo da
IL-6. A IL-6 estimula a formagao de osteoclastos, e consequentemente a reabsor¢ao Ossea,
e facilita a diferenciagdo a diferenciagio da célula T 7

Assim, a periodontite se inicia por colonizacdo de bactérias gram-negativas e
anaerobicas, ocasionando uma reacdo inflamatdria, na qual macréfagos, monocitos e
células endoteliais liberam na circulagdo os mediadores quimicos como a IL-6, IL-1 beta, e
TNF-a, que induzem o aumento da producdo de prostaglandinas E2 (PGE2) e de
metaloproteinases (MP), levando a destruicdo extracelular da gengiva e do ligamento
periodontal'?,

A doenga periodontal ¢ classificada em trés estdgios principais: periodontia leve,
moderada e severa. Inicialmente as gengivas apresentam aspecto edemaciado, eritematoso
e/ou sangrante; quando a inflamacao ¢ limitada as gengivas ¢ chamado de gengivite e se
ndo for tratada a gengivite acomete o osso alveolar, que ¢ o responsavel pelo suporte do
dente, desencadeando o inicio da doenga periodontal. A doenga periodontal pode evoluir
para os estagios moderado e grave, nesses casos, mais 0sso ¢ destruido, podendo levar a
perda dos dentes °°!.

Devido a discordancia nos estudos este trabalho visa estudar o papel do
polimorfismo do gene do 7NF-o no agravamento ou presenca da doenga periodontal.

A primeira associagdo descrita na literatura entre a doenga periodontal e a doenga
cardiovascular foi realizada por MACKENZIE E MILLARD, que estudaram a relagdo
entre diabetes e aterosclerose com a presenca de calculo e perda dssea alveolar. Foram

avaliados 198 pacientes. Obtiveram como resultados que 62% do grupo com aterosclerose

apresentou maior perda 6ssea em relacao ao grupo controle (MACKENZIE,1963).



Castelli et al (1978)° realizaram também um dos primeiros estudos relacionando
Doenga Periodontal (DP) e Doenga Arterial Coronariana (DAC) e evidenciaram relacao
positiva entre perda dssea alveolar, diabetes e aterosclerose. Individuos com DP mais
avancada apresentam risco relativo de 25% de DAC quando comparados aqueles com DP
minima®). A inflamagdo também exerce papel importante na angina instavel com elevagio
de IL-6 e Proteina C Reativa. As citocinas podem ativar o endotélio a produzir substancias
vasoconstritoras e promover adesdo leucocitiria e plaquetdria, predispondo a
trombogénese. Isso pode explicar a presenga de trombo coronario na auséncia de placa
ateromatosa, de fissura e de ruptura da placa!'",

A associagdo entre periodontite, hipertensdo e doenga cardiovascular, também foi
encontrada em 424 individuos acompanhados prospectivamente, independente de outras
variaveis!'? .

Beck et al 2001, avaliaram a possibilidade de associagdo entre DP e aumento da
espessura das camadas intima-média da cardtida (IMT), que ¢ um indicador de
aterosclerose subclinica. Foram recolhidos os dados de 6017 pessoas, com idades
compreendidas entre os 52 € os 75 anos, os quais foram obtidos do “Atherosclerosis Risk
in Communities Study 1996 to 1998”. A periodontite foi classificada em: nenhuma/leve,
moderada, ou grave. Foram controlados fatores de risco como idade, sexo, diabetes,
colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideos, hipertensdo arterial, tabagismo, IMC e
nivel socioecondmico. Verificaram que a IMT foi mais elevada em individuos com
periodontite grave e moderada comparativamente aqueles sem periodontite. Estes
resultados sdo indicativos de que a periodontite pode desempenhar um importante papel na
formagdo da placa de ateroma, e portanto em eventos cardiovasculares (Beck et al (2001)).

Wu et al (2000) estudaram a relacdo entre a DP e alguns fatores de risco
cardiovascular, nomeadamente o nivel sérico de colesterol total, PCR e fibrinogénio sérico.
A um total de 10146 participantes avaliaram os niveis de PCR e colesterol ¢ a 4461 os
niveis de fibrinogénio. A todos avaliaram a presenca de DP. Nao encontraram associagao
entre DP e o nivel sérico de colesterol, mas verificaram uma associagao significativa entre
a DP e aumento da PCR ou do nivel sérico de fibrinogénio (Wu et al., 2000b).

As infecg¢des cronicas a que o organismo ¢ submetido ao longo da vida, como no
caso da doenca periodontal, tém sido postuladas como eventos inflamatoérios que
perpetuamo processo aterosclertico (PAQUETTE, 2007).Estudos epidemiologicos
mostraram um aumento da predominancia de hipertensdo nos pacientes com periodontite,

principalmente naqueles com perda oOssea alveolar acentuada. Porém, ainda permanece



incerta a hipdtese de que a hipertensdo seja um fator de risco para a periodontite. A
inflamacdo sistémica ¢ uma caracteristica da hipertensdo, evidenciada por niveis
plasmaticos aumentados de proteina C-reativa em pacientes com pré hipertensdo e com
hipertensao estabelecida (FRIEDEWALD et al, 2009).

Estudos epidemioldgicos mostraram um aumento da predominancia de hipertensao
nos pacientes com periodontite, principalmente naqueles com perda ossea alveolar
acentuada. Porém, ainda permanece incerta a hipotese de que a hipertensdo seja um fator
de risco para a periodontite. A inflamagdo sistémica ¢ uma caracteristica da hipertensdo,
evidenciada por niveis plasmaticos aumentados de proteina C-reativa em pacientes com
préhipertensdo e com hipertensado estabelecida (FRIEDEWALD et al, 2009).

A etiologia da doenga cardiovascular e da doenca periodontal ¢ multifatorial e, na
literatura, encontramos os achados fatores de risco cldssicos que em muitos casos sdo os
mesmos como: idade avancada, género masculino, tabagismo, diabetes e baixa condi¢ao
socio-econdmica. Alguns trabalhos epidemioldgicos mostraram pacientes com doenga
cardiovascular que ndo apresentavam nenhum destes fatores considerados de risco.

(HARASZTHY et al, 2000).

1.2.  Processo inflamatorio: premissa para inter-relacao entre DP e DAC

As infecgdes e a injuria tecidual induzem uma cascata complexa de eventos
fisioldégicos conhecida como resposta inflamatéria, que promove prote¢do aos tecidos,
restringindo os danos no local da infec¢do ou injuria, mas podendo ter efeitos deletérios
quando de forma exacerbada .

A inflamacdo ¢ resposta organica local ou sistémica, de magnitude variavel,
desencadeada por diversos fatores, tendo como fim proteger o organismo contra agressoes.
A reacgdo inflamatéria ¢ o mecanismo fisiopatologico basico em resposta a diversas
doengas, sendo representada por um conjunto de reagdes locais e gerais do organismol'l. A
presenga de mediadores quimicos no processo inflamatorio faz com que a inflamacao
mantenha caracteristicas uniformes, mesmo sendo produzida por diferentes irritantes,
sendo que o aumento da permeabilidade vascular pode ser originado de mecanismos
diretos, em que o proprio agente agressor atua sobre a parede vascular ou indiretos em que
h4 agio de mediadores quimicos'*!.

A inflamagdo cronica atribui-se um importante papel como desencadeante da

aterosclerose bem como perpetuador da mesma (Ross, 1999).0 paradigma da importancia



da inflamacdo na fisiopatologia da doenga corondria estimulou pesquisas sobre a
inflamagdo cronica causada por  inumeros microorganismos como a Chlamydia
pneumoniae, Helicobacter pylori, e cito megalovirus, bem como alguns microorganismos
da cavidade oral, pelo facto destas infec¢des cronicas poderem relacionar-se com a
etiopatogenia das DCV, pela libertagdo de mediadores inflamatorios que favorecem o
desenvolvimento da aterosclerose (Meur man, Janket & Sanz, 2004)

Por muitos anos, a fisiopatologia da Doenga Arterial Coronariana (DAC) era
considerada meramente um acumulo de lipidios na parede arterial. No entanto, nas ultimas
duas décadas, o crescente desenvolvimento no campo da biologia vascular tem esclarecido
que as lesdes aterosclerdticas sdo de fato uma série de respostas celulares e moleculares
altamente especificas e dindmicas, essencialmente inflamatérias por natureza ™!,

Quando existe uma agressao ao endotélio, as células endoteliais passam a expressar
moléculas de adesdo as quais os leucécitos podem aderir. Estas chamam-se: moléculas de
adesdo as celulas vasculares I (VCAM) e moléculas de adesdo intracelulares I (ICAM).
Selectinas e integrinas também parecem contribuir para a adesdo leucocitaria (Libby,
Ridker & Maseri, 2002). Os leucdcitos (linfocitos T activados, mondcitos/macrofagos), sao
os responsaveis pela captacdo de lipidos modificados, principalmente o LDL oxidado
(Ross, 1999). Assim, os monocitos aderem ao endotélio através das moléculas de adesdo e
posteriormente entram na intima, onde se transformam em macrofagos e acumulam
lipidos, para depois converter-se em células espumosas, contribuindo para a evolucdo da
lesdo. Os fatores libertados pelas plaquetas ativadas a nivel da superficie celular causam a
continuagdo da migragdo de células musculares lisas, da média para a intima, seguida por
proliferacdo e sintese dos componentes da matriz extracelular, o que levara a acumulagado
de colageno no interior da parede arterial (Castro, Segastibelza & Martinez, 2001).

A reacdo inflamatoria/proliferativa na parede vascular aumenta a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias primarias, como a interleucina (IL1) e o fator de necrose
tumoral Alfa (TNFa). Elas sdo responsaveis pela expressdo de moléculas de adesao
leucocitaria, pela molécula de adesao intercelular (ICAM)-1 e P-, E-, L-selectinas e pelo
aumento de substancias quimiotaticas (proteina quimiotatica de mondcitos [MCP]-1 e fator
estimulador de colonia de macréfagos [M-CSF], ambas amplificadoras da cascata
inflamatéria) .

O TNFa participa da aceleracdo da aterogénese por meio da indugdo da expressao
de VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina. Também reduz a biodisponibilidade do 6xido

nitrico nas células endoteliais e prejudica a vasodilatacdo endotélio-dependente,



promovendo disfuncdo endotelial. Além disso, provoca a apoptose nas células endoteliais,
contribuindo para a injuria endotelial ",

A Doenca Periodontal (DP) ¢ uma doenga de carater infeccioso/inflamatdrio
caracterizada pela ocorréncia de amplificacdo de eventos celulares e bioquimicos, que
conduzem finalmente a destruicdo do ligamento periodontal e a reabsorcdo Ossea
alveolar™. A fungio primordial da cascata inflamatoria é proteger o periodonto contra
agentes estranhos; porém, quando a resposta imune nao ¢ suficiente para eliminar os
microrganismos invasores, a persisténcia de mediadores inflamatoérios pode levar a injurias
ao tecido, com consequente formagdo de bolsa periodontal, perda de tecido conjuntivo,
destruicdo do ligamento periodontal e reabsor¢do de osso alveolar, culminando com a
perda do elemento dentario'®!,

Taylor et al, 2006'" realizaram um estudo de intervengio em pacientes com
avancada periodontite que necessitavam de extracdo completa das pecas dentédrias. Doze
semanas apds a completa extracdo dentaria observaram significativa redu¢do da proteina-
C-reativa, inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1), contagem de plaquetas e
globulos brancos. Esse estudo demonstrou que a eliminagdo de periodontite avancada pela
completa extracdo dentaria reduz marcadores de risco inflamatdrios e trombdticos,
suportando a hipotese de que o tratamento da DP pode reduzir o risco cardiovascular'' '],

A Doenga Periodontal conduz ao aumento de mediadores inflamatorios que
promovem inflamacao cronica endotelial (manifestada por meio da elevagdo da Proteina C
Reativa - PCR), sugerindo que o processo inflamatdrio possa contribuir para vasoespasmo
e trombose "2, Assim, marcadores de inflamagdo sistémica estio elevados e apresentam
reducdo apos tratamento especifico da DP, o que pode ser observado na melhora da
disfuncdo endotelial associada a reducdo dos niveis de PCR. Dessa forma, quanto mais
disseminada a infecc¢do pelos tecidos de sustentacdo dentéria, maior a area de exposicao ao
sistema vascular''?l.

Em suma, a relagdo da patologia da DAC e a DP ¢ bidirecional, pois a DP
representa um processo inflamatorio no qual ocorre associagdo de bactérias, endotoxinas e
citocinas pro-inflamatoérias que podem contribuir para a aterogénese € eventos
tromboembolicos, através da infiltragdo de células inflamatdrias nas grandes artérias e
proliferacdo do musculo liso vascular, os quais sdo importantes na historia natural da

A 13 . .
aterogénese' ! . Da mesma forma, a DAC com fatores de risco e comorbidades, podem

contribuir na elevagdo da produgdo de citocinas como o TNFa e, desta forma, contribui



para o agravamento/desenvolvimento da DP estimulando a osteoclastogénese e inibindo a

formagdo ossea!'"! .

1.3. Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) e sua correlagiao com DAC e DP

O TNF-a ¢ uma glicoproteina que se encontra na forma soluvel ou exposta na
superficie da membrana das células, sendo biologicamente ativo participa da citotoxicidade
e inflamagdo por interacdo celular, atua de forma pleiotropica e produz efeitos sobre
diversos tipos celulares e tecidos, tais como a intensificacdo da inflamagao, da reabsor¢do
Ossea, favorecimento da coagulacdo, retardo no processo de fibrinogénese, adesdo de
lipidios e deposito de colesterol®>*.

O TNF-a, gracas a sua propriedade pro-inflamatdria sobre o endotélio, determina
apoptose em certos tumores, produz caquexia pela lipolise estimulante, inibe a atividade da

[43- 44

lipase lipoprotéica (LPL) nos adipdcitos e estimula a lipogénese hepatica I Assim,

quando o TNF-a inibe a atividade da enzima LPL, hd o acumulo de gordura no
endotélio®*!.

Novos polimorfismos sdo descobertos nos genes que codificam citocinas € uma
questdo crucial ¢ saber se estes polimorfismos tém efeito funcional. Um dos genes de
citocinas mais amplamente estudados, a este respeito ¢ o gene que codifica TNF-«
humano. Segundo Allen (1999) o polimorfismo na regido promotora do gene TNF-c
ndo ¢ aleatoriamente distribuido e, portanto, pode provavelmente ter algum efeito
funcional e selecionavel®*,

O locus do gene TNF-o esta localizado no brago curto do cromossoma 6p21.31,
dentro da regido do complexo maior de histocompatibilidade classe (MHC) III entre genes
HLA-B e fator de complemento C'°.. O locus do gene TNF-a consiste de um grupo de

%1 O gene TNF-a possui um

genes chamados linfotoxina (LT B-) e o gene TNF- a |
tamanho de 3,6 kb e consiste em quatro exons, o primeiro € responsavel pela codificacao
de uma proteina precursora de 233 aminodcidos, enquanto que os trés restantes codificam
cada um dos monomeros que formam a proteina ativa. Além disso, este gene tem trés
introns cuja fungdo ¢ desconhecida'®”,

A substitui¢do de Guanina (alelo TNF-308G ou TNF1) por Adenina (alelo TNF-

3084 ou TNF2) na regido promotora do gene TNF- o. foram descritas em populagdes



europeias, O polimorfismo —308 G/A na regido promotora deste gene tem sido associado a
diferentes condigdes inflamatorias e a presenga do alelo A parece influenciar na expressao
do TNF-a, sendo o genotipo AA considerado alto produtor'®®! .

O TNF- a ¢ uma citocina imunomodulatoria e pro-inflamatoria que age diretamente
no adipocito regulando acumulo de gordura e interferindo diretamente em diversos
processos dependentes de insulina, como a homeostase glicémica e o metabolismo de
lipidios'®. Seu efeito mais intenso ¢ a inibi¢do da lipogénese (via inibigdo da expressdo da
lipase lipoproteina LLP, GLUT-4 e da AcetilcoA sintetase). Também tem recebido
particular interesse seu efeito na regulacdo da massa de tecido adiposo, que parece estar
associada com mudangas no namero ou volume de adipécitos ",

A expressdo e a secrecdo de TNF- o estdo aumentadas em animais e humanos
obesos, correlacionando positivamente com aumento do volume de adipocitos. Um estudo
comparando individuos com peso ideal (IMC 1924 kg/m?) e obesos (IMC 3254 kg/m?)
demonstrou correlagdo positiva entre RNAm de TNF- a e IMC, sugerindo que altos niveis
de TNF- a se correlacionam com actimulo de tecido adiposo, principalmente em obesos!’'!.

Em ratos obesos, a neutralizacdo do TNF- a causou melhora significativa na
captagdo de glicose em resposta a insulina, revelando sua relagdo com resisténcia
insulinica na obesidade!””. Em humanos obesos, existe uma forte correlacdo inversa entre
TNF- a e metabolismo de glicose, devido a supressdo pelo TNF- a da sinalizacdo da
insulina, reduzindo a fosforilagdo do substrato do receptor de insulina-1 (IRS-1) e da
atividade da PI3K (fosfatidil-inositol-3-cinase), com redu¢do da sintese e da translocacao
do transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana, e consequente diminui¢do na
captacio de glicose mediada pela insulina'”.

O TNF-a influencia em quase todos os fatores de risco cardiovasculares, como por

1691 na obesidade!’!), ¢ no metabolismo dos lipidiosm], portanto,

exemplo, no diabetes
pode-se afirmar que ha possibilidade da associagdo entre o TNF-a e a possivel evolugdo da
gravidade da DAC e agravo da DP.

Tem sido demostrado que as citocinas desempenham um papel critico na
patogénese da DAC P!, O TNF-a desempenha um papel central na cascata inflamatdria,
uma caracteristica fundamental na aterosclerose” . Estudos prospectivos sugerem que os
niveis elevados de TNF-a s3o preditores independentes da instalagdo de doenga
cardiovascular™ ¢ que é também um marcador para a recorréncia de eventos coronarias

apos uma infarto prévio do miocardio (IM)*. Os niveis de TNF-a estdo correlacionados

~ ’ 35 r .
com a progressdo da aterosclerose precoce na carotidea”!. Além disso, estudos em homens



com infarto no miocardio precoce sugerem que o 7NF-a também estd relacionado com
varios fatores de risco comuns para doenga coronariana® .

Zhang et al®™ através de uma revisio sistemética em vérias bases de dados, de 1947
até¢ 2010, identificaram 24 estudos fornecendo dados para 9.921 casos e 944 controles. A
analise combinada baseada em OR ajustada por fatores de risco de DAC mostrou que
portadores da variante AA do polimorfismo —308 G/A do gene TNF-a confere um risco
1,5 vezes maior de desenvolver doenga arterial coronariana (AG + AA vs GG, OR = 1,50,

IC 95%: 1,23-1,77) na populagdo caucasiana®®!

. Contudo, afirmam que nenhuma
associagdo significativa entre o polimorfismo do gene e o risco de doengas
cardiovasculares podem ser encontrados em outros grupos €tnicos como em asiaticos,
indios ou africanos”®.

A associagdo entre o polimorfismo —308 G/A do gene TNF-o com a doenga arterial
coronariana ou infarto agudo do miocérdio, tem apresentado disparidades nos resultados
em diferentes etnias. No estudo realizado por Chu et al, foi demostrado que ndo ha
associacdo entre doenga coronariana e infarto agudo com o polimorfismo do gene TNF-o-
308G/A na populagao chinesa!*'l. J4 no estudo realizado por Konenkov ez al (2012) **!, na
Russia, as citocinas, como por exemplo o 7NF-a, podem ser consideradas um dos fatores

" . . c 1. . ~ . 42
genéticos de risco no desenvolvimento de distarbios na circulagio coronarianal*,

Ja o estudo realizado por Koch et al (2001)**

, na Alemanha, que teve como
objetivo analisar a relagdo entre polimorfismos dos genes da /L -10 e TNF-o. com 0 risco
de doenca arterial coronariana (DAC ) e infarto do miocardio (IM), concluiu que a anélise
genética ndo revelou diferencas especificas de grupo para o TNF-o - 863C / A e - 308G /
A. Além disso, ndo foi encontrada relagdo entre a combinagdes especificas de alelos da IL
-10 e TNF, indicativos de baixa producao da IL-10 e de alta produgdo de TNF-a. A falta de
associagio persistiu mesmo apos o ajuste para outros fatores de risco cardiovascular'*.

Os resultados que relacionam os polimorfismos das citocinas TNF-a e da IL-10
com a presenca e niveis da doenca periodontal sdo ainda controversos na literatura.
Erciyas et al (2010)* sugerem que o polimorfismo —308 G/A pode estar associado com o
desenvolvimento de periodontite agressiva generalizada.  Stashenko et al.(1991)"
mostraram altos niveis de TNF- a em tecidos de pacientes com doenga periodontal, quando
comparados aos de pacientes sadios. Ja segundo Costa et al, 2010°”, o polimorfismo —
308 G/A do gene TNF-a ndo esta relacionado ao grau avancado da doenga periodontal.

Loo et al.(2012)!", realizou um estudo utilizando 850 controles periodontalmente

saudaveis e 440 pacientes com doenca periodontal, e comprovou que havia diferenca



estatisticamente significativa para o polimorfismo do TNF-o e IL-10 entre os grupos

61
controles e casos'®!.

HIPOTESE

Individuos que possuem a substitui¢do da Guanina pela Adenina no polimorfismo
do TNF-o. A/G (considerado alto produtor de TNF) sdo mais propensos a apresentarem pior

apresentacdo da Doenga Arterial Coronariana — DAC e doenca periodontal mais avangada.

2. OBJETIVO GERAL

Verificar se existe associacdo do polimorfismo -308 G/A na regido promotora do
gene TNF-a com a gravidade da Doenca Arterial Coronariana- DAC e com Doenga
Periodontal-DP, bem como, determinar qual a prevaléncia da DP em pacientes portadores

da DAC.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Descrever as caracteristicas clinicas e bioldgicas dos pacientes com Doenga
Arterial Coronariana e Doenca Periodontal;

2.2. Determinar a frequéncia da DP em pacientes portadores de DAC.

2.3. Determinar a frequéncia do polimorfismo -308 do gene 7NF-a e em pacientes
com DAC e DP.

2.4.Verificar se o polimorfismo -308 G/A na regido promotora do gene TNF-o esta

associados com a doenga periodontal e com a gravidade da doenga arterial coronariana.

3. METODOLOGIA
3.1. Desenho do estudo

Estudo de corte transversal de carater analitico, com comparagdo de grupos.

3.2. Local e Periodo de Estudo



Este estudo foi realizado no Pronto Socorro Cardiologico de Pernambuco Prof. Luiz
Tavares - PROCAPE e apos diagndstico e coleta de material bioldgico, as amostras foram
processadas e os polimorfismos identificados no Laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Oncohematologia Pediatrica (CEONHPE/HUOC), no periodo de outubro de
2012 a novembro de 2013.

3.3. Populacio e Casuistica

O plano de recrutamento foi consecutivo. Foram alocados pacientes atendidos no
Pronto Socorro Cardioldgico de PE Prof. Luiz Tavares - PROCAPE, entre 30 a 65 anos de
idade, com diagndstico de Doenca Arterial Coronariana- DAC submetidos a

cinecoronariografia. Participaram do estudo 422 pacientes.

3.4. Definicao e categorizacio de variaveis

3.4.1. Variavel dependente

3.4.1.1 Alteracoes periodontais

A determinacdo clinica do estado periodontal foi feita por exame objetivo em todos
os dentes permanentes em oclusdo, com excecdo dos terceiros molares, através do Indice

Periodontal Comunitario — IPC (Apéndice 2).

3.4.1.2 Doenc¢a Arterial Coronariana (DAC)

A Doenga arterial Coronariana (DAC) foi diagnosticada através de exame de
cinecoronariografia. A cinecoronariografia tem o objetivo de definir a presencga de lesdes
obstrutivas e consiste na visualizagdo angiografica dos vasos coronarios apos a inje¢ao
seletiva de substancia contrastante. Para a defini¢do do grau de complexidade da (DAC) foi
utilizado o escore Synergy Between PCI With Taxus and Cardiac Surgery SYNTAX".
Neste escore a nota final ¢ calculada por aplicativo do software, através da soma das
classificagdes atribuidas a cada lesdo arterial presente no mesmo individuo.

As informagdes clinicas foram retiradas dos prontudrios. O atendimento no

PROCAPE ¢ baseado nas diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia "*"*)



Infarto Agudo do Miocardio (IAM) foi definido na presenca de elevagdo e queda
caracteristicas de CK-MB ou troponina, com pico de, pelo menos, duas vezes o valor
maximo de referéncia, e de sintomas isquémicos, com duracdo minima de 20 minutos e/ou
alteracdes eletrocardiograficas tipicas (supra desnivelamento do segmento ST > 0.1 mV
em, pelo menos, duas derivagdes frontais ou > 0.2 mV em, pelo menos, duas derivagdes
precordiais ou aparecimento de ondas Q patologicas).

Angina estavel foi definida como a presenc¢a de dor retroesternal com duragao e
aspectos caracteristicos, desencadeada por esfor¢co ou emocdo e aliviada com o repouso
e/ou nitrato V'*7!,

Foram ainda obtidos dados como indice de massa corporal (IMC), através de
informagdes do peso e altura dos pacientes!’®.

Tabagismo foi definido como o consumo de qualquer quantidade didria de tabaco.
Os tabagistas foram excluidos do estudo. Foram alocados no estudo pacientes que
cessaram o consumo de tabaco, no minimo, por um ano antes da realizagdo do exame

[77.851 ' A OMS reconhece como ex-
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clinico, tendo sido entdo considerados ex-fumantes.
fumantes individuos que pararam de fumar por, pelo menos, seis Ultimos meses
Pacientes que nunca fumaram, ou que fumaram continuamente por menos de um més,
foram classificados como nao-fumantes.

Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) foi considerada presente se o paciente
estivesse em tratamento farmacoldgico (anti-hipertensivo) ou apresentasse, pelo menos,
duas de trés medidas da pressdo arterial >140/90 mmHg"™".

Foram considerados diabéticos os pacientes em tratamento medicamentoso (anti-
hiperglicemiantes ou insulina) ou aqueles com, pelo menos, duas glicemias de jejum >126

mg/d1""*

3.4.2. Variaveis independentes

3.4.2.1. Género
O género do paciente foi utilizado como indicador epidemiologico, cada paciente

foi classificado como sendo do género masculino ou feminino.

3.4.2.2. Perfil socio demografico
Foi analisado o perfil sécio demografico dos pacientes portadores de DAC como:

seu grupo étnico, a naturalidade e idade.



3.4.2.5. Polimorfismo do TNF-a

Foram contabilizados e agrupados os tipos de polimorfismos presentes no gene do

TNFa (-308) nos pacientes estudados. E feito a correlagdo com as doencas estudadas.

3.5. Definicao dos sujeitos/critérios de inclusido e exclusiao

3.5.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo pacientes atendidos no Pronto Socorro Cardiologico de
PE Prof. Luiz Tavares - PROCAPE, com diagnéstico de Doenga Arterial Coronariana-

DAC, submetidos a Cinecoronariografia.

3.5.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo:

Pacientes que estavam sendo tratados com agentes anti-fator de necrose tumoral ou
COMm iMunossupressores;

Pacientes revascularizados (por j& terem removido placas de ateroma
anteriormente);

Fora da faixa etaria considerada de risco para DAC (entre 30 a 65 anos)

Pacientes edéntulos (por impossibilitar a aplicacdo do indice);

Pacientes fumantes.

N3o brasileiros

3.6. Estratégia de operacionalizacdo da pesquisa

Apo6s admissdo do paciente na pesquisa, com assinatura do termo de consentimento
livrte e esclarecido — TCLE (Apéndice 1), e obedecendo aos critérios de inclusdo
supracitados, foram realizados: a) Exame Clinico Periodontal; b) Calculo do Escore

®

Syntax~ c) Coleta de material bioldgico; d) Extragdo do DNA e f) Determinacdo do

Polimorfismo TNF-a (308).



Os resultados dos exames de rotina foram contabilizados: glicemia de jejum para
Diabetes Melitos, aferi¢do da pressdo arterial, (IMC>30) e TG, CT, HDL, LDL, VLDL,

uréia.

3.6.1. Exame clinico Periodontal

O exame clinico foi realizado na enfermaria do PROCAPE, em boas condi¢des de
iluminacdo, com calibracdo prévia. Os instrumentais utilizados nos exames foram o
espelho clinico e sonda periodontal de WHO (World Health Organization). Todos os
procedimentos foram realizados seguindo-se as normas de biosseguranca; utilizagdo de
Equipamento de Protecdo Individual (EPI): avental, gorro, mascara, 6culos de protecdo e
luvas descartaveis.

No exame fisico intra-oral foi realizada a inspecdo da gengiva e demais areas da
mucosa oral, bem como dos dentes, dando énfase as alteracdes periodontais. A
determinagdo clinica do estado periodontal foi feita por exame objetivo: Indice Periodontal
Comunitario — IPC.

O registro da avaliagdo periodontal foi feita na ficha clinica (APENDICE 2) e foi

utilizado a aplicag@o do seguinte indice:

3.6.1.1. Indice Periodontal Comunitario — IPC

Criado por Ainamo et al®"!

em 1982, ¢ um indice periodontal que avalia os
indicadores das condi¢des atuais do periodonto: Presenca de sangramento gengival, calculo
e bolsa periodontal.

Para realizar o exame foi utilizado a sonda IPC com esfera 0,5 mm na ponta a area
anelada em preto situada entre 3,5 e 5,5 mm da ponta. Outras duas marcas na sonda
permite identificar distancias de 8,5 mm e 11,5 mm da ponta do instrumento.

Dentes indices: 16, 11, 26, 36, 31 € 46.
Buscando facilitar a tabulagdo dos dados encontrados no IPC, estabeleceu-se um critério de
diagnostico sugerido por Pinto"®*!, no qual apenas a condigdo mais grave, ou seja, o escore

mais alto do individuo, foi levado em consideragdo. Pelo menos 6 pontos foram

examinados em cada um dos 10 dentes-indices, nas superficies vestibular e lingual,



abrangendo as regides mesial, média e distal. Os procedimentos de exame foram iniciados
pela area disto - vestibular, passando pela drea média e por fim, a area mésio — vestibular.
Consideragoes:

a) Quando ndo houve no sextante pelo menos dois dentes remanescentes e

ndo indicados para extragdo, o sextante foi cancelado.

b) O tempo de resposta a sondagem da gengiva inflamada é variado. A
OMS nao define um periodo de tempo para observagdo do sangramento
a sondagem. A Faculdade de Saude Publica da Universidade de Sao
Paulo (FSP-USP) recomenda um tempo de observagdo de 10 a 30
segundos, critério utilizado na maioria dos indices com essa categoria de
medida e recomendado também pelos pesquisadores que desenvolveram

o IPC.

Codigos:
0 — sextante higido;
1 — sextante com sangramento (observado diretamente ou com espelho, apds
sondagem);
2 — célculo (qualquer quantidade, mas com toda area preta da sonda visivel);
3 —bolsa de 4 a 5 mm (margem gengival na area preta da sonda visivel);
4 —bolsa de 6 mm ou mais (area preta da sonda ndo esta visivel)
X — sextante excluido

9 — sextante ndo examinado.

3.6.2. Escore de Syntax”

O calculo do escore Syntax”™ foi realizado por um tnico hemodinamicista membro
do grupo de estudo de forma cega e aleatoria. Utilizando a ferramenta do Syntax”.
Disponivel no site http://www.syntaxscore.com. Esta ferramenta € utilizada para graduar a
complexidade da doenca arterial coronaria (DAC) e vem sendo empregado para avaliar o

grau da doenga em pacientes portadores de DAC.



Dominance: right Current lesion: 1/1
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1y Click on the coronary tree image to select or unselect segments.
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Click here for segment definitions

Figura 1. Demonstragio da calculadora do Software Syntax Score®™

O SYNTAX (Synergy Between PCI With Taxus and Cardiac Surgery, Score ¢
calculado analisando 12 perguntas a respeito das caracteristicas da DAC em cada paciente.
As primeiras 3 perguntas determinam onde a DAC esta predominantemente localizada (CE
ou CD), assim como o nimero de lesdes e de segmentos vasculares envolvidos. As nove
perguntas restantes classificam a complexidade de cada lesdo significativa (=50% em vasos
de calibre >1,5mm). Isto inclui a informa¢do do comprimento, posi¢do e tortuosidade de
cada lesdo, ¢ se esta ocorre em bifurcagdes ou trifurcagdes. Os fatores tais como a
calcificagdo, trombos e presenca de doenca difusa ou calibre pequeno dos vasos também
sdo considerados. A soma da classificagdo individual de cada lesdo e¢ seu fator de
complexidade ¢ o SYNTAX Score geral do paciente.

O estudo SYNTAX, que deu origem ao escore, comparou desfechos clinicos tardios
de pacientes multiarteriais tratados com Intervengdo Corondria Percutinea (ICP) com
stents liberadores de paclitaxel e a cirurgia de revascularizagdo miocéardica. Com os
resultados desfavoraveis a ICP nos pacientes de mais alta complexidade anatomica,

.. ~ , . . .. , - [48
confirmou-se a hmltagao das técnicas intervencionistas nesse cenario [ ].



Uma contagem mais elevada do SYNTAX Score indica uma maior dificuldade
terapéutica e um grau potencialmente pior a curto e longo prazo. Os intervalos do escore
SYNTAX baixo (0 a 22), intermediario (23 a 32) e alto (>33), foram determinados baseado
na metodologia de estudos referenciais atuais: (Morice, et. al. (2010) "™ Farkouh et. al.
(2012)*4 | Park, et al. (2011) *°! Shiomi, et al (2012)"*°, Serruys, et. al (2009)*"), Head,
et. al (2012)*¥)- Patrick, et al (2009)™*7).,

3.72. Coleta do Material Bioldgico e Extracio do DNA

A coleta da amostra de sangue periférico foi realizada em veia do antebrago e
acondicionada em tubo de coleta hematologico, contendo EDTA K3 (4cido etileno

diaminotetracético tri-potdssico), para posterior extracdo de material gendmico.

3.6.3. Extra¢ao De Dna Gendmico

A extragdo do DNA foi realizada por kit de extragio de DNA da PROMEGA®. De

acordo com o protocolo abaixo descrito:

Lise celular: 1. Adicionar 300ul de sangue em tubo (1,5ml) contendo 900ul de Cell Lysis®
Solution®. Inverter o tubo e incubar por 10 min em temperatura ambiente; Inverter uma vez
em 5 min; 2. Centrifugar (13000 — 16000x) por 20s. Remover o sobrenadante com
micropipeta, deixando o “pellet” com 10-20 pl de residuo; 3.Utilizar o Vortex para
suspender as células brancas; 4. Adicionar 300ul de Nuclei Lysis Solution® no tubo e

pipetar para cima e para baixo para lisar as células.

Precipitagdo de proteinas: 1. Adicionar 100ul de Protein Precipitacion Solution®; 2.
Colocar no Vortex em velocidade alta por 20s; 3. Centrifugar (13000 — 16000x) por 3 min,

o precipitado de proteina vai formar um pellet marrom escuro.

Precipitacdo do DNA: 1. Colocar o sobrenadante contendo o DNA em tubo limpo

contendo 300ul de isopropanol (100%); 2. Inverter a amostra 50x até¢ o DNA ficar visivel.



3. Centrifugar (13000 — 16000x) por min. 4.Tirar o sobrenadante e limpar o tubo com
papel absorvente. Adicionar 300ul de etanol (70%). Inverter o tubo para lavar o DNA

pellet. 5. Limpar o tubo em papel e secar a amostra por 10-15 min.

Hidratagdo do DNA: 1. Adicionar 100u] de DNA Hydratation Solution® no DNA pellet. 2.
Deixar o DNA em temperatura ambiente (alternativamente 65 graus /1hora). 3. Estocar a 2-

8 graus celsius.

3.6.7. Determinacio do Polimorfismo do 7NF a (-308 A/G)

A andlise do polimorfismo da regido promotora do gene TNF, na posi¢dao -308
(G/A), foi realizada por Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em tempo real, através
da metodologia Tagman Genotyping Assays (ID:C 7514879 10). Para deteccdo das
variaveis polimorficas, utilizou-se a metodologia do PCR em tempo real, através da
detec¢do de mutacdes (Single nucleotidepolymorphism - SNP) usando o sistema
TAQMAN®, que consiste de uma técnica que utiliza sondas marcadas com fluorocromos
desenhadas especificamente para ser complementar a cadeia de DNA alvo em estudo. O
sistema funciona de forma que, uma sonda desenhada ¢ especifica para a mutacdo e outra
para o alelo selvagem. A sonda tem em sua estrutura molecular um Quencher, que inibe o
sinal emitido pelo fluorocromo ou reporter, assim que ocorre o pareamento e hidrélise da
sonda pela polimerase. Durante a PCR o composto fluorescente ¢ liberado e a
fluorescéncia captada pela maquina e analisada em um gréafico, sendo desta forma a
deteccdo da mutacdo ¢ observada. Este tipo de sonda possui uma tecnologia chamada de
MGB (Minor Groove Binder) a qual tem a capacidade de se ligar na cavidade menor do
DNA aumentando a especificidade. Foi utilizado o Rotor Gene 6000° (Corbett Research,
Australia).

4. COLETA DE DADOS PLANEJAMENTO DE ANALISES

A coleta de dados foi realizada por meio de andlise clinica periodontal, analise
laboratorial e célculo do escore de Syntax”. Estes dados foram descritos em uma ficha

clinica elaborada para o estudo (APENDICE2).



Foi explicado ao paciente como seria sua participagdo na pesquisa além da leitura e
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE 1).

Foi feita a categorizagdo dos diferentes grupos étnicos, e a classificagdo utilizada
foi a utilizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), que leva em
consideragdo a auto declaracdo do individuo, ou seja, foi perguntado se o individuo

considerava-se amarelo, branco, negro, pardo, ou sem registro.

4.1. Analise estatistica

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas pelo método de contagem
génica andlise da hipdtese do equilibrio genético de Hardy-Weinberg e a heterogeneidade
entre os pacientes. A existéncia de associagcdes entre variaveis categoricas foi realizada
utilizando o teste de x°.

Foram apresentadas as estatisticas descritivas por meio de frequéncias para as
varidveis categdricas e médias com suas respectivas variagdes para as varidveis
quantitativas. Os testes utilizados na comparacdo entre os grupos foi o teste de Qui-
Quadrado de Pearson na comparacdo das distribui¢des de frequéncia, e o teste t de student
na comparacao das médias. O teste de normalidade de Komogorov-Smirnov foi aplicado
para atender o pressuposto do teste das médias.

Observadas as caracteristicas que diferiram significativamente entre os grupos,
esses fatores foram considerados possiveis confundidores na associacdo do polimorfismo
com os eventos estudados, assim foi aplicado uma regressao logistica multivariada para o
ajuste da associacdo pelos fatores elegiveis. A significancia adotada no estudo foi de 5% (p

<0,05). O software utilizado na andlise foi o STATA versao 12.0.

5. CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi aprovado pelo comité de Etica e Pesquisas, via plataforma Brasil,
(CAAE 01721712.0.0000.5192) e esta sendo desenvolvido segundo os principios éticos da
Resolucdo 196/96 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10/10/96, onde os
pacientes, familiares e responsaveis receberdo informacdes claras e suficientes sobre a
natureza e objetivos deste estudo, e s6 sdo incluidos no mesmo apds a assinatura do Termo
de ConsentimentoLivre e Esclarecidopelo paciente, familiar e ou responsavel (APENDICE

1). Os materiais bioldgicos sdo utilizados especificamente para os propdsitos da pesquisa



ou, quando necessario, para complementar o diagnostico do paciente. A privacidade dos
pacientes ¢ garantida durante e depois de finalizado o estudo. Os resultados da pesquisa

serdo tornados publicos ap6s a finaliza¢do dos estudos propostos.

6. VIABILIDADE FINANCEIRA

Este projeto foi aprovado nos editais: FACEPE 2012 (Pedido de Bolsa de Pos-
Graduag@o — Processo: IBPG-0035-4.02/12) e APQ-FACEPE (edital 15/2012 — Processo:
1243-4.01/12).
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polimorfismo do gene TNF - a (-308)
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RESUMO

A Premissa para inter-relagdo entre Doenca Arterial Coronariana (DAC) e a
Doenga Periodontal (DP) é o processo inflamatdrio, que promove prote¢do aos tecidos,
restringindo os danos no local da infec¢@o ou injlria, mas possui efeitos deletérios quando
de forma exacerbada. O TNF-a participa da acelera¢do da aterogénese por meio da indugao
da expressio de VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina. Também reduz a
biodisponibilidade do 6xido nitrico nas células endoteliais e prejudica a vasodilatagdo
endotélio-dependente, promovendo disfun¢do endotelial. Além disso, provoca a apoptose
nas células endoteliais, contribuindo para a injuria endotelial. O objetivo deste trabalho ¢
verificar a existéncia da associagdo entre a gravidade da Doenga Arterial Coronariana
(DAC), a Doenca Periodontal (PD) e o papel do polimorfismo na regido promotora do
gene TNFa (-308). Participaram do estudo 422 pacientes com DAC, submetidos a
cinecoronariografia, destes 206 apresentaram DP + DAC e 216 apenas DAC. Nao houve
associagdo significativa entre a gravidade da DAC, estratificada pelo Escore SINTAX, e a
DP. (p>0,05). O polimorfismo na regido promotora do gene TNFa (-308) esta fortemente
associado a DP (OR = 4,01, 95% IC:2,25 — 7,18) e ndo estd associado a gravidade da
DAC.

Descritores: Descritores: Doenga da Artéria Coronariana, Doencas periodontais,

polimorfismos Genético.
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INTRODUCAO

A reagdo inflamatoria ¢ o mecanismo fisiopatologico basico em resposta a diversas
doengas, sendo representada por um conjunto de reagdes locais e gerais do organismo!'’. A
presenga de mediadores quimicos no processo inflamatorio faz com que a inflamacao
mantenha caracteristicas uniformes, mesmo sendo produzida por diferentes irritantes,
sendo que o aumento da permeabilidade vascular pode ser originado de mecanismos
diretos, em que o proprio agente agressor atua sobre a parede vascular ou indiretos em que
h4 agdo de mediadores quimicos'*!.

Por muitos anos, a fisiopatologia da Doenga Arterial Coronariana (DAC) era
considerada meramente um acumulo de lipidios na parede arterial. No entanto, nas ultimas
duas décadas, o crescente desenvolvimento no campo da biologia vascular tem esclarecido
que as lesdes aterosclerdticas sdo de fato uma série de respostas celulares e moleculares
altamente especificas e dindmicas, essencialmente inflamatérias por natureza ™!,

A reagdo inflamatoria/proliferativa na parede vascular aumenta a secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias primarias, como a interleucina (IL1) e o fator de necrose
tumoral Alfa (TNFa). Elas sdo responsaveis pela expressdo de moléculas de adesdo
leucocitaria, pela molécula de adesao intercelular (ICAM)-1 e P-, E-, L-selectinas e pelo
aumento de substancias quimiotaticas (proteina quimiotatica de mondcitos [MCP]-1 e fator
estimulador de colonia de macréfagos [M-CSF], ambas amplificadoras da cascata
inflamatéria) .

O TNF-a participa da aceleragdo da aterogénese por meio da indugdo da expressao
de VCAM-1, ICAM-1, MCP-1 e E-selectina. Também reduz a biodisponibilidade do 6xido
nitrico nas células endoteliais e prejudica a vasodilatacio endotélio-dependente,
promovendo disfuncdo endotelial. Além disso, provoca a apoptose nas células endoteliais,
contribuindo para a injuria endotelial ",

A Doenga Periodontal conduz ao aumento de mediadores inflamatorios que
promovem inflamacao cronica endotelial (manifestada por meio da elevagdo da Proteina C
Reativa - PCR), sugerindo que o processo inflamatdrio possa contribuir para vasoespasmo
e trombose *1. Assim, marcadores de inflamagdo sistémica estio elevados e apresentam
reducdo apos tratamento especifico da DP, o que pode ser observado na melhora da
disfuncdo endotelial associada a reducdo dos niveis de PCR. Dessa forma, quanto mais

disseminada a infecc¢do pelos tecidos de sustentacdo dentéria, maior a area de exposicao ao

sistema vascular®,



METODOLOGIA

Estudo de corte transversal de carater analitico, com comparacdo de grupos. O
plano de recrutamento foi consecutivo. Foram alocados 422 pacientes atendidos no Pronto
Socorro Cardiologico de PE Prof. Luiz Tavares - PROCAPE, com idade entre 30 a 65
anos, com diagndstico de Doenga Arterial Coronariana (DAC) submetidos a
cinecoronariografia. A determinacdo clinica do estado periodontal foi feita por exame
objetivo em todos os dentes permanentes em oclusdo, com excegdo dos terceiros molares
através do Indice Periodontal Comunitario (IPC). Para realizar o exame periodontal foi
utilizada a sonda IPC com esfera 0,5 mm na ponta e drea anelada em preto situada entre
3,5 e 5,5 mm da ponta. Para definicdo do grau de complexidade da (DAC) foi utilizado o
calculo do escore SYNTAX realizado por um unico hemodinamicista, membro do grupo
de estudo, de forma cega e aleatdria. Os intervalos do escore SYNTAX foram
determinados baseados na metodologia de estudos referenciais, sendo considerado escore
baixo de (0 a 22), intermediario de (23 a 32) e alto (>33).

Foram excluidos do estudo pacientes que estavam sendo tratados com agentes anti-
fator de necrose tumoral ou com imunossupressores; pacientes revascularizados (por ja
terem removido placas de ateroma anteriormente); edéntulos (por impossibilitar a
aplicagdo do indice); fumantes, ndo brasileiros e fora da faixa etaria considerada de risco
para a DAC, entre 30 e 65 anos.

A coleta da amostra de sangue periférico foi realizada em veia do antebraco e
acondicionada em tubo de coleta hematoldgico, contendo EDTA K3 (acido etileno
diaminotetracético tri-potdssico). A extragdo do DNA foi realizada por kit de extragdo de
DNA da PROMEGA® de acordo com o protocolo estabelecido pelo fabricante. A analise
do polimorfismo da regido promotora do gene TNF, na posi¢do -308 (G/A), foi realizada
por PCR em tempo real, através da metodologia Tagman Genotyping Assays (ID:
C 7514879 10).

As frequéncias alélicas e genotipicas foram estimadas pelo método de contagem
génica, analise da hipotese do equilibrio genético de Hardy-Weinberg e a heterogeneidade
entre os pacientes. A existéncia de associagcdes entre variaveis categoricas foi realizada
utilizando o teste de x> de Pearson na comparagio das distribui¢des de frequéncia, e o teste
t de student na comparagdo das médias. Foi aplicado o teste de normalidade de
Komogorov-Smirnov. Foi aplicada uma regressao logistica multivariada para o ajuste da

associacdo pelos fatores elegiveis. A significancia adotada no estudo foi de 5% (p < 0,05).



O software utilizado na andlise foi o STATA versdo 12.0. Este trabalho foi aprovado pelo

comité de Etica e Pesquisas, via plataforma Brasil, (CAAE 01721712.0.0000.5192).

RESULTADOS

A amostra encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Participaram do estudo
422 pacientes com DAC, destes 206 apresentaram doenga periodontal, o que corresponde a
uma prevaléncia de 48,8% (44,0 — 53,6) (tabela 1). A média de idade dos pacientes foi de
56,3 anos, a maioria do sexo masculino (60,2%). Todos os 422 pacientes declararam-se ser
brasileiros, filhos e netos de brasileiros. Quanto aos antecedentes clinicos, 23,3% eram ex-
tabagistas, a frequéncia de diabéticos foi de 32,5%, de hipertensos foi de 70,1%, a
prevaléncia de insuficiéncia renal entre os pacientes com DAC foi de 5,5%, enquanto que
1/3 dos pacientes apresentavam dislipidemia. Apenas 2,4% dos pacientes apresentavam
infecgdes sistémicas. 17,8% dos pacientes eram obesos, destes 12,8% apresentavam grau [
e 5% apresentavam grau Il e III de obesidade.

Comparando os grupos com e sem DP aos fatores bioldgicos, ndo houve diferenga
estatistica significativa (p > 0,05) em nenhum dos fatores (tabela 2). Observou-se diferenca
significativa em relacdo ao tabagismo, pois, diferentemente do grupo que nunca fumou,
houve uma maior frequéncia de ex-tabagistas (29,1%) no grupo com doenca periodontal,
quando comparado ao grupo sem doenga periodontal (17,7%), sendo um fator que foi
controlado, com andlise multivariada, na associacdo da doenca periodontal com o
polimorfismo, da mesma forma com a idade, por ser um fator bioldgico importante a ser
controlado no estudo de doengas cronicas, e o risco da doenga cardiovascular que obteve
uma associacdo limitrofe (p < 0,20). 64% dos pacientes tem sindrome coronariana cronica.
Quanto ao score do Syntax, 91,9% apresentavam escore baixo ou minimo (0 a 22); 7,1%
apresentavam escore intermediario (23 a 33); e apenas 1% escore alto (>33). Nao houve
diferenga estatisticamente significante quando comparados o escore do Syntax da DAC
entre os pacientes com e sem PD.

A frequéncia do polimorfismo na regido promotora do gene 7NF-o (— 308) esta
fortemente associada com a DP (OR= 4,01, IC 95%, 2,25 — 7,18, p<0,001), risco esse
independente da idade, condi¢do de tabagismo e classificacdo de gravidade da DAC

(Tabela 3). Nao houve significancia estatistica na associagdo da gravidade da DAC e a



presenca do polimorfismo, foi observado uma frequéncia semelhante do polimorfismo no
grupos com Score SINTAX baixo e intermedidrio/alto (tabela 4). A associacdo foi ajustada
segundo as varidveis que tiveram diferenga estatistica significativa quando comparados os
grupos com escore SYNTAX baixo e escore SYNTAX intermediario/alto, apresentando
diferenga significativa a idade e sexo entre os fatores bioldgicos e condi¢ao de diabetes e

dislipidemia entre os fatores relacionados aos antecedentes clinicos (Tabela 5).

DISCUSSAO

As observagdes em nosso estudo confirmam semelhantes resultados com o trabalho
de Mujapara et al (2009) ) que demonstra a prevaléncia do género masculino na doenga
arterial coronariana (3:1) e média de idade entre os 40-60 anos. Em nosso trabalho a média
de idade foi de 56,3 anos, com (60,2%).do género masculino.

No presente estudo ndo houve diferenga estatistica quando comparados os escores
SYNTAX da DAC entre os pacientes com e sem doenca periodontal (tabela 2). Alguns
autores alertam que a relagdo entre a doenga arterial coronariana e a doenga periodontal
pode ser confundida com fatores de risco comuns entre ambas, tais como fatores
ambientais (tabagismo, diabetes, estresse) e alteragdes da resposta imune '’ Outros

pesquisadores acreditam que a doenca periodontal tem ligagdo com as seguintes doengas

[14, 15 16, 17]
b

sistémicas: doengas cardiovasculares!'' ), diabete mellitus 1 artrite reumatéide !

: 18, 19 . A 1
obesidade ["* "1 ¢ a carcinogénese ",

Nosso estudo corrobora o de Carin, et al (2013)?"

que avaliaram a condigdo
periodontal em 161 pacientes com DAC e 162 controles, sem histéria de DAC. Oito anos
depois, reexaminaram 126 pacientes com DAC e 121 controles e concluiram que ndo
foram encontradas correlagdes significativas entre os pacientes com ou sem DAC com a
DP.

Os resultados encontrados por Resh et al (2007)" diferem do nosso, eles
analisaram a relagdo entre a DP e Sindrome Coronariana Aguda (SCA) para averiguar a
associagdo entre a DP e periodontite em pacientes com SCA, com uma amostra de 115
pacientes, concluiram que houve associa¢dao independente entre periodontite (forma mais
grave da DP) e SCA. *'. Da mesma forma o estudo realizado por Emingil et al. (2000) **!
sugere que a presenca de DP induziria uma resposta inflamatoéria sist€émica, resultando em

niveis séricos elevados de marcadores inflamatérios como o TNF-a, as interleucinas € a

PCR, creditando a esses a possibilidade de instabilizacdo de lesdes aterosclerdticas e



23,24]

eventos ateroscleroticos'”**!. Entretanto, sdo limitadas e discutiveis as evidéncias que

relacionam de maneira conclusiva esses fendmenos >,

Ha que considerar que tanto a DAC quanto a DP sdo doengas multifatoriais, sendo
a analise detalhada dos resultados obtidos, considerando a prevaléncia de outros fatores de
riscos nos grupos de DAC, importante de ser considerada. Estudos publicados demonstram
que aproximadamente 70% dos pacientes com sindrome coronariana Aguda fatais e ndo-

22,2 ~ .
2"l Em nosso estudo, mesmo com a exclusio dos tabagistas

fatais sdo tabagistas '
observou-se que, entre os grupos (ndo fumante, e ex-tabagistas), houve diferenca
significativa em relacdo ao tabagismo, pois, diferentemente do grupo que nunca fumou,
houve uma maior frequéncia de ex-tabagistas (29,1%) no grupo com doenca periodontal,
quando comparado ao grupo sem doenca periodontal (17,7%).

O escore SYNTAX variou de até¢ 52,5 pontos, houve predominio de pacientes com
escore SYNTAX baixo (0 a 22) 91,9%, enquanto que 7,1% apresentavam escore
intermediario (23 a 32) e apenas 1% escore alto (>33) para a doenga coronariana. Nosso

resultados corroboram o estudo de Barbosa, et al (2012) **

eles avaliaram o impacto do
escore SYNTAX na estratificacdo de risco apos intervencao corondria percutanea - (IPC)
em pacientes nao-selecionados e encontraram que 222 (94,8%) pacientes tiveram escore
baixo (0 a 22), 11 pacientes (4,7%) tiveram escore SYNTAX intermedidrio, e somente 1
paciente (0,4%) teve escore SYNTAX elevado, concluindo que o escore SYNTAX ¢ util
em prever a ocorréncia de eventos cardiacos adversos maiores - (ECAM) em pacientes
p6s-ICP tratados na pratica clinica diaria.

A ferramenta do Syntax foi criada para auxiliar na escolha do tipo de tratamento
escolhido para tratar a DAC, mas devido a eficidcia desse escore na segregacdo de

2930311 54 o utilizam para correlacionar a gravidade da

gravidade da DAC, alguns estudos
DAC com outras doengas, o estudo de Abali et al (2013) ! por exemplo, utilizou o
escore SYNTAX para avaliar relacdo entre volume médio de plaquestas (MVP) e a
severidade da aterosclerose coronaria em pacientes com diabetes mellitus (DM) e CAD.

)31

Da mesma forma o estudo de Altun, et. al (2013 examinou a associa¢do entre a alta

troponina T sensivel (hs- TNT) e de neutrdfilos a relacdo de linfocitos (NLR) e a
complexidade da sindrome coronariana aguda (SCA) avaliada por SYNTAX Score e
encontrou que hs-TNT e NLR foram significativamente correlacionados com a severidade
angiografica da SCA. Nesse estudo os autores encontraram no escore Syntax alto (>32) um
grande numero de pacientes (n = 45), talvez porque sua amostra (n = 287) foi composta por

215 (75%) pacientes do género masculino.



Em nosso estudo ndo houve diferenca significativa, estatisticamente, quando
comparados o escore SYNTAX da DAC entre os pacientes com e sem Doenga Periodontal.
Nao ha na literatura estudos que relacionem a DAC com a doenga periodontal utilizando o
escore SYNTAX. Griva, et. al (2010)®?! avaliou a associagio entre o nivel de alguns
marcadores circulantes e a extensdo da DAC, eles estudaram 128 pacientes com formas
estaveis de doenga coronaria. Os maracadores MCP-1, MMP-3, sCD40L ¢ sTNFR2 foram
medidos por ELISA e a classificacdo angiografia coronaria foi realizada utilizando o
escore SYNTAX. A MMP-3 foi o tinico marcador dos estudados que obteve significancia
estatistica quando relacionado com os resultados do SINTAX Score. E necessario observar

1321 5s autores ndo utilizaram os intervalos do SINTAX Score

também que nesse estudo
preconizados na literatura e utilizados por Morice, ef. al. (2010) P** Farkouh er. al.
(2012)P% | Park, et al. (2011) ©*°!, Shiomi, et al (2012)*°), Serruys, et. al (2009)*", Head,
et. al (2012)P" ¢ Patrick, et al (2009)P"). Eles dividiram a amostra em dois grupos, um
com o escore SYNTAX> 0, e outro com o escore SYNTAX = 0.

S6 ¢ possivel estimar a frequéncia do polimorfismo da regido promora do gene
TNF-a(-308) através do grupo controle de estudos do polimorfismo do TNF-a realizados
em populagdo brasileira, pois no banco de dados do NCBI ndo ha referéncias da frequéncia
desse polimorfismo em brasileiros (SPN for: rs 1800629). Sabe-se que a frequencia
gendtipo AA na regido promotora do gene TNF-o (308) fica em torno de 0,01 (1%) em
Europeus e cerca de 0,03 (3%) em Asiaticos. Isso explica a neccessidade de estudos com
grande amostra populacional para fazer associagoes com esse polimorfimo.

Na analise da associagdo da gravidade da DAC e a presenca do polimorfismo nao
houve significancia estatistica, onde se observa uma frequéncia semelhante do
polimorfismo quando comparados os grupos de pacientes com SYNTAX baixo (0 a 22) e
os pacientes com escore SYNTAX intermedidrio (23a33)/alto(>33) (tabela 5). Esses

resultados niio corroboram a meta andlise realizada por Zhang, et al (2011)*"

gue mostrou
que o portador do polimorfismo do gene TNF- a conferiu 1,5 vezes maior risco de
desenvolvimento de doenga arterial coronariana (+ AA AG vs GG, OR = 1,50, 95% CI:
1,23-1,77 ) na populagdo caucasiana .

A presenga do polimorfismo na regido promotora do gene TNF-o (—308) ¢
fortemente associada com a Doenga Periodontal (p<0,001) (Tabela 3). Estatisticamente
(OR = 4,01, 95% IC :2,25 — 7,18) a presenga do polimorfismo confere uma chance 4,01

vezes maior de o individuo brasileiro desenvolver DP, risco esse independente da idade,

condi¢do de tabagismo e classificacdo da gravidade da DAC. Contudo, ¢ necessario cautela



com essa afirmagdo, pois o TNF-a e a genética, no geral, sdo apenas partes integrantes de
uma série de fatores que conduzem a DP, mas tem demonstrado ser parcela relevante.

Nossos resultados sdo semelhantes ao estudo de Trombone et. al (2009) ! que
investigaram os efeitos do polimorfismo do gene 7NF-a (308G/A) e de
periodontopatégenos nos tecidos periodontias de pacientes com periodontite cronica (n =
127) e no controle ( n = 177). Eles encontraram que o polimorfismo do TNF-a esta
independentemente associado com aumento dos niveis de TNF-a em tecidos doentes com
periodontite cronica e, por conseguinte, estdo potencialmente envolvidos na determinacao
da doenga periodontal '],

Song et al (2013)* realizaram uma meta analise com o objetivo de determinar se o
polimorfismo do TNF-a (-308 A/G) e da interleucina -6 (IL-6) conferem susceptibilidade a
periodontite em diferentes populagdes, e encontraram resultados semelhantes ao do nosso
estudo, ele concluiram que o alelo A no polimorfismo do TNF-a (-308) foi associado a
periodontite em populacdes brasileiras, asidticas e turcas (OR = 0,637, IC de 95% = 0,447-
0,907, p=10,013 ; OR = 0,403 , 95 % IC = 0,204-0,707 , p = 0,009 ; OR = 1.818 , 95, IC
% = 1,036-3,189 , p = 0,037 ). O polimorfismo do gene IL - 6 (-572G/C) pode estar
associado com susceptibilidade a periodontite em europeus.

Ja o estudo de Moreira et al(2009)*! ndo corrobora o nosso estudo, eles
investigaram a associacdo entre os polimorfismos genéticos da IL10 (-1082) e TNF-o. (-
308) com diferentes formas clinicas ou severidade da periodontite em trés grupos: com
periodontite agressiva (PA, n=55), periodontite cronica (PC, n=67) e grupo controle (C,
n=43). Concluiram que os polimorfismos na regido promotora do gene ILI0 e TNF
investigados ndo estdo associadas a diferentes formas clinicas de periodontite ou com a

gravidade da doenga nos polimorfismos populacionais brasileiros.



TABELAS

Tabela 1. Prevaléncia de doenca periodontal, gravidade da doenca coronariana e
polimorfismo na regiio promotora — 308 do gene TNF-a na populacio de pacientes

com Doenca Arterial Coronariana.

N Num.ero de Prevaléncia Intervalo de confianca
Variaveis pacientes (%) (95%)
(n =422)
Doenca periodontal
Presenca 206 48,8 44,0 - 53,6
Auséncia 216 51,2 46,4 — 56,0
Risco da doen¢a coronariana*
Baixo 387 91,9 89,3 -94,5
Intermadiario 30 7,1 4,7-9,6
Elevado 4 1,0 0,02-1,9
Polimorfismo gene TNF-a
AA 3 0,7 0,0-1,5
AG 79 18,7 15,0 - 22,5
GG 340 80,6 76,8 — 84,3

Analise descritiva dos pacientes.

Tabela 2. Caracterizacdo dos pacientes segundo a condicio de Doenca Periodontal

(DP) na populacio de pacientes com Doenca Arterial Coronariana (DAC)

Todos os

Com doenca

Sem doenca

Caracteristicas pacientes peridontal peridontal p-valor
Nimero de pacientes 422 206 216 -
Biologicas
Idade (média * dp) 56,3+8,3 56,8 £7,8 55,8 +£8,7 0,217
Sexo
Feminino 168 (39,8%) 79 (38,3%) 89 (41,2%) 0,549
Masculino 254 (60,2%) 127 (61,7%) 127 (58,8%)
Etnia
Branco 211 (50,0%) 98 (47,6%) 113 (52,3%) 0,372
Pardo 132 (31,3%) 64 (31,5%) 68 (31,5%)
Negro 79 (18,7%) 44 (21,4%) 35 (16,2%)
Antecedentes clinicos
Tabagismo
Ex-tabagista 98 (23,3%) 60 (29,1%) 38 (17,7%) 0,005
Nao tabagista 323 (76,7%) 146 (70,9%) 177 (82,3%)
Diabetes
Sim 137 (32,5%) 70 (34,0%) 67 (31,0%) 0,516
Nao 285 (77,5%) 136 (66,0%) 149 (69,0%)
Hipertensio
Sim 296 (70,1%) 147 (71,4%) 149 (69,0%) 0,594
Néo 126 (29,9%) 59 (28,6%) 67 (31,0%)
Insuficiéncia renal
Sim 23 (5,5%) 10 (4,8%) 13 (6,0%) 0,598
Nao 399 (94,5%) 196 (95,2%) 203 (94,0%)
Dislipidemia
Sim 142 (33,6%) 73 (35,4%) 69 (31,9%) 0,448
Nao 280 (66,4%) 133 (64,6%) 147 (68,1%)

Infeccdes sistémicas



Sim 10 (2,4%) 6 (2,9%) 4 (1,8%) 0,474
Nio 412 (97,6%) 200 (97,1%) 212 (98,2%)
Obesidade
Nio 347 (82,2%) 165 (80,1%) 182 (84,3%) 0,460
Sim
Grau I 54 (12,8%) 29 (14,1%) 25 (11,6%)
Grau II 10 (2,4%) 7 (3,4%) 3 (1,4%)
Grau III 11 (2,6%) 5(2,4%) 6 (2,8%)
Relacionada a DAC
Sindrome coronariana
Aguda 152 (36,0%) 70 (34,0%) 82 (38,0%) 0,394
Cronica 270 (64,0%) 136 (66,0%) 134 (62,0%)
Risco da doenc¢a coronariana
Baixo 387 (91,9%) 187 (91,2%) 200 (92,6%) 0,117
Intermadiario 30 (7,1%) 14 (6,8%) 16 (7,4%)
Elevado 4 (1,0%) 4 (2,0%) 0(-)

Associagdo estatisticamente significante (p < 0,05)

Tabela 3. Associacio de doenca periodontal com o polimorfismo na regiio promotora

— 308 do gene TNF-a na populacio de pacientes com Doenca Arterial Coronariana.

Com doenca

Sem doenca

3 (1) o, %
Polimorfismo ol ol OR (IC(95%)) OR (IC(95%))
Regido promotora — 308
GG 145 (70,4%) 195 (90,3%) 1,0 1,0
3,97 (2,29 — 6,88) 4,04 (2,23 -17,29)
o, 0
AG 59 (28,6%) 20 (9,3%) p < 0,001 p < 0,001
2,69 (0,24 — 29.,9) 2,54 (0,19 — 34,3)
0, o,
AA 2 (1,0%) 1 (0,5%) p=0421 p = 0,483
AA/AG 61 (29,6%) 21 (9,7%) 3,91 (2,27-6,71) 4,01 (2,25-17,18)
p <0,001 P < 0,001

* Associagao ajustada por idade, tabagismo, e escore da Doenga Arterial Coronariana - DAC

Tabela 4. Associacio de Doenca Arterial Coronariana com o polimorfismo na regiao

promotora — 308 do gene TNF-a

Risco
Polimorfismo intermediario Baixo risco OR (IC(95%)) OR (IC(95%))*
/elevado
Regido promotora — 308
GG 27 (79,4%) 313 (80,6%) 1,0 1,0
0 o 1,13 (0,47 —2,70) 1,48 (0,59 —3,71)

AG 7 (20,6%) 72 (18,6%) p= 0,788 p= 0399
AA 0() 3 (0,8%) Nao calculado Nao calculado
AA/AG 7 (20,6%) 75 (19,4%) 1,08 (0,45 —-2,57) 1,36 (0,55 - 3,39)

p = 0,865

p = 0,505

* Associagdo ajustada por idade, sexo,

condi¢ao de diabetes e dislipidemia



Tabela 5. Caracterizacio dos pacientes segundo Scores SINTAX.

Score Syntax

Score Syntax

Caracteristicas Tot!os 08 intermediario/elevado Baixo risco p-valor
pacientes (23 2 33)/ (>33) (02a22)
Nimero de pacientes 422 35 387 -
Biologicas
Idade (média + dp) 56,3 +£8,3 60,1 £7,0 55,9+8,4 0,005"
Sexo
Feminino 168 (39,8%) 7 (20,6%) 161 (41,6%) 0,016
Masculino 254 (60,2%) 27 (79,4%) 226 (58,4%)
Etnia
Branco 211 (50,0%) 20 (58,8%) 190 (49,1%) 0,449
Pardo 132 (31,3%) 10 (29,4%) 122 (31,5%)
Negro 79 (18,7%) 4 (11,8%) 75 (19,4%)
Antecedentes clinicos
Tabagismo
Sim 98 (23,3%) 9 (26,5%) 88 (22,8%) 0,626
Néo 324 (76,7%) 25 (73,5%) 298 (77,2%)
Diabetes
Sim 137 (32,5%) 19 (55,9%) 117 (30,2%) 0,002°
Néo 285 (77,5%) 15 (44,1%) 270 (69,8%)
Hipertensao
Sim 296 (70,1%) 23 (67,5%) 272 (70,3%) 0,747
Néo 126 (29,9%) 11 (32,5%) 115 (29,7%)
Insuficiéncia renal
Sim 23 (5,5%) 1 (2,9%) 22 (5,7%) 0,500
Néo 399 (94,5%) 33(97,1%) 365 (94,3%)
Dislipidemia
Sim 142 (33,6%) 17 (50,0%) 124 (32,0%) 0,033"
Néo 280 (66,4%) 17 (50,0%) 263 (68,0%)
Infeccdes sistémicas
Sim 10 (2,4%) 1 (2,9%) 9(2,3%) 0,821
Néo 412 (97,6%) 33(97,1%) 378 (97,7%)
Obesidade
Néo 347 (82,2%) 31(91,2%) 315 (81,4%) 0,109
Sim
Grau I 54 (12,8%) 1 (2,9%) 53 (13,7%)
Grau 11 10 (2,4%) 2 (5,9%) 8 (2,1%)
Grau III 11 (2,6%) 0(@-) 11 (2,8%)
Relacionada a DAC
Sindrome
coronariana
Aguda 152 (36,0%) 11 (32,3%) 141 (36,4%) 0,635
Cronica 270 (64,0%) 23 (67,7%) 246 (73,6%)

Associagao estatisticamente significante (p < 0,05)
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8.0 LIMITACOES DO ESTUDO

O presente estudo avaliou de modo isolado apenas uma das varias carateristicas
genéticas que podem influenciar no comportamento da DAC e DP, sendo assim, outras
caracteristicas genéticas ndo avaliadas, além dos proprios fatores externos podem estar
envolvidos no curso da inflamag¢do e nos resultados encontrados. Estudos que avaliem a
relacdo entre a DAC e DP com outros marcadores moleculares, bem como, a dosagem das
citocinas avaliadas permitirdo um melhor manejo clinico das doencas, por isso devem ser

incentivados.

9.0 CONCLUSAO

Nao houve associagdo significativa entre a gravidade da DAC, estratificada pelo
Escore SINTAX, e a doencga periodontal (p>0,05). O polimorfismo na regido promotora
do gene TNFa (-308) esta fortemente associado a doenga periodontal (PD) (OR = 4,01,
95% IC:2,25 — 7,18) e nio esté associado a gravidade da DAC.
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11. APENDICE 1



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolucdo n? 196/96 — Conselho Nacional de Saude

O(a) Sr(a) foi selecionado(a) e estd sendo convidado(a) para participar da pesquisa
intitulada Associacdo entre Doencga Arterial Coronariana e a Doenc¢a periodontal: Papel do
Polimorfismo — 308 G/A do gene TNF a.Tendo como pesquisadora a aluna do mestrado de
Ciéncias da Saude da Faculdade de Medicina de Pernambuco da Universidade de Pernambuco —
FCM/UPE e cirurgia-dentista CRO — PE 9574, Pérola Michelle Vasconcelos Caribé.

O objetivo desta pesquisa é analisar,se existe associagdo da modificacdo de um gene
especifico com o pior desenvolvimento da Doenca no coracdo e agravo da Doenca Periodontal
(doenga nas estruturas de suporte dos dentes). Com a finalidade de que este conhecimento
contribua para melhor conducdo no tratamento/e ou prevencdo da Doenca Arterial Coronariana e
Periodontal.

Para realizacdo desta pesquisa o Sr(a) participara de uma consulta odontoldgica inicial,
onde sera realizado uma entrevista seguida por um exame clinico intra-bucal, no qual serdo
avaliadas as estruturas que sustentam seus dentes e averiguado a presenca/ou auséncia de
doenca periodontal. Sera realizada coleta de sangue por puncdo periférica da veia do antebraco
para realizacdo de exames laboratoriais no estudo do gene de uma proteina que o corpo humano
produz, chamada TNF.

Esta pesquisa oferece baixosriscos previsiveis, como:desconfortos ao passar algum tempo
com a boca aberta para a realizagdo do exame intra-bucal e na puncdo da amostra de sangue
pode-se sentir dor, sensacdo de desmaio e hematomas no local da retirada de sangue.

Os dados obtidos nesta pesquisa serdao confidenciais e serdo utilizados apenas NESTA
pesquisa e os resultados divulgados em eventos e/ou revistas cientificas. Em nenhum momento
sera divulgado o seu nome em qualquer fase do estudo.

Sua participacdo é voluntaria. O senhor (a) esta livre para interromper a sua participa¢do na
pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma forma de prejuizo. Ndo ha nenhum custo ou
quaisquer compensac¢des financeiras. Este termo serd assinado em duas vias e o(a) Sr(a)
recebera uma das vias originais.Caso necessite, havera ressarcimento de despesas de transporte,

e alimentag&o. O(a) Sr(a) tem direito a indenizagéo se julgar que incorreu em danos durante sua
participacédo nesta pesquisa

Pérola Michelle Vasconcelos Caribé Dr. Dario Celestino Sobral Filho
(pesquisadora) (Orientador)
Telefone celular (81)9283-8338

Email: perolamichelle@hotmail.com

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO e estou de acordo em
participar do estudo proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer momento, sem
sofrer qualquer puni¢do ou constrangimento.

Sujeito da Pesquisa:

(assinatura)

CONTATO CEP UPE: Fatima Barreto Soares Fone: 3183-3775



11.1. APENDICE 2

Nome:

Género M( ) F( )

Data de nascimento:

Grupo Etnico: (1)Branco (2)Amarelo (3)Negra (4)Parda (5)Indigena (6)Sem registro

Nacionalidade:

Historico Médico:

Naturalidade: Pai: Avos:

S( ) N( ) Diabettes (com diagndstico hd mais de 5 anos)
S( ) N( ) Hipertensao Arterial (Com diagnostico ha 5 anos)

S( ) N( ) Insuficiéncia Renal Cronica

S( ) N( ) Dislipidemia
S( ) N( ) Infeccoes sist€micas
S( ) N( ) Obesidade (IMC>30)

S( ) N( ) Fumo (Serdo excluidos fumantes de um mago de cigarro por semana, nos

ultimos 3 anos, pelo menos)

Doenga Arterial Coronariana: Diagnostico Atual

Sindrome Coronariana () Aguda

( ) Cronico

(A)( ) Angina Instavel

(A.) () Clinico (dor)

(B)( ) Sindrome Intermediéria

(B.) () Alteragoes de ECG

©(C ) IAM

(C.) () Alteragdes de Enzimas

Se aguda, tempo de inicio da dor:

Exames/Resultados

Hemoglobina Glicada:

Glicemia em Jejum:

Glicose:

Peso e Altura:

Uréia:

Pressao Arterial:

Creatinina;

Esta tomando alguma medicac¢do:

Colesterol Total:

HDL:

LDL:

VLDL:

Triglicerideos:

Score Sintax:

Nivel Doenca Periontal:
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GRAU DE MOBILIDADE DENTARIA=1( ); 2( ); 3()

INCIDE PERIODONTAL COMUNITARIO - IPC

Codigo 0 Sextante higido;

Cadigo 1 Sextante com sangramento(observado
diretamente ou com espelho, apds sondagem);

Codigo 2 Calculo (qualquer quantidade, mas com toda area
preta da sonda visivel);

Codigo 3 Bolsa de 4 a Smm (margem gengival na area preta
da sonda visivel)

Codigo 4 Bolsa de 6 mm ou mais (area preta da sonda ndo
esta visivel);

Codigo X Sextante excluido

Codigo 9 Sextante ndo examinado

SEXTANTE | 1 2 |3 4 5 6

CODIGO
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