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RESUMO

As doencgas periodontais (DP) sdo condi¢des infectoinflamatérias multifatoriais,
que tem no biofilme dental sua etiologia primaria, atinge mais de 70% da
populagdo mundial e podem influenciar na saude geral do organismo. Outra
doenca inflamatdéria com alto indice de incidéncia e que se tornou um problema
de saude publica é a aterosclerose. Autores sugerem que a exposi¢ao sistémica
a infecgdes pode resultar na liberacdo de citocinas inflamatorias, que alteram o
metabolismo lipidico, promove a hiperlipidemia, a hiperglicemia e a oxidagao de
lipideos; agindo como fator de risco para as doengas cardiovasculares (DCV).
Neste estudo foram analisados indices dos componentes sanguineos;
realizando uma analise comparativa dos dados obtidos por meio de exames
laboratoriais e analise plasmatica de LDL oxidado. Este estudo contou com 60
pacientes voluntarios. Sendo que, 30 pacientes com historia prévia de DCV,
foram provenientes do Consorcio Intermunicipal de Saude (CIS) 52 Regional de
Saude do Centro-Oeste do Parana; todos em tratamento. E 30 sem DCV foram
provenientes da clinica odontoldégica S.M.M. Foram divididos em 4 grupos.
Grupo SS 15 pacientes sem DP e sem DCV (controle). Grupo CC 15 pacientes
com DP e com DCV. Grupo CS 15 pacientes com DP e sem DCV. Grupo SC 15
pacientes sem DP e com DCV. Foi considerado p<0,05. Nao foram verificadas
diferencgas significativas para indice de leucécitos, plaquetas, HDL, triglicerideos
e na quantificagcao de colesterol oxidado entre os grupos. O grupo CC apresentou
o menor indice de colesterol total com diferenga significativa com o grupo CS
p=0,0247. Para niveis de LDL o menor indice foi apresentado pelo grupo CC com
diferencgas significativas com os grupos CS p=0,0147 e SC p=0,0359. Também
foram verificadas diferengas significativas no indice de glicose onde o grupo CC
apresentou o maior indice entre os grupos com diferengas significativas com os
grupos CS p=0,0259 e SS p=0,0043.

Palavras- chave: Periodontite, aterosclerose, biofilme, citocinas, colesterol.



ABSTRACT

Periodontal diseases are chronic conditions infectius inflammatory, multifactorial,
which has the biofilm its primary etiology, affects 70% of the population and may
influence the overall health of the body. Another inflammatory disease with a high
incidence rate and that has become a public health problem is atherosclerosis.
Authors suggest that systemic exposure to infections may result in the release of
inflammatory cytokines, which alter lipid metabolism, promotes hyperlipidemia,
hyperglycemia and lipid oxidation; acting as a risk factor for cardiovascular
disease (CVD). This study analyzed levels of blood components; conducting a
comparative analysis of data obtained through laboratory tests and plasma
analysis of oxidized LDL. This study included 60 volunteer patients. And, 30
patients with a history of CVD were from the Intermunicipal Consortium of Health
(CIS) 5th Regional Health Center West of Paran4; all in treatment. And 30 without
CVD were from the dental clinic SMM They were divided into 4 groups. Group
SS 15 patients without PD and without CVD (control). Group CC 15 patients with
PD and CVD. Group CS 15 PD patients without CVD. Group SC 15 patients
without PD and CVD. It was considered p <0.05. No significant differences were
observed for leukocyte, platelets, HDL, triglycerides index and quantitation of
oxidized cholesterol between groups. The CC group showed the lowest total
cholesterol index with a significant difference with the CS group p = 0.0247. For
LDL levels the lowest index was presented by the CC group with significant
differences with CS groups p = 0.0147 and SC p = 0.0359. Significant differences
were also found in the glucose index where the CC group had the highest rate
among the groups with significant differences with CS p = 0.0259 and p SS
groups = 0.0043.

Key words: Periodontitis; Atherosclerosis; Plague; Cytokines; Cholesterol.
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1. INTRODUGAO

As doencas periodontais (DP); termo este que se refere tanto a gengivite
quanto a periodontite, compreendem um grupo de doengas multifatoriais,
infectoinflamatéria que tem o biofilme bacteriano como fator etiolégico primario
(PAGE; KORMAN, 1997; SCANNPIECO et al.,1998; KINANE, 2000). Sendo que,
a severidade da doenca e sua evolugdo sdo determinadas pela resposta
inflamatoria e imunolégica do hospedeiro (CARRANZA et al, 2007). Esta
resposta envolve a participagao de diversos tipos celulares, que produzem varios
mediadores; como as quimiocinas, citocinas e enzimas. Estas atuam modulando
a resposta do hospedeiro em busca do controle da infecgdo. (BRUNETTI et al.,
2007; REPEKE et al., 2012).

Segundo a classificacdo proposta pela Academia Americana de
Periodontia em 1999, a periodontite pode ser dividida em agressiva ou crénica.
A periodontite crénica € uma doenca infecciosa; resultante de inflamagao dos
tecidos de suporte dos dentes, e perda progressiva de inser¢ao conjuntiva. Pode
ocorrer em qualquer idade, sendo mais frequente em adultos. A periodontite
agressiva acomete individuos sistemicamente saudaveis, tende a ter agregacgao
familiar, e € caracterizada por severa perda de insercdo clinica associada a
rapida destruicdo éssea alveolar (ACADEMIA AMERICANA DE PERIODONTIA,
1999). A periodontite agressiva é colonizada por um numero mais limitado de
especies microbianas; enquanto as bolsas periodontais de individuos com
periodontite crénica apresentam ambientes mais complexos no que se refere a
diversidade de espécies bacterianas (ZAMBON, 1994; ACADEMIA AMERICANA
DE PERIODONTIA, 1999).

A periodontite cronica é a condicdo mais comum de causa inflamatéria na
populagdo mundial (CHAPPLE, 2013) atingindo mais de 70% da populacéo
(IOANNIDOU et al., 2006). No Brasil, Chambrone avaliou a prevaléncia de
doenca periodontal através de uma revisao critica da literatura odontolégica
entre 1993 e 2003. A prevaléncia geral de doenca periodontal encontrada por
ele foi de 92,92% dos pacientes examinados (CHAMBRONE et al., 2008). A

periodontite generalizada esta presente em 5-15% da populag¢ao adulta mundial
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(SLOTS, 2013).

A periodontite é considerada uma desordem inflamatoria de etiologia
primaria bacteriana que causa destruicdo periodontal, em decorréncia da
ativacdo de varios componentes do sistema de defesa do hospedeiro
(ISHIKAWA, 2007). A resposta imune que orquestra a progressao da doenca
periodontal tem nas citocinas pré-inflamatérias suas principais protagonistas
(STEIN et al., 2009). As citocinas séo proteinas biologicamente ativas de baixo
peso molecular que exercem diversas fungbes enddcrinas e metabdlicas e
possuem um papel central na regulagdo da resposta inume que governa a
progressao da DP (PEDERSEN; TOFT, 2000; PASTER et al., 2001).

Varias sao as citocinas que vem sendo associadas com a periodontite
entre elas a interleucinas 1-p (IL-IB), a interleucinas 6 (IL-6) que € o mais
importante iniciador das respostas da fase aguda por hepatécitos € um
determinante primario da producdo hepatica de proteina C-reativa (OKADA;

MUATORAKAMI, 1998; LUC et al., 2003), e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) (PAGE et al., 1997; ENGEBRETSON et al., 2004).

A liberagéo de citocinas pode influenciar no curso de algumas doencas
sistémicas (PERSSON; PERSSON, 2008). Muitos estudos foram realizados nas
duas ultimas décadas associando a periodontite ao aumento do risco para o
desenvolvimento de doengas com a hipertensao arterial, diabetes, doencas
renais crbénicas, doengas cardiovasculares (DCV) entre outras (LALLA et al.,
2006; CANAKCI et al., 2007; ALMEIDA et al., 2013; GARLET, et al., 2013;
RAMOS et al., 2013). Levanta-se a possibilidade de que ela possa contribuir na
evolugao da aterosclerose por ser esta considerada uma resposta inflamatéria
do endotélio a insultos quimicos, traumaticos e fisicos (LAURINDO, 2000; DIAS,
2003; FISCHER, 2005; DIETRICH et al., 2013; RAMOS et al., 2013).

Varias sao as teorias explicativas que associam a doenca periodontal as
DCV. Sendo, que mecanismos biolégicos que as ligam nao sao suficientemente
claros e conclusivos. Autores sugerem que a exposicao sistémica a infecgdes
pode resultar na liberagao de citocinas inflamatoérias que alteram o metabolismo

lipidico, promove a hiperlipidemia, a hiperglicemia e a oxidagdo de lipideos
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(PERSSON; PERSSON, 2008; RAMOS et al.,, 2013; RIVERA et al., 2013;
TAYLOR et al., 2013). O nivel de PCR de pacientes portadores de doencas
periodontais € mais elevado quando comparados aos que nao sao portadores
da doenca. Sendo que, o aumento da Proteina-C-reativa aumenta a expresséao
do fator tecidual, de moléculas de adesdo. Estas se ligam as proteinas
plasmaticas e ativam o sistema complemento, presente na maioria das células
esponjosas das placas ateroscleroticas (PASCERI et al.,, 2001; MORA et al.,
2006).

Sendo o processo inflamatério um fator chave na DP e na DCV, e em
ambas as doencgas ha uma expressiva producdo de mediadores inflamatorios;
este trabalho teve por objetivo comparar por meio de analises laboratoriais
indices de leucécitos, colesterol total, HDL, LDL, LDL oxidado, triglicerideos,
glicose, entre individuos portadores de periodontite e/ou doencgas

cardiovasculares com um grupo controle.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para melhor compreens&o do fenébmeno em estudo — Doenga Periodontal
(DP) e Doenga Cardiovascular (DCV) segue-se uma revisao da literatura destes

conceitos.
2.1. Doencgas Periodontais

As doengas periodontais afligem os homens ha um longo tempo. Por volta
dos anos 2700 a.C. médicos chineses ja descreveram sinais da doencga. Textos
egipcios datados de aproximadamente 1700 a.C. relatam remédios para tratar a
perda de dentes e as gengivas inchadas e sangrantes (SANZ; WINKELHOFF,
2011). Pierre Fauchard, dentista francés, foi quem propds no século XVII que
fatores locais como calculos seriam responsaveis pela etiologia das doengas
periodontais (DENTINO et al., 2000).

No século XIX, a microbiologia fez com que as doengas periodontais
fossem vistas de outra forma. Os médicos alemaes Robert Ficinus e Adolph
Witzel associaram as bactérias periodontais a perda de dentes. Em 1877 apds
um encontro da American Dental Association, adotou-se o termo “piorreia
alveolar” para a doenca que levava a perda dental (O’REILLY; CLAFFEY, 2000).
Termo este que foi por todo o mundo utilizado até o século XX. Miller descreveu
0 papel das bactérias na etiologia da piorreia alveolar e concluiu que muitas
bactérias que tem como habitat a boca poderiam causar DP e muitas outras
doencas sistémicas, introduzindo a expressao “foco de infec¢ao” (MILLER, 1891;
O’'REILLY; CLAFFEY, 2000).

A teoria da infecgdo focal foi proposta por Frank Billings, em que se
pregou a erradicagao de dentes infeccionados para a prevencéao e o tratamento
de doencas sistémicas (BILLINGS, 1912). Conduta amplamente praticada até a
década de 1930, quando comeca um declinio da remoc¢ao de focos infecciosos
para beneficios sistémicos. O que levou a uma mudanga na filosofia do
tratamento odontolégico de mutilador para conservador preservando as
estruturas dentais (O'REILLY; CLAFFEY, 2000).

Protocolos cientificos foram desenvolvidos para a investigacdo de
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problemas clinicos de diversas naturezas o que evidenciaria a existéncia de
situacbes em que bactérias bucais poderiam afetar estruturas distantes, como
no caso de risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana em pacientes
suscetiveis (SHANDALOW, 1928; BARBOSA, 2004). A American Heart
Association (AHA) publicou a primeira recomendagéo oficial em 1955, para a
prevencao de endocardite apos procedimentos dentarios e do trato respiratério.
Sendo este, o primeiro momento que a medicina reconheceria a cavidade bucal
como sendo foco para uma infecgao a distancia (DURACK, 1995; SIVIERO et
al., 2009).

A prevencédo e tratamento das doengas periodontais iniciou-se em
meados dos anos 1960, com os experimentos de Harald Lée e colaboradores,
demonstrando o papel fundamental de bactérias no inicio da gengivite e da
periodontite. A prevencdo e o tratamento da periodontite passaram a ser
baseadas no controle da placa dental. Essa década foi considerada como a “era
da placa” na Periodontia (LOE et al., 1965).

Na década de 80 surge um novo conceito para DP que passou a ser vista
como uma doencga cronica, multifatorial e imune que ocorre como resposta a
antigenos a patdégenos periodontais. Uma patologia que evolui continuamente
com periodos de exacerbacdo e de remissdo, que resulta de uma resposta
inflamatdria e imune do hospedeiro a presencga de bactérias e seus produtos. A
sua progressao € favorecida pelas caracteristicas morfologicas dos tecidos
afetados, o que a distingue de outras doengas infecciosas (SOCRANSCKY S;
HAFFAJEE, 1992; DARVEAU et al., 2000).

Atualmente a doencga periodontal é dividida em gengivite e periodontite
sendo que esta pode ser agressiva ou cronica. As variagdes no inicio, severidade
e caracteristicas clinicas permitem reconhecer e descrever a existéncia de
diversas formas de periodontite (XIMENES-FYVIE et al., 2000; CARRANZA et
al., 2007).

A gengivite € a forma da DP em que os tecidos gengivais se encontram
inflamados, o periodonto de suporte ndo esta comprometido, apenas o

periodonto de prevencgao. Sendo que, a destruicao tecidual € branda e reversivel.
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Ja a periodontite cronica é uma resposta inflamatoria a bactérias subgengivais,
predominantemente anaerdbias gram-negativas, como Porphyromonas
gingivalis (Pg), e Actinobacillus actinomycetemcomitans(Aa), Prevotela
intermedia (Pi), Tanerella forsythensis (Tf) (CONTERAS; SLOTS,1998; DERVAU
et al., 2000; XIMENES-FYVIE et al., 2000; CARRANZA et al., 2007), levando a
destruicao irreversivel dos tecidos periodontais de sustentacdo dos dentes. A
periodontite causa a perda das fungdes ou até mesmo a perda dentaria se nao
houver tratamento adequado (OKADA; MURAKAMI 1998; CARRANZA et al.,
2007). Acarretando implicagdes na qualidade de vida e saude geral da pessoa

afetada pela doencga.

Considera-se a inflamacao periodontal como resultado das acdes direta e
indireta da microbiota do biofilme dental. E que na condicdo de saude
periodontal, quando se instala a inflamacgao, o exsudato gengival torna-se mais
favoravel para as bactérias, inclusive patogénicas. Levando ao aumento da
populacdo de espécies patogénicas, maior elaboracdo de produtos toxicos e
inducao da resposta inflamatéria e imunolégica, produzindo varios mediadores
pré-inflamatérios que contribuem decisivamente para a destruicdo progressiva

dos tecidos periodontais que ocorre na doenga (CARRANZA et al., 2007).

A resposta do hospedeiro a agressao microbiana pode ser protetora ou
nociva ao individuo. O biofilme associado a DP é constituido de grande numero
de bactérias Gram-negativas anaerdbias estritas proteoliticas, produtoras de
varias substancias que mediam a inflamacéo que leva a destruicdo dos tecidos
periodontais (XIMENES-FYVIE et al., 2000; CARRANZA et al., 2007).

Com a evolucgao nos estudos da genética, e os avancos tecnolégicos a
partir da década de 1990 comegaram a esclarecer os motivos das diferengas
individuais frente a agressao das bactérias ao periodonto (EMERICK, 2007).
Hoje a DP é considerada uma “interagdo microrganismo resposta individual”,
assim a resposta do hospedeiro constitui em fator primordial para a DP
(BRUNETTI et al., 2007).

Alguns estudos associam Herpesviridae (herpes simples tipo 1 ou HSV-

1, Epstein-Barr ou EBV e citomegalovirus ou CMV), sugerindo que esses virus
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causem polarizacdo da resposta Th1 levando a queda de resisténcia dos
tecidos periodontais, tornando mais facilitada a agressdo de bactérias
patogénicas. (CONTRERAS; SLOTS, 1998; MICHALOWICZ et al., 2000). E o
virus linfotrépico humano T 1 (HTLV-1) pode desempenhar um papel crucial na
patogénese da doenga periodontal atuando na rede de citocinas resultando em
uma resposta exacerbada do hospedeiro. Em contrapartida quando da
colonizagao por Candida albicans ocorre a polarizagao da resposta para Th2 e

uma resposta menos agressiva ao periodonto (GARLET et al., 2010).

Fatores genéticos parecem ter um importante papel no aparecimento da
DP, especialmente associado a idade de inicio da DP e a perda prematura de
tecido e dente (KORNMAN; NEWMAN, 2002; BRUNETTI et al.,, 2007;
REBEKE, et al., 2012). Alguns pesquisadores tém centrado seus estudos na
determinagcdo de individuos geneticamente predispostos a apresentar
periodontite crénica severa conduzindo ao conhecimento de um gendtipo
especifico que condiciona a uma produgao mais intensa de mediadores pro-
inflamatérios (SALLUM et al., 2001).

A evolugao da DP pode ser alterada pelas diferencgas individuais na
producdo de citocinas. O TNF-a e IL-18 tém sido associados com o
desenvolvimento da DP (GRAVES E COCHRAN, 2003; GRAVES, 2008). A
producdgo do TNF-a e IL-1B3, e de outros mediadores da inflamacédo é
determinado por genes especificos; diferengas individuais nos niveis de
interleucinas sdo atribuidas a polimorfismos nos genes de citocinas
(KORNMAN; NEWMAN, 2002). A interleucina 10 (IL-10) € uma importante
citocina encontrada em niveis elevados em tecido gengival inflamado, atua
como anti-inflamatério, diminuindo os niveis de citocinas inflamatérias como a
IL-1 e IL-6 (DE OLIVEIRA et al., 2007). Estes genoétipos podem ser
identificados por métodos moleculares como o PCR, ou por células epiteliais
da mucosa bucal; sitio de coleta para PCR (RFLP) (TREVILATTO; LINE, 2000).
A grande vantagem da detecgdo dos marcadores genéticos (gendtipos
especificos) € a identificagcdo de pessoas suscetiveis a periodontite crdnica
severa (KORNMAN; NEWMAN, 2002).

Ha 100 anos William Osler ja havia proposto as infecgées como fator de
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risco para DCV. (MATTILA et al., 1989; SCANNAPIECO et al., 1998). Sendo a
periodontite uma doenca infectoinflamatéria desencadeada pelo biofime e
altamente influenciada pela resposta imune (GRAVES, 2008; GARLET, 2010), a
hipétese de as DP poderiam levar a reagdes sistémicas e influenciar no curso de
algumas doengas voltou a ser pesquisada (PERSSON; PERSSON, 2008;
CHAPPLE; GENCO, 2013; DIETRICH et al., 2013). Nas ultimas décadas estudos
tem estabelecido relagdo entre a periodontite e certas doencas e condi¢des
sistémicas; que sao significativas para o cirurgido-dentista na pratica diaria e
também para médicos (CANAKCI et al., 2007; ALMEIDA, 2013).

Em 1998, a American Academy of Periodontology passou a considerar
que as infecgdes periodontais podem ser fatores de risco com o mesmo grau da
importancia atribuida a hipertensao, as altas taxas de triglicérides, ao diabetes
mellitus, ao tabagismo e a idade. E os dentistas passaram a ser instruidos a
alertar seus pacientes que DP poderiam influenciar no curso de doencas
sistémicas. No Brasil em abril de 2014, foi aprovado o Projeto de Lei 2.776/08,
que estabelece a obrigatoriedade do Cirurgido-Dentista nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs), devido a grande importancia da saude bucal para a

recuperacao da saude geral do paciente.

2.1.1. Doencga periodontal como resultado da quebra de equilibrio do

ecossistema bucal.

A cavidade bucal por sua complexidade anatdbmica possui varias
microbiotas com diferengas marcantes em suas composigdes; tanto qualitativa
como quantitativa. Devido a existéncia dos dentes, do periodonto e das outras
estruturas que compdem o aparelho estomatognatico, este possui varios sitios
ecolégicos, cada qual com caracteristicas ambientais e microbiota proprias
(GIBBONS, 1984). Existem mais de 30 géneros diferentes de bactérias,
abrangendo mais de 500 espécies (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2006).
Aproximadamente 350 espécies bacterianas ja cultivadas e mais de 200 que
foram reconhecidas por métodos genéticos (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2006).

A microbiota bucal € mais complexa em numeros de espécies em
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comparacdo a qualquer outro habitat da natureza. E constituida por
microrganismos que s&o classificados como residentes, espécies sempre
presentes e espécies transitorias espécies ocasionais, variando em razdo de
varios fatores sejam eles internos ou externos (GIBBONS, 1984). A maioria dos
microrganismos patogénicos bucal faz parte da microbiota residente, sé que em
numeros insuficientes para Ihe causar dano. Sendo que, quando ocorre um
desequilibrio ecoldgico o numero desses microrganismos aumenta podendo levar
a patogenias (GIBBONS, 1984; SCHONFELD, 1992; LILIEMARK;
BLOOMQUIST, 1997).

No decorrer da vida a microbiota bucal passa por varias alteragdes. A
composi¢ao da microbiota altera de acordo com as mudancas do ambiente bucal
(MORHART et al., 1980; SCHONFELD, 1992). Em condi¢des normais, a
microbiota comensal auxilia o hospedeiro em varios aspectos, estabelecendo
com ele uma relagdo de simbiose. No entanto, quando o equilibrio biolégico &
quebrado, em fungao de alteragdes sistémicas fisioldgicas ou patoldgicas, ocorre
0 aumento numérico de algumas espécies patogénicas resultando em prejuizo
para a saude do hospedeiro (SCHONFELD, 1992; LILJIEMARK; BLOOMQUIST,
1997). Por exemplo, alteragbes hormonais que ocorrem na puberdade e na
gravidez podem favorecem o desenvolvimento de alguns patégenos periodontais
como Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia e A.
actinomycetemcomitans podendo ocorrer o desenvolvimento de DP (KINANE;
LINDHE, 2000).

Vérias sdo as patologias que podem ocorrer na cavidade bucal. Dentre
todas; a DP é a mais frequente e complexa quanto a etiologia. Sua caracteristica
mais marcante € a destruicdo das fibras colagenas, que leva a formagao de
bolsas periodontais, reabsor¢cdao Ossea acarretando perda de insercdo das
estruturas de sustentacgao, resultando em mobilidade e perda da estrutura dental
se o processo nao for interrompido (XIMENES-FYVIE et al., 2000; CARRANZA
et al., 2007).

A diversidade microbiana é um fato a ser considerado na DP. A maioria
dos microrganismos que compdem a placa periodontal parece ser comensal e

apenas um pequeno numero compreende patdégenos oportunistas; para ser
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considerado periodontopatogénico um microrganismo deve apresentar uma
associacao com sitios de destrui¢ao ativa, resposta imunitaria correspondente e
elaboracéo de fator de viruléncia (SCHONFEKD, 1992).

Considerando a boca como um ecossistema, as bactérias tém de
encontrar um habitat para fazer parte deste, ou seja, um nicho ecolégico
favoravel. Assim, quando o habitat permanece inalterado ou sofre pequenas
alteracdes, sua biota permanece em estado de equilibrio biolégico, do qual
resulta a preservagcado do habitat (GIBBONS, 1984; MARSH et al., 1994). Em
caso de severas alteragdes, havera desequilibrio da biota desse ecossistema,
caracterizado pela diminuicao das espécies sensiveis a pressao ambiental e pelo
aumento das resistentes, fatos que contribuem para alteracdo do habitat. Esta
situagdo de mudancga da biota nativa € denominada sucessao (SCHONFEKD,
1992; MARSH et al., 1994; LILIEMARK; BLOOMQUIST, 1997).

A microbiota Periodontal sofre a primeira sucessao bacteriana quando
uma gengiva sadia passa a apresentar uma gengivite. Na sucessao ecologica
da placa bacteriana ocorre uma transigcao do meio ambiente aerobio, inicialmente
caracterizado por espécies Gram-positivas facultativas, para um meio altamente
privado de oxigénio, com a predominancia de microrganismos Gram-negativos.
Na passagem de gengivite para periodontite crénica, ocorre a segunda
sucessao; as diferentes espécies de microrganismos (Prevotella intermedia,
Prevotella loescheii, espécies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis), se aderem as bactérias pré-existentes na placa
bacteriana (LOESCHE; SYED, 1978). Essa sequéncia de sucessdes obedece a
lei fundamental da Ecologia; s6 ocorrem quando esse meio ambiente sofre
alteracbes consideraveis (SCHONFEKD, 1992; LILIEMARK; BLOOMQUIST,
1997).

O aumento do numero de bactérias da placa eleva a atividade metabdlica,
aumenta a quantidade de metabdlitos bacterianos toxicos para os tecidos
periodontais, elevando a intensidade da resposta inflamatéria; aumentando o
fluido gengival e elevando a quantidade de nutrientes que favorecem o
desenvolvimento de bactérias proteoliticas, muitas delas Gram-negativas e
patogénicas (CARRANZA et al.,2007; DE LORENZO; MAYER, 2010).
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A microbiota do ambiente periodontal tem caracteristicas proprias. As
bactérias periodontais sdo favorecidas pela presenca de proteinas, hemina (fator
X), menadiona (vitamina) e horménios, cujos teores aumentam sobremaneira
nos tecidos periodontais em funcdo do aumento da quantidade de fluido
gengival. Trata-se, pois de bactérias caracterizadas por metabolismo
predominantemente proteolitico, e s&do na sua maioria Gram-negativas e
anaerobias obrigatérias (DE LORENZO; MAYER, 2010).

Além de terem o desenvolvimento estimulado por constituintes do sangue,
ainda sao favorecidas por produtos elaborados por outros constituintes da placa
bacteriana madura, pela chamada cadeia alimentar. Assim, a base do controle e
do tratamento da DP deve ser um efetivo controle da placa bacteriana e da
inflamacao dela resultante (DE LORENZO; MAYER, 2010).

O ambiente periodontal €& colonizado por um grande numero de
microrganismos. Entretanto, as modificagdes que ocorrem na periodontite ndo
estdo somente ligadas a quantidade de microrganismos, mas também a
atividade sinérgica que ocorre com a combinagao das atividades metabdlicas
das espécies implantadas e a resposta do hospedeiro (SOCRANSKY;
HAFFAJEE 2002).

2.2. Doencas Cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sao condigdes que alteram o funcionamento
do sistema circulatério, sendo a principal causa de morte e incapacitagdo em
paises desenvolvidos. A DCV é uma doenga comum na populacao geral, afeta a
maioria dos adultos acima de 60 anos (AMERICAN HEART ASSOCIATION,
2008), e constituem um importante problema de saude publica. De acordo com
a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2011), as doengas cardiovasculares
foram responsaveis por 17 milhdes de mortes em todo o mundo, sendo que 80%
desses Obitos foram registrados em paises em desenvolvimento. No Brasil as
doencas cardiovasculares sao responsaveis por 29,4% de todas as mortes
registradas em um ano. Isso significa que mais de 308 mil pessoas vao a 6bito,
principalmente de infarto e acidente vascular cerebral (AVC)
(http://www.brasil.gov.br/saude/2011).
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E classificado como DCV, o acidente vascular cerebral (AVC), hipertensao
arterial (HTA), doencga arterial dos membros inferiores (DAMI), doenga arterial
coronaria (DAC); uma doenga complexa com clara predisposi¢gao genética e
importante participagdo de fatores ambientais (GLASS; WITZTUM, 2001;
MIZUNO et al., 2011) e inclui a angina de peito, isquemia silenciosa, enfarte do
miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, morte subita e endocardite
infecciosa (RAMRAKHA, 2009). O principal processo patolégico envolvido com

essas doencas € a aterosclerose (CASELLA et al., 2003).
2.2.1. Aterosclerose

As paredes dos vasos sanguineos sao formadas por trés componentes
estruturais basicos: o endotélio, o musculo liso e o tecido conjuntivo. Esses
componentes se dispdem em camadas concéntricas, denominadas intima,
média e adventicia, que sdo nitidamente identificadas nos vasos mais calibrosos
(SHOEN, 1996; CARVALHO et al., 2003).

O endotélio vascular € uma monocamada de epitélio pavimentoso que
reveste internamente os vasos sanguineos, atua como sensor nas alteragdes
hemodinamicas e na produg¢ao de mediadores, regula o tdbnus vascular e mantém
uma interface sangue-tecido ndo trombogénica, controla a adesao de plaquetas
e leucdcitos, e na angiogénese. Estas fungdes sdo mediadas pela liberagao ou
acao de diversas substancias enddgenas, que podem ser sintetizadas pelas
células endoteliais ou por agao dessas substancias no endotélio (CARVALHO,
2003).

O endotélio é considerado um érgao endocrino ativo. Como tal, influencia
o ténus vascular, no equilibrio entre fatores pré-trombaéticos e antitrombogénicos,
e tem a importante fungao de regular o processo inflamatério na parede dos
vasos (ARAUJO, 2005; LIBBY et al., 2008).

A aterosclerose € uma doencga inflamatéria, multifatorial, que envolve
processos inflamatoérios, acumulo de lipidios na intimidade da parede arterial,
migracgao, proliferagao e morte de células e fibrose no decorrer da sua evolugao
(LIBBY et al., 2002; BAHIA et al., 2004). Essa cascata de eventos define a

aterogénese apontada como base de uma das doengas mais prevalentes no
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mundo atual. As placas que caracterizam essas lesdes surgem na maioria dos
casos, a partir da segunda década e evoluem ao longo da vida. Seu progresso
evolutivo pode ocluir a luz das artérias coronarias, desestabilizar as placas,
levando a eventos agudos, como a angina instavel e o infarto do miocardio
(LIBBY et al., 2002; BAHIA et al., 2004).

As lesdes aterosclerdticas sao formadas por um nucleo acelular de lipidios
e substancias necroticas, circundado por macrofagos (células que englobaram
grandes quantidades de lipidios) e, mais externamente, uma capa fibrosa
composta de fibras musculares lisas, e tecido conjuntivo fibroso (HIGUCHI;
GUTIERREZ, 2002). Pode haver ainda vasos neoformados, infiltrado
inflamatorio e deposicao de calcio no centro lipidico-necrético, em quantidade
variavel de placa para placa e de individuo para individuo (HIGUCHI;
GUTIERREZ, 2002).

Niveis sanguineos elevados de colesterol, glicose (SPAGNOLI et al.,
2007); tabagismo, obesidade, hipertensdo arterial, com a falta de exercicios,
dieta rica em gordura saturada, estilo de vida estressante, histéria familiar de
doenca cardiovascular (YUSUF, 2004; PAQUETTE, 2007), além de condicao
socioecondémica baixa, habitos nutricionais e o envelhecimento, aumentam risco
de ocorrer aterosclerose (PORTO et al., 2005; RIDKER et al., 2006).

As duas principais causas de trombose coronaria sao a ruptura da placa
que ocorre em 60-70% dos casos e a erosao endotelial. A ruptura da placa expoe
extenso material pro-coagulante subintimal, ativando a cascata de coagulagéo,
proporcionando a oclusao total da artéria por trombo. Essa ruptura
frequentemente ocorre nas regidées marginais da placa (juncao da placa com a
regido arterial pouco comprometida), normalmente ricas em macréfagos
espumosos, sugerindo que fatores inflamatoérios influenciam o risco de ruptura
(ROSS, 1981; HALPERT et al., 1996). A formacéao de trombos causa bloqueio no
fluxo de sangue. E quando este se desprende e se movimenta na corrente
sanguinea podem ocorrer lesdes graves como AVC, embolia pulmonar, enfarto
do miocardio.

Modificagdes nos fatores de risco levam a redug¢ao ou aumento de eventos
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cardiovasculares (infarto agudo do miocardio, trombose entre outros), entretanto
eles ndo parecem justificar a totalidade dos eventos na populagdo. Partindo-se
dessa observacdo, novos fatores de risco aterotrombdtico vém sendo
pesquisados, sendo a proteina C reativa de alta sensibilidade (PCRus) alvo de
atencao na atualidade (RIDKER, 2001).

2.2.1.1. Acao dos mediadores moleculares na aterosclerose

Na fase inicial do processo aterogénico ha expressao de varias moléculas
de adesao na superficie de células endoteliais (HWANG et al.,1997), e os
leucdcitos circulam no sangue como células de forma livre e ndo aderentes,
quando recebem estimulos apropriados, apresentam um fendbmeno de rolamento
na parede vascular, aderindo-se firmemente a superficie endotelial (CYBULSKY,;
GIMBRONE, 1991). Assim ap0s a ativagao leucocitaria, moléculas endoteliais,
tais como as de adeséo intercelular (ICAM-1 e ICAM- 2) e a de adeséao da célula
vascular (VCAM-1), comegam a participar do processo de ativacao inflamataria,
podendo inclusive ser utilizadas como marcadoras do processo inflamatério
(O’BRIEN et al.,1993; BARREIRO et al., 2002; CASELLA et al., 2003).

A VCAM-1 recombinante media a adesdo de linfécitos, mondcitos,
eosindfilos e basdfilos para o endotélio vascular e o acumulo de macroéfagos
dentro da camada intima predispde a progresséo do ateroma e a evolugéo para
uma placa mais fibrosa. As estrias gordurosas observadas nos estagios iniciais
da doencga podem ser reversiveis e nao causarem repercussoes clinicas (LIBBY
et al.,2008).

O estresse oxidativo pode desempenhar um papel importante na
regulacdo VCAM-| e na expressdo EAhy926 pelas células endoteliais (RIVAL et
al., 2002). No inicio da lesao aterogénica, o estresse oxidativo € manifestado
pelo aumento na produgéo de espécies de oxigénio reativo (EROS) por células
endoteliais e células do musculo liso que resulta na modificagédo de lipoproteinas
de baixa densidade (HWANG et al., 1997). E neste meio endotelial oxidativo que
ocorre a expressao de VCAM-I e acumulo de mondcitos que € observado na
lesdo precoce aterogénica. Estas observagdes sugerem que a expressao do
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EAhy926 e a ativacdo da VCAM-1 podem ser distinguidas pela sua sensibilidade
para a modulagao de sinais mediada por oxidacdo (BARREIRO et al., 2002).

Entre as alteracbes causadas pela presenca de LDL-oxidado esta
também a producéao da IL-1, que estimula a migragao e proliferagao das células
musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem para a intima,
passam a produzir ndo so6 citocinas e fatores de crescimento, como também a
matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerética
madura (GALIS et al., 1994; CASELLA, 2003).

A interleucina-6 (IL-6) se constitui em importante marcador inflamatério, é
uma citocina que atua tanto na resposta imune inata como na adaptativa. Ela é
sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em
resposta a microrganismos e também a estimulagdo por outras citocinas,
principalmente IL-1 e 0o TNF-a (BALLOU; LOZANSKI, 1992; JONES et al., 2001;
IOANNIDOU et al., 2006).

A IL-6 esta envolvida numa série de atividades imunoldgicas, em especial
a sintese de substancias de fase aguda pelo figado e na regulagao metabdlica
da prépria PCR. E amplamente expressa durante a reacdo inflamatéria, cujo
aumento tem sido descrito como fator de risco para a DCV, uma vez que atuam
no processo da trombogénese, e no fibrinogénio que, por sua vez, aumenta a
viscosidade do sangue (LOWE, 2001; BALLOU; LOZANSKI, 1992).
Normalmente os niveis de expressédo da IL-6 sdo baixos, mas em casos de
infeccdo, trauma ou outros fatores estressantes sua expressdo € aumentada.
Varios fatores regulam a expresséo do gene da IL-6, sendo que o estrogénio e
a testosterona estao entre eles (IOANNIDOU et al., 2006). Por esta razdo apos
a menopausa ou andropausa, os nhiveis de IL-6 sdo elevados mesmo na
auséncia do estrogénio e da testosterona. Tem sido proposto que a associagéo
da elevagéo sérica da IL-6 com o avang¢o da idade seja responsavel por algumas
mudancgas fenotipicas especialmente aquelas a doenca inflamatéria crénica
(BALLOU; LOZANSKI, 1992; JONES et al., 2001; IOANNIDOU et al., 2006). O
padrao genético relacionado a IL-6 também denota importancia progndstica
para DCV (PASCERI et al., 2001; LUC et al., 2003; MIZUNO et al., 2011).
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O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e fator de crescimento
transformante-beta 1 (TGF-B1) sdo peptideos com atividades biologicas que
influenciam as reagdes imunolégicas. O TNF-a € um dos principais mediadores
das reacdes inflamatdrias, imunoldgicas, e patofisiolégicas (BARREIRO et al.,
2002; BORISH; STEINKE, 2003). Ele também interage com as células
endoteliais induzindo a expressdo de moléculas de adesao ICAM-1, VCAM-1 e
E-selectina, permitindo desta forma o acesso dos granulécitos ao local da
inflamacéao, sendo também um potente ativador de neutréfilos (BARREIRO et al.,
2002). O TNF-a e a IL-1 B também induzem a produgao de varias citocinas pelas
células endoteliais, incluindo a IL-6 e a propria IL-1a (BORISH; STEINKE, 2003).

O TNF-a aumenta a expresséao do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e dos receptores desta citocina nas células endoteliais (BALKWILL;
MANTOVANI, 2001). E possui um papel paradoxal na evolugao e no tratamento
de tumores malignos. Quando ele € administrado em altas doses e localmente
observa-se destruigdo seletiva dos vasos sanguineos tumorais com poderosa
acao anticancerigena. Entretanto, quando produzido cronicamente, o TNF-a
pode agir como um promotor tumoral (BALKWILL, 2002) aumentando a
capacidade invasiva de células malignas, possivelmente, pela regulagao positiva
da expressao de receptores de quimiocinas estimulada por esta citocina
(BALKWILL, 2004; MANTOVANI, et al., 2008).

O VEGF é uma citocina que possui atividade mitogénica de células
endoteliais, também tem a funcdo de potencializar a permeabilidade
microvascular que pode preceder ou acompanhar a angiogénese. E considerado
um dos mais importantes fatores. O VEGF pode ser expresso por diferentes
tecidos, além de muitos tipos celulares. Os niveis de VEGF liberados sao
regulados, principalmente, pela tensdo de oxigénio no tecido proangiogénicos
(HOEBEN et al., 2004). Condi¢des geradoras de hipdxia induzem, rapidamente,
um aumento da produgao e secregado de VEGF local (FERRARA et al., 1998 ).

O VEGF possui papel crucial em algumas condigbes fisioldgicas do
organismo. Elevados niveis de VEGF sao detectados durante a fase proliferativa
de processos de cicatrizagdo de feridas (NISSEN et al.,, 1998). O VEGF é

igualmente detectavel em areas onde as células endoteliais permanecem
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quiescentes, tais como pulmao, coragao e cérebro, sugerindo que esta citocina
possui papel de fator de sobrevivéncia nestes tecidos (LIEKENS et al., 2001).

Na parede dos vasos o VEGF, promove a proliferacdo das células
endoteliais vasculares e a angiogénese. Alguns estudos que apresentam o
VEGF como um fator de protecdo no desenvolvimento da placa aterosclerética,
agindo como um regulador da integridade endotelial da parede arterial
coronariana (TSURUMI et al.,1997). Enquanto que, ha estudos mostrando que
a neovascularizagado, mediada pelo VEGF, influencia a patogénese das doencgas
arteriais (BAYER et al., 2002). Altera¢des das concentragcdes de VEGF podem
ser mediadas por polimorfismos genéticos, e o polimorfismo C-2578A foi
considerado um fator de risco para o desenvolvimento de aterosclerose
(HOWELL et al., 2005). Essa variagao genética ja foi associada com uma menor
expressao do VEGF (SHAHBAZI et al., 2002).

2.2.1.2. Teoria oxidativa da aterogénese

A grande vantagem evolutiva dos seres aerobios foi o aproveitamento
muito maior de energia quimica através da respiragao celular nas mitocéndrias.
O preco pago por esta vantagem foi a possibilidade de formacéo de radicais
livres neste processo. Calcula-se que em torno 5% do oxigénio que é reduzido
durante a fosforilagado oxidativa mitocondrial forma radicais livres (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990; MATSUO; KANEKO, 2000). No organismo, os radicais
livres encontram-se envolvidos na fagocitose, regulacéo do crescimento celular,
sinalizagdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes
(BUETTNER, 1993; BARREIROS et al., 2006). O desequilibrio causado pelo
excesso de oxidantes e a falta de defesas eficientes e acessiveis é o estresse
oxidativo; resultando na redugao do relaxamento dependente de endotélio nos

Vvasos.

O envolvimento de espécies reativas de oxigénio (ERO) em patologias
vasculares esta ligado a nogdo de estresse oxidativo, que pode ser definido
como a produgao excessiva, nao compensada ou descompartimentalizada de
ERO (LAURINDO; DALUZ, 2002). E ocorre quando os mecanismos de defesa
vasculares sao esgotados por excesso de produgao de radicais livres ou quando

tais mecanismos ndo sido acessiveis ou ndo estao eficientes para tamponar o
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efeito dessas espécies. O estresse oxidativo pode ser prevenido ou reparado por
intervengdes que bloqueiam vias metabodlicas de geragcdo de ERO ou que
simulam ou multiplicam os efeitos de mecanismos de defesa fisiologicos
(LAURINDO, 2003).

Em condi¢gdes normais, niveis regulados de ERO exercem funcao de
segundos mensageiros dos processos celulares vitais para as constantes
adaptacdes fisiologicas celulares. Entretanto, a producéo excessiva de ERO leva
a toxicidade. Os mecanismos pelos quais espécies quimicas extremamente
simples podem exercer efeitos celulares especificos e sofisticados ndo séo

completamente compreendidos (FORMAN et al. 2004).

A teoria oxidativa da aterogénese ampliou o entendimento do papel
fisiopatoldégico de radicais livres vasculares, mostrando a importancia de
modificagdes quimicas nas lipoproteinas para sua captagao por macrofagos e
formacgao das células espumosas (KITA et al., 2002). Um dos processos “redox”
mais importante na aterosclerose € a oxidagao de lipoproteinas, importante na
génese e possivelmente no desencadeamento das complicagbes da
aterosclerose (STEINBERG et al.,, 2002). Esta intimamente relacionada ao
conceito de disfungédo endotelial e estreitamente associada a um desequilibrio
redox (LAURINDO 2003).

Na aterosclerose, ocorrem varios eventos biolégicos celulares como
proliferacdo, migracao, diferenciagdo e apoptose. Estes eventos podem ser
mediados por alteragdes da sinalizagdo redox. Sendo assim, processos redox
podem interferir na aterosclerose além do contexto da teoria oxidativa da
aterogénese (CASELLA et al., 2003).

Dentre varios marcadores propostos, os niveis plasmaticos de glutationa,
bem como a raz&o glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) podem fornecer
dados indicadores de disfuncdo endotelial. Diversos indices de avaliagao do
estado redox analisam subprodutos da lipoperoxidacdo nao enzimatica
(WALTER et al,. 2004). Tais testes incluem a medida de substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (TBARs), dienos conjugados, aldeidos téxicos como 4

hidroxinonenal e malonildialdeido (MDA).
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2.3. Periodontite como fator de risco para Doencgas

Cardiovasculares.

A DP assim como as DCV sdo condigcbes inflamatérias cronicas
frequentes na populacdo humana (PAQUETTE et al., 2007). A gengivite e a
periodontite s&o as infecgdes orais mais comuns no ser humano (SFYROERAS
et al., 2012) e a DCV a maior causa de incapacidade e morte prematura no
mundo (LOCKHART et al., 2012, ENWONWU; SALAKO, 2012), e ambas as
doencgas parecem partilhar muitos mecanismos em comum (KINANE; LOWE,
2000).

A associacao entre saude oral e doenca cardiovascular vem sendo
proposta ha mais de um século (LOCKHART et al., 2012). Varios estudos tem
demonstrado uma possivel associagao entre a periodontite e um elevado risco
para a doenca cardiovascular, No sentido de explicar uma possivel relagao
causal, entre as patologias trés teorias tém sido propostas: a teoria
bacterioldgica, a teoria inflamatéria e a teoria imunitaria (KUO; POLSON et al.,
2008).

A area de maior interesse para a o estudo entre a inter-relacédo da DP e a
DVC é a bolsa periodontal. O fato de ocorrer no local da bolsa periodontal
ulceragdes, e o biofilme bacteriano estar préximo da circulagédo e conter alguns
patdogenos virulentos torna-se viavel a disseminacado desses patdgenos das
bolsas para circulacéo geral (CASELLA, 2003).

A DP induzida por infeccédo polimicrobiana pode acelerar o crescimento
da placa aterosclerética, aumentando os fatores de risco para aterosclerose de
infectados oralmente. Em amostras recolhidas dos balbes de angioplastias,
verificou-se que as amostras foram positivas para pelo menos um
periodontopatégeno em 37,7% dos casos (DIAS 2003). A P. gingivalis produz
numerosos fatores de viruléncia que incluem as gingipains (protease secretada
por Porphyromonas gingivalis que degrada citocinas, regulando negativamente
a resposta do hospedeiro na forma de uma reducgao da inflamacéao), os LPS ou
fimbrias (STATHOPOULOU, 2010; VELSKO et al., 2014), de especial
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importancia pois pode colaborar na agregagdo de plaquetas favorecendo a
formacgao de trombos (HERZBERG et al., 2001, SOUZA, 2008).

Os LPS bacterianos parecem ter um efeito vascular significativo ao liberar
citocinas que podem iniciar a agregacao e adesao plaquetaria e promover a
formacdo de macrofagos espumosos, com a deposigdo de colesterol na
membrana vascular interna. E as citocinas liberadas pelos mondcitos,
juntamente com o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
aumentam a proliferagao celular da musculatura lisa, levando ao espessamento

da parede do vaso, predispondo a formagao do ateroma (KORNMAN, 1999).

A teoria inflamatéria estd fundamentada na resposta do organismo
desencadeada por varios estimulos (KUMAR et al., 2005). Na DP o processo
inflamatdrio leva a producgao de citocinas que produzem efeitos locais e podem
provocar efeitos sistémicos. Por sua vez, as células endoteliais estimuladas
produzem outros mediadores inflamatérios que incluem proteinas quimiotaticas
de mondcitos (MCP-1), fatores estimuladores de colénias de macréfagos (M-
CSF), moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2, V-CAM, P-selectinas e E-
selectinas (BARREIRO et al., 2002; BEHRENDT; GANZ, 2002).

Cada vez mais a inflamagao sistémica tem sido reconhecida como um
fator de risco para diversas doencas, incluindo a aterosclerose. Ja foi
demonstrado que a PCR desempenha um papel importante na patogénese da
aterosclerose; esta envolvido no processo de disfungcao endotelial por meio de
diferentes mecanismos (PASCERI et al.,, 2000): induzindo a  produgédo de
moléculas de adesdo e quimiocinas pelas células endoteliais, ajudando no
processo de ligacdo de mondcitos ao endotélio e consequentemente
aumentando a formacdo de células espumosas (PASCERI et al., 2001;
IOANNIDOU et al., 2006, LIBBY et al., 2008).

A teoria imunitaria € composta por dois fendmenos distintos. Um primeiro
mecanismo que relaciona o nivel de resposta inflamatéria, levando em conta as
diferencas individuais na resposta do hospedeiro contra o ataque das bactérias
(GARLET et al.,, 2013). Em resposta a agressao bacteriana o hospedeiro

aumentando a liberacdo de mediadores pro-inflamatdérios importantes, tais como
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a PGE2, a IL-1B ou o TNF-a, por parte dos mondcitos. Este fenotipo € chamado
de hiperresponsivo de mondcitos, produzindo de 3 a 10 vezes mais mediadores
pré-inflamatérios em resposta ao estimulo dos LPS. Estes pacientes
apresentam um maior risco de desenvolver periodontite, uma vez que as
citocinas produzidas em elevado numero sao as principais responsaveis pela
degradagao do tecido conjuntivo e pela destruicdo éssea (GARLET et al.,2013),
e tem igualmente acrescido o risco de doenga cardiovascular pela disseminagéo

dessas citocinas através da corrente sanguinea (BECK et al., 1996).

O segundo mecanismo esta relacionado com o possivel fenbmeno de
reatividade bacteriana cruzada devido ao mimetismo molecular. Este fenbmeno
descreve a possibilidade das respostas de anticorpos dirigidos contra antigenos
bacterianos funcionarem como respostas autoimunes, devido ao elevado grau
de homologia entre os peptideos antigénicos especificos bacterianos e as
proteinas de mamiferos. Este mecanismo tem sido considerado plausivel na
relacdo entre infecgdes sistémicas e a arteriosclerose (KEBSCHULL et al.,
2010). O mimetismo molecular contribui para a manutencdo da resposta
autoimune e pode ter um papel importante na fisiopatologia da aterosclerose,
especialmente durante os estados iniciais da doenga (TZORBATZOGLOU et al.,
2010).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar por meio de exames laboratoriais individuos portadores de DCV e

periodontite comparando com grupo controle.
3.2. Objetivos Especificos

- Verificar se ocorrem diferengas significativas nos indices de leucdcitos
comparando individuos n&o portadores de DP e DCV (grupo controle) com

individuos portadores de DP e/ou DCV;

- Verificar se ocorrem diferengas significativas nos indices colesterol
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total, HDL, LDL, e Triglicerideos comparando individuos n&do portadores de DP

e DCV (grupo controle) com individuos portadores de DP e/ou DCV;,

Verificar se ocorre diferengas significativas nos indices de glicemia
comparando individuos nao portadores de DP e DCV (grupo controle) com

individuos portadores de DP e/ou DCV;

- Avaliar indice de estresse oxidativo (LDL oxidado), comparando
individuos nédo portadores de DP e DCV (grupo controle) com individuos
portadores de DP e/ ou DCV;
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4. CASUISTICA METODOLOGICA

4.1. Pacientes Estudados

Este estudo contou com 60 pacientes voluntarios. Sendo que, 30
pacientes com histéria prévia de DCV, foram provenientes do Consércio
Intermunicipal de Saude (CIS) 5% Regional de Saude do Centro-Oeste do
Parana. Todos os pacientes com DCV selecionados sdo acompanhados pelo
cardiologista do CIS e fazem uso de medicagbes especificas; sendo mantidos
sobre controle. Para tanto foi solicitado ao CIS liberagao para pesquisa a Diretora
Executiva Sr.2 Solange Rossetin (conforme anexo |) foi liberado (conforme anexo
II). Os outros 30 pacientes que ndo eram portadores de DCV foram selecionados
na clinica Odontolégica S.M.M. (Rua: Senador Pinheiro Machado, 2073 -

Guarapuava/Parana). Ficando assim composto os quatros grupos:

e Grupo SS: 15 pacientes sem DP e sem DCV (controle).
e Grupo CC: 15 pacientes com DP e com DCV.
e Grupo CS: 15 pacientes com DP e sem DCV.
e Grupo SC: 15 pacientes sem DP e com DCV.

Os pacientes foram selecionados de modo continuo, no periodo de Julho
de 2013 a Julho de 2014. A opcao por selecionar pacientes com DCV
provenientes do CIS foi resultante de que, os pacientes do CIS estavam fazendo
acompanhamento médico, fazendo uso de medicagao; estando assim com a
doenca sobre controle e pelo acesso facilitado aos pacientes. Os pacientes que
nao tinham DCV foram selecionados na clinica odontolégica S.M.M pela
praticidade, e facilidade de acesso aos pacientes. Foram selecionados os
pacientes que preenchiam os critérios de inclusao apds avaliagao do prontuario
meédico e exame clinico odontoldgico. Foi feita a anamnese e o preenchimento

da ficha odontoldgica.

Os pacientes somente formalizaram sua adesao ao estudo apods
explicacdo detalhada dos procedimentos e objetivos do mesmo e, mediante
leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo Il),
aprovado pelo Comité de Etica da UEPG numero: 544.853 em 27/02/2014
(Anexo V).
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Ap6s assinarem o termo de consentimento os pacientes foram
encaminhados ao CELAPE (centro laboratorial Periolo) de posse de uma guia
de pedidos de exames laboratoriais (Anexo V) com recomendagéo que fossem
em jejum de 12 horas, onde foi colhido sangue para realizar os seguintes
exames: Hemograma completo, Colesterol total, LDL, HDL, Triglicerideos, e
glicose. Também foi separado plasma e congelado a -80°C para posterior analise

de Colesterol Oxidado.

4.2. Critérios de Inclusao

Os pacientes que foram incluidos no grupo SS (controle) foram os que
nao apresentavam Periodontite e n&do tinham historia prévia de DCV. Os
pacientes que foram incluidos no grupo CC foram os que eram portadores
Periodontite e apresentavam historia prévia de DCV, que estavam sobre
tratamento no centro de cardiologia da 5% Regional de Saude do Centro-Oeste
(CIS). Os pacientes que foram incluidos no grupo CS foram os que eram
portadores de Periodontite e ndo apresentavam histéria prévia de DCV. Os
pacientes que foram incluidos no grupo SC foram os que ndo apresentavam
Periodontite e apresentavam histéria prévia de DCV, que estavam sobre
tratamento no centro de cardiologia da 5% Regional de Saude do Centro-Oeste
(CIS).

4.3. Critérios de Exclusao

Entre os pacientes do grupo SS foram excluidos da amostra pacientes que:
e Apresentassem problemas sistémicos;

¢ Nao apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;

¢ Profundidade de sondagem maior que 3mm;

e Pacientes que estivessem fazendo uso de antibioticos.

e Gravidas.

Entre os pacientes do grupo CC foram excluidos da amostra pacientes que:
¢ Nao estivessem sobre tratamento e acompanhados por um cardiologista;
¢ Nao apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;

¢ Profundidade de sondagem menor que 4mm,;
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Pacientes que estivessem fazendo uso de antibioticos;
Gravidas;
Pacientes com tratamento de raspagem e alisamento radicular recente (6

meses).

Entre os pacientes do grupo CS foram excluidos da amostra pacientes que:

Apresentassem problemas sistémicos;

Apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;
Profundidade de sondagem menor que 4mm,;

Pacientes que estivessem fazendo uso de antibiéticos;

Gréavidas;

Pacientes com tratamento de raspagem e alisamento radicular recente

(6 meses).

Entre os pacientes do grupo SC foram excluidos da amostra pacientes que:

N&o estivessem sobre tratamento e acompanhados por um cardiologista;
N&o apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;
Profundidade de sondagem maior que 3mm;

Pacientes que estivessem fazendo uso de antibioticos;

Gréavidas.

4.4. Avaliagao odontoldgica

Foi realizada uma avaliagdo clinica que teve inicio com anamnese,

durante esta foi feito um levantamento sobre o histérico do paciente. Apéds, foi

realizada uma avaliagédo do estado de saude sistémico do paciente, em seguida

uma avaliagao do aparelho estomatognatico.

4.5. Avaliagao laboratorial

A coleta de sangue venoso periférico foi realizada apés 12 horas de jejum,

em tubo de ensaio seco e em tubos contendo heparina sodica (50 pl/ml) ou EDTA

0.1% (10 pl/ml de sangue) para a realizacdo das seguintes analises:
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4.5.1. Glicose sérica
A concentragdo plasmética de glicose foi determinada em analisador
automatico, modelo COBAS INTEGRA 400 plus. ®. Roche Diagnostics Brasil.

4.5.2. Contagem global de leucécitos

A contagem global de leucécitos em sangue total foi determinada pelo

meétodo: Citometria de fluxo-Sysmex XS-800/™.
4.5.3. Lipideos

As dosagens de colesterol total (CT), HDL, LDL e triglicérides foram

realizadas em Analisador hematoldgico Sysmex XS-800i™.

A coleta e as andlises de glicose sérica, contagem total de leucdcitos, e
lipideos descritas acima, foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas
CELAPE, Guarapuava — Parana. Os valores de referéncia para as variaveis

analisadas encontram-se no Apéndice |I.
4.5.3.1. LDL oxidado

A andlise plasmatica de LDL oxidado foi efetuada em plasma separado
por centrifugacédo por 3.000 x g por 5 minutos a 4°C, submetido a nitrogénio
liquido e armazenado em freezer a temperatura de -80°C. As analises do LDL

oxidado foram realizadas no Laboratério Farmacologia da UEPG.

A andlise plasmatica de LDL oxidado foi realizada de acordo com
protocolo do BioAssay Systems TBARS no Laboratério Farmacologia da UEPG
(Quantichrom™ TBARs Assy Kit (DTBA-100).

Apbs o descongelamento do plasma foi colocado em um eppendor de 1,5
ml 50pl/ml do Plasma acrescentado 100ul/ml do TCA, centrifugado por 5mn
14.000 rpm. Foi transferido 100/l do sobrenadante para outro eppendor de 1,5
ml onde foi adicionado 100/l do TBA ap6s foi incubado a 95°C por 1 hora a
leitura foi feita em programa de computador GraphPad Prism 5.0.

4.7. Analises estatisticas
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Os resultados das analises dos dados laboratoriais foram apresentados
como médias + e.p.m. (erro padrdo da média). Todos os dados analisados foram
submetidos ao teste de normalidade usando o teste Shapiro-Wilk. Quando da
comparacao entre os grupos; foram comparados por meio de analise de
variancia (ANOVA), seguido de teste Tukey. Para verificar a diferenca entre os
grupos. Os resultados foram considerados significativos para p < 0,05. O
programa de estatistica usado foi o GraphPad Prism 5.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao

artigo cientifico:

e Capitulo I: Estudo clinico da relagcao entre periodontite e doencas
cardiovasculares por meio da comparagao de contagem de leucocitos,

niveis de lipideos, glicose e colesterol oxidado.
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Estudo clinico da relagao entre periodontite e doengas cardiovasculares
por meio da comparacgao de contagem de leucécitos, niveis de lipideos e
glicose.
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Resumo

A Doenca periodontal (DP) € uma alteracéo patoldgica de carater inflamatoria
causada por microrganismos periodontopatogénicos e seus produtos
metabdlicos. Evidéncias sugerem que a periodontite possa interferir no curso de
certas doencas sistémicas. Varios estudos tem demostrado uma possivel
associacdo entre a periodontite e a doenca cardiovascular (DCV). indices de
colesterol e glicose alterados tém sido associados a pacientes portadores de
periodontite. Neste estudo foram analisados indices dos componentes
sanguineos com a finalidade de verificar a possivel relacao entre a fisiopatologia
da Periodontite e das DCV. Foi realizado uma analise comparativa de niveis de
leucaocitos, plaquetas, colesterol total, HDL,LDL, triglicerideos, glicose e analise
plasmatica de LDL oxidado. Este estudo contou com 60 pacientes voluntarios.
Sendo que, 30 pacientes com historia prévia de DCV, foram provenientes do
Consoércio Intermunicipal de Saude (CIS) 52 Regional de Saude do Centro-Oeste
do Parana; todos em tratamento. E 30 sem DCV foram provenientes da clinica
odontoldgica S.M.M. Foram divididos em 4 grupos. Grupo SS 15 pacientes sem
DP e sem DCV (controle). Grupo CC 15 pacientes com DP e com DCV. Grupo
CS 15 pacientes com DP e sem DCV. Grupo SC 15 pacientes sem DP e com
DCV. Foi considerado p<0,05. Nao foram verificadas diferengas significativas
para indice de leucdcitos, plaquetas, HDL, triglicerideos e na quantificagao de
colesterol oxidado entre os grupos. O grupo CC apresentou o menor indice de
colesterol total com diferenga significativa com o grupo CS p = 0,0247. Para
niveis de LDL o menor indice foi apresentado pelo grupo CC com diferengas
significativas com os grupos CS

p =0,0147 e SC p = 0,0359. Também foram verificadas diferengas significativas
no indice de glicose onde o grupo CC apresentou o0 maior indice entre os grupos
com diferengas significativas com os grupos CS p = 0,0259 e SS p = 0,0043.

Palavras-chave: Inflamacao; LDL; Glicose; Periodontite; Doenga
cardiovascular; Colesterol oxidado.
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Abstract

Periodontal disease (PD) is a pathological change caused by inflammatory
character periodontopathogenic microorganisms and their metabolic products.
Evidence suggests that periodontitis may influence the course of certain systemic
diseases. Several studies have demonstrated a possible association between
periodontitis and cardiovascular disease (CVD). Cholesterol levels and altered
glucose have been associated with patients with periodontitis patients. This study
analyzed levels of blood components in order to investigate a possible
relationship between the pathophysiology of periodontitis and CVD. We
conducted a comparative analysis of WBC levels, platelets, total cholesterol,
HDL, LDL, triglycerides, blood glucose and analysis oxidized LDL. This study
included 60 volunteer patients. And, 30 patients with a history of CVD were from
the Intermunicipal Consortium of Health (CIS) 5th Regional Health Center West
of Parang; all in treatment. And 30 without CVD were from the dental clinic SMM
They were divided into 4 groups. Group SS 15 patients without PD and without
CVD (control). Group CC 15 patients with PD and CVD. Group CS 15 PD patients
without CVD. Group SC 15 patients without PD and CVD. It was considered p
<0.05. No significant differences were observed for leukocyte content, platelets,
HDL, triglycerides and quantitation of oxidized cholesterol between groups. The
CC group showed the lowest total cholesterol index with a significant difference
with the CS group p = 0.0247. For LDL levels the lowest index was presented by
the CC group with significant differences with CS groups p = 0.0147 and SC p =
0.0359. Also significant differences were observed in glucose index where the
CC group had the highest rate among the groups with significant differences with
CS groups p = 0.0259 and SS p = 0.0043

Key-words: Inflammation; LDL; Glucose; Periodontitis; Cardiovascular disease;
Oxidized cholesterol.
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Introducgao

A periodontite é uma infeccdo causada por microrganismos
periodontopatogénicos e seus produtos metabdlicos (SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 1992). Afeta os tecidos de suporte dos dentes (CARRANZA et al,
2007) e acomete uma grande parcela da populacdo e destaca-se como um
problema de saude publica, principalmente nos paises em desenvolvimento
(ALBANDAR, 2002). Caracteristicas especificas do biofilme, resposta
imunoinflamatéria e outros fatores inerentes ao hospedeiro, determinam a
evolucdo e severidade da doenca (PAGE; KORMAN, 1997; SCANNPIECO, et
al.,1998; CARRANZA et al., 2007; OFFENBACHER et al., 2008).).

A Periodontite assim como as DCV sao condi¢des inflamatorias crénicas
(PAQUETTE et al., 2007), e ambas as doencas parecem partilhar muitos
mecanismos em comum (KINANE; LOWE, 2000). Diversos estudos tém sido
realizados com objetivo de demonstrar que a DP, pelo seu caréater infeccioso
inflamatoério, pode ser considerada como fator de risco para doencas
cardiovasculares (DIAS, 2003; DIETRICH et al., 2013; RAMOS et al., 2013).
Autores sugerem que a exposicdo sistémica a infecgcdes pode resultar na
liberacao de citocinas inflamatdrias, que alteram o metabolismo lipidico, promove
a hiperlipidemia, a hiperglicemia e a oxidacao de lipideos (ARAUJO et al., 2005;
CHAPPLE et al., 20013; TAYLOR et al., 2013).

AlteracOes estruturais das lipoproteinas bem como alteracdes que
resultem na diminui¢do de afinidade de ligacdo ou producéo de seus receptores
celulares, podem ser importantes causas do processo aterogénico (RUDEL et
al., 1989). A dislipidemia € um quadro clinico caracterizado por concentracdes
anormais de lipidios ou lipoproteinas no sangue determinados por fatores
genéticos e ambientais (TALMUD; WATERWORTH, 2002; DE FRANCA, 2004).

Na periodontite, ocorre a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias como o
TNF-a e a IL-6 que podem levar a alteragdo no metabolismo dos lipidios e ao
acumulo de &cidos gordurosos livres, LDL e triglicerideos favorecendo o
desenvolvimento da hiperlipidemia (KORNMAN; NEWMAN, 2002). A
hiperlipidemia, por sua vez, pode levar a ativacéo de células mieldides, alteragcédo

na expressao geneética de citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-1B e reducéo
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de fatores de crescimento polipeptidicos como o TGF-13 pelos macrofagos,
levando a uma alteracdo na resposta imunoinflamatéria do individuo e
promovendo destruicdo dos tecidos periodontais induzida pela periodontite
(ALMEIDA et al., 2006).

A hiperglicemia € uma desordem no metabolismo que se manifesta por
uma elevacao do nivel de glicose no sangue. A cronicidade dessa desordem
metabolica pode levar a neuropatias, complicacbes cardiovasculares,
nefropatias e retinopatias (AMOS, 1997). Entre as complicacdes do diabetes
mellitus, estd a periodontite principalmente nos diabéticos ndo controlados
(GREGHI et al., 2002 ).

A exposicdo crbnica do leito vascular a concentragdes plasmaticas mais
elevadas de glicose € de grande relevancia na fisiopatologia das alteracdes
vasculares do diabetes. A glicose € capaz de produzir efeitos deletérios nas
células por meio de varios mecanismos (KING et al., 1994), entretanto a via de
maior impacto na aterosclerose parece ser a formacao e deposicao irreversiveis

de produtos finais de glicosilacdo avancada (AGES).

Os produtos finais da glicosilacédo e oxidacdo ndo enzimatica de proteinas
e lipideos (AGESs) e a interacdo com seus receptores (RAGES), imunoglobulinas
presentes na superficie de algumas células; fibroblastos, macréfagos, células do
endotélio vascular e do tecido periodontal (GREGHI et al., 2002; JAKUS;
RIETBROCK, 2004 ). Os AGEs parecem ser um dos principais responsaveis
pelas alteracbes que levam a doenca periodontal. Sendo que, acumulo dos
AGEs aumenta a trilha classica da destruicdo tecidual, resultando em doenca
periodontal mais grave e em maior dificuldade de controlar a glicemia do
diabético (GREGHI et al., 2002).

Hoje, evidéncias cientificas apontam para uma intima relacdo entre a
doenca periodontal (DP) e alguns disturbios do sistema cardiovascular, dentre
0S quais, a aterosclerose (LALLA et. al. 2006, DIETRICH et.al.2013, ALMEIDA
et.al. 2013, RAMOS et. al. 2013), ressaltando a importancia da manutencéo da
saude bucal, como uma forma de prevenir desajustes da saude geral. Sendo

que, a aplicabilidade do tratamento periodontal como opcéo de tratamento para
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doencas cardiovasculares necessita de maior embasamento cientifico.

Materiais e Métodos

Neste estudo foram analisados indices dos componentes sanguineos com
a finalidade de analisar uma possivel relagao com a fisiopatologia da Periodontite
e das DCV com o grupo controle (pacientes que nao apresentavam Periodontite
e ndo apresentavam DCV), realizando uma analise comparativa dos dados
obtidos por meio de exames laboratoriais, e também realizando analise de

estresse oxidativo.

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica da UEPG
numero: 544.853 em 27/02/2014. Os voluntarios somente formalizaram sua
adesao ao estudo apds explicagdo detalhada dos procedimentos e objetivos do
mesmo e, mediante leitura e assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido.

Este estudo contou com 60 pacientes voluntarios. Sendo que, 30
pacientes com histéria prévia de DCV, foram provenientes do Consorcio
Intermunicipal de Saude (CIS) 52 Regional de Saude do Centro-Oeste do
Parana. Todos os pacientes com DCV selecionados sdao acompanhados pelo
cardiologista do CIS e fazem uso de medicagdes especificas; sendo mantidos
sobre controle. Para tanto foi solicitado ao CIS liberac&o para pesquisa a Diretora
Executiva Sr.2 Solange Rossetin (conforme anexo |) foi liberado (conforme anexo
II). Os outros 30 pacientes que nao eram portadores de DCV foram selecionados
na clinica Odontolégica S.M.M. (Rua: Senador Pinheiro Machado, 2073 -

Guarapuava/Parana). Ficando assim composto os quatros grupos:

. Grupo SS: 15 pacientes sem DP e sem DCV (controle).
. Grupo CC: 15 pacientes com DP e com DCV.
. Grupo CS: 15 pacientes com DP e sem DCV.
. Grupo SC: 15 pacientes sem DP e com DCV.

Os pacientes foram selecionados de modo continuo, no periodo de Julho
de 2013 a Julho de 2014. A opcao por selecionar pacientes com DCV
provenientes do CIS foi resultante de que, os pacientes do CIS estavam fazendo
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acompanhamento médico, fazendo uso de medicacao; estando assim com a
doenca sobre controle e pelo acesso facilitado aos pacientes. Os pacientes que
nao tinham DCV foram selecionados na clinica odontolégica S.M.M pela
praticidade, e facilidade de acesso aos pacientes. Foram selecionados os
pacientes que preenchiam os critérios de inclusao apds avaliagao do prontuario
meédico e exame clinica odontoldgico. Foi feita a anamnese e o preenchimento

da ficha odontoldgica.

Os pacientes somente formalizaram sua adesdo ao estudo apods
explicacdo detalhada dos procedimentos e objetivos do mesmo e, mediante
leitura e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo ),
aprovado pelo Comité de Etica da UEPG numero: 544.853 em 27/02/2014
(Anexo V).

Critérios de Inclusao

Os pacientes que foram incluidos no grupo SS (controle) foram os que
nao apresentavam Periodontite e ndo tinham historia prévia de DCV. Os
pacientes que foram incluidos no grupo CC foram os que eram portadores
Periodontite e apresentavam histéria prévia de DCV, que estavam sobre
tratamento no centro de cardiologia da 5% Regional de Saude do Centro-Oeste
(CIS). Os pacientes que foram incluidos no grupo CS foram os que eram
portadores de Periodontite e ndo apresentavam histéria prévia de DCV. Os
pacientes que foram incluidos no grupo SC foram os que nao apresentavam
Periodontite e apresentavam histéria prévia de DCV, que estavam sobre
tratamento no centro de cardiologia da 5% Regional de Saude do Centro-Oeste
(CIS).

Apos assinarem o termo de consentimento os pacientes foram
encaminhados ao CELAPE (centro laboratorial Periolo) de posse de uma guia
de pedidos de exames laboratoriais (Anexo 1V) com recomendacgao que fossem
em jejum de 12 horas, onde foi colhido sangue para realizar os seguintes
exames: Hemograma completo, Colesterol total, LDL, HDL, Triglicerideos, e
glicose. Também foi separado plasma e congelado a -80°C para posterior analise

de Colesterol Oxidado.
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A coleta de sangue venoso periférico foi realizada em tubo de ensaio seco

e em tubos contendo heparina sodica (50 pl/ml) ou EDTA 0.1% (10 pl/ml de

sangue) para a realizagdo das seguintes analises:

Critérios de Exclusao

Entre os pacientes do grupo SS foram excluidos da amostra pacientes que:

Apresentassem problemas sistémicos;

N&o apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;
Profundidade de sondagem maior que 3mm;

Pacientes que estivessem fazendo uso de antibiéticos.

Gravidas.

Entre os pacientes do grupo CC foram excluidos da amostra pacientes que:

N&o estivessem sobre tratamento e acompanhados por um cardiologista;
N&o apresentassem sangramento gengival;

Profundidade de sondagem menor que 4mm,;

Pacientes que estivessem fazendo uso de antibioticos;

Grévidas;

Pacientes com tratamento de raspagem e alisamento radicular recente (6

meses).

Entre os pacientes do grupo CS foram excluidos da amostra pacientes que:

Apresentassem problemas sistémicos;

Apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;
Profundidade de sondagem menor que 4mm,;

Pacientes que estivessem fazendo uso de antibiéticos;

Gréavidas;

Pacientes com tratamento de raspagem e alisamento radicular recente

(6 meses).

Entre os pacientes do grupo SC foram excluidos da amostra pacientes que:

N&o estivessem sobre tratamento e acompanhados por um cardiologista;

N&o apresentassem indice de sangramento gengival igual a zero;
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e Profundidade de sondagem maior que 3mm;
e Pacientes que estivessem fazendo uso de antibidticos;

e Gravidas.

Glicose sérica
A concentragdo plasmética de glicose foi determinada em analisador
automatico, modelo COBAS INTEGRA 400 plus. ®. Roche Diagnostics Brasil.

Contagem global de leucécitos
A contagem global de leucdcitos em sangue total foi determinada pelo

meétodo: Citometria de fluxo-Sysmex XS-800/™.

Lipideos
As dosagens de colesterol total (CT), HDL-C LDL e triglicérides foram
realizadas em Analisador hematoldgico Sysmex XS-800i™.

A coleta e as andlises de glicose sérica, contagem total de leucdcitos, e
lipideos descritas acima, foram realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas
CELAPE, Guarapuava — Parana. Os valores de referéncia para as variaveis

analisadas encontram-se no Anexo VII.

LDL oxidado

Andlise plasmatica de LDL oxidada foi efetuada em plasma separado por
centrifugacéo por 3.000 x g por 5 minutos a 4°C (YAGI, 1976), submetido a
nitrogénio liquido e armazenado em freezer a temperatura de -80°C. Realizado

no Laborato6rio Farmacologia da UEPG.

A andlise plasmatica de LDL oxidado foi realizado de acordo com
protocolo do BioAssay Systems TBARS (Quantichrom™ TBARs Assy Kit (DTBA-
100).

Apobs o descongelamento do plasma foi colocado em um eppendor de 1,5
ml 50ul/ml do Plasma acrescentado 100ul/ml do TCA, centrifugado por 5mn
14.000 rpm. Foi transferido 100micro/l do sobrenadante para outro eppendor de
1,5 ml onde foi adicionado 100micro/l do TBA apds foi incubado a 95°C por 1

hora a leitura foi feita em programa de computador GraphPad Prism 5.0.
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Analises estatisticas

Com os resultados das analises laboratoriais foram realizadas: Analise
Descritiva e Analise de Variancia (ANOVA), por ser a Analise de Variancia um
método suficientemente poderoso para poder identificar diferengas entre as
médias (COSTA NETO, 1977), seguida de teste de Tukey que no caso de
comparagdes multiplas entre amostras de tamanhos iguais, o procedimento mais
eficiente, que utiliza valores criticos da amplitude studentizada, que denotamos
por g (COSTA NETO, 1977). Os resultados foram considerados significativos
para p < 0,05. O programa de estatistica usado foi o GraphPad Prism 5.0.

Resultados e Discussao

No total, 60 pacientes foram selecionados, e participaram até o final do
processo de coleta de material para o estudo. Sendo, 15 de sem Periodontite e
sem DCV (grupo SS), 15 com Periodontite e com DCV (grupo CC), 15 com
Periodontite e sem DCV (grupo CS), 15 sem Periodontite e com DCV (grupo
SC). Com os dados dos exames laboratoriais (apéndice 1) foi realizada uma
analise descritiva (apéndice Il), andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste

de Tukey. Os resultados foram considerados significativos para p < 0,05.

Leucdcitos

A Andlise de Variancia ndo apresentou diferenca significativa para
leucécitos (figura 1). Um adulto normal possui entre 3.800 e 9.800 mil
leucdcitos pl/mm?® de sangue, nessas respostas (variaveis dependentes)
ocorre alto desvio padrao entre as médias dos valores em cada grupo. Ja que
guando temos um desvio padrdo muito alto, estes colaboram para que as
comparacoes feitas uma a uma entre 0s grupos nao apresente diferenca
estatistica significativa. Acrescido do fato de estarmos trabalhando com
pacientes em tratamento (50%) e com pacientes em condicao de saude (25%)

totalizando 75% dos individuos (apéndice III).
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Figura 1 - Nivel de Leucdcitos entre os grupos
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Fonte: Os autores.

A série plaquetaria, consiste na contagem de plaquetas ou trombacitos.
Sendo que, a contagem normal de plaquetas varia de 150.000 a 450.000/mm3
(COMAR et al., 2009). Nao houve diferencga significativa na analise de variancia

entre os grupos com relagdo ao numero de plaquetas (figura 2).

Os pacientes cardiopatas que participaram do estudo fazem uso de
medicacdo antiplaquetaria (AAS, Clopidogrel). O Acido Acetilsalicilico ¢ um
farmaco com acao anti-inflamatoério e antiplaquetario utilizado na prevencao de
eventos aterotrombético por bloquear a formagao de tromboxano A2, via inibigcao
da ciclooxigenase-1 e o clopidogrel € um potente inibidor da agregagao das
plaquetas; Inibindo a ligagdo do ADP ao seu receptor nas plaquetas e, a
subsequente ativagdo do complexo glicoproteico GP lIb/llla. Sendo que, estes
farmacos atuam na manutencdo de indices préximos da normalidade
contribuindo para que nao houvesse diferenga significativa. E o alto desvio
padrdao entre as médias dos valores em cada grupo também influencia no

resultado.
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Figura 2 - Nivel de Plaquetas entre os grupos
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Lipideos

No grupo dos lipideos ndo houve diferenca significativa para indice de

HDL (figura 3), Triglicerideos (figura 4).

Figura 3 - Nivel de HDL entre os grupos
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Figura 4 - Nivel de triglicerideos entre os grupos
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Entretanto, mostrou diferenca estatisticamente significativa para o
colesterol total (figura 5) e para o LDL (figura 6).

Os individuos que compdem o grupo CS, sdo 0s que apresentam as
maiores médias nos indices de colesterol total, e o grupo CC que apresentou o
menor indice de colesterol total. Houve diferenca significativa entre estes grupos
sendo o p =0,0247.

Autores sugerem que o aumento do colesterol total em pacientes com
doenca periodontal pode estar relacionado a exposicdo crbnica ao LPS
bacteriano, que promoveria o recrutamento de células de defesa (especialmente
macrofagos) para a secrecdo de TNF-a e IL-1B, o que poderia aumentar a
lipogénese e a lipdlise, levando ao estado de hiperlipidemia (CUTLER et
al.,1999; MOEINTAGHAVI et al., 2005).

Os resultados demostram que individuos portadores de DCV no caso
grupo CC sdo os que apresentaram as menores taxas de colesterol total.
Sugerindo que, o tratamento a que estdo sendo submetidos (dieta e uso de

estatinas) tem alcancado seu objetivo.
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O grupo CS que apresentou as maiores medias ndo apresentou diferenca
significativa com o SC e com o SS (grupo controle) sugerindo que a diferenga
encontrada esteja relacionada ao uso de medicamento e ndo a doenga

periodontal. Também o fato de se tratar de individuos com boa saude sistémica.

Figura 5 - Nivel de Colesterol entre os grupos
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Figura 6 - Analise do nivel de LDL entre os grupos
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Com relacdo aos indices de LDL o grupo CC apresentou diferenca
significativa com o grupo CS p = 0,0147 e com o grupo SC p = 0,359.
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A diminuicao de colesterol plasmatico € acompanhada pela reducéo dos
niveis de LDL. Apesar da importdncia deste mecanismo no efeito
hipocolesterolémico, as estatinas também induzem o aumento de receptores
LDL. Possuem dupla agado, diminuem a biossintese de colesterol e causam
aumento do numero de receptores LDL hepatico, aumentando a remogao de
IDL e LDL circulantes (BROWN, 2008).

Atualmente, diversos dados da literatura mostram que as estatinas nao so
promovem diminuigdo de LDL-colesterol e aumento de HDL-colesterol, como
também conduzem a diminui¢do dos niveis de triglicerideos (WIERZBICKI, et al.,
2003). Justificando assim ndo s6 a menor taxa de colesterol total e LDL do grupo
CC, como também a nao diferengas entre os grupos nos indices de HDL e

triglicerideos.

Sendo assim, nos indices de lipideos deste estudo nao existem
evidéncias que a doenga periodontal foi capaz de interferir aumentando as taxas
de colesterol total e LDL, e sim que o tratamento ao que os pacientes estao
sendo submetidos e que tem atuado diminuindo as taxas dos pacientes que se
encontram fazendo uso de medicagcao com essa finalidade. Acrescido do fato do
trabalho ser realizado com individuos sistemicamente saudaveis e em

tratamento.

Glicose

Os resultados das andlises estatisticas para a glicose o grupo que
apresentou 0s maiores indices foi o grupo CC apresentando diferenca
significativa com o grupo CS p = 0,0259 e o grupo SS p= 0.00508 que
demostrou nivel de significancia a 0,01. Dos individuos que compdem o grupo
CC aproximadamente 30% sao diabéticos que fazem uso de metformina e ou
insulina (apéndice Ill). Os indices sugerem que estes pacientes ndo estéo
devidamente compensados; ou estédo fazendo uso de doses de medicamento
abaixo do necessario, ou de forma incorreta ou ainda ndo estdo usando a
medicacdo prescrita. Outra possibilidade seria a de que a DP estaria
contribuindo para que os seus indices glicémicos estejam elevados. Sendo que,

embora alguns estudos apontem para um relacionamento bidirecional entre o
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controle glicémico e a saude periodontal, ainda néo é claro se a melhora na
saude periodontal poderia levar a um melhor controle metabdlico.
Faz-se necessaria uma avaliagdo desses pacientes por seus cardiologistas

para que possam avaliar suas medicacoes.

Figura 7 - Nivel de Glicose entre os grupos
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Colesterol oxidado

O resultado ndo mostrou diferengas significativas; possivelmente isso se
deva ao fato de que sao pacientes com DCV em tratamento, fazendo uso de
medicamentos; estatina farmaco utilizado no tratamento de dislipidemia, tendo

como objetivo a redugéo dos niveis de colesterol e lipidios no sangue.
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Figura 8 - Nivel de Colesterol Oxidado
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Fonte: Os autores.

Conclusao

A avaliacao leucocitaria e plaquetaria ndo apresentaram alteracdes entre
os individuos estudados.

Foram verificadas diferengas significativas nos niveis de colesterol total e
LDL dos individuos avaliados. Sendo que, ndo houve alteracfes para o indice
de triglicerideos e HDL.

Na avaliacdo do indice de glicose foi possivel verificar que houve
diferenca significativa nos niveis de glicose entre o grupo CC com 0S grupos.
Sugerindo que estes pacientes ndo estdo devidamente compensados; estdo
fazendo uso de doses de medicamento abaixo do necessario, ou de forma
incorreta ou ainda ndo estdo usando a medicacao prescrita. Sugerindo também
gue a DP esteja influenciando no controle da glicemia.

A avaliacdo nos indices de LDL oxidado ndo apresentam diferencas
significativas.

Baseado nos resultados foi possivel constatar que o grupo CC
apresentou os menores indices de colesterol total, LDL em relagéo aos grupos
SS, SC e CS sugerindo que o fato se deva ao uso de medicamentos ndo sendo
possivel afirmar que a DP foi capaz de influenciar nos resultados. Com relagéo
ao nivel de glicose o grupo CC apresentou maiores taxas com diferencas

significativas com os grupos CS e SS. Os indices sugerem que estes pacientes
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nao estdo devidamente compensados; ou estdo fazendo uso de doses de
medicamento abaixo do necessério, ou de forma incorreta ou ainda ndo estédo
usando a medicacgéao prescrita. Outra possibilidade seria a de que a DP estaria
contribuindo para que os seus indices glicémicos estejam elevados.

Entretanto, outros estudos s&o necessarios na tentativa de melhor
esclarecer essas associacdes e elucidar os mecanismos envolvidos na relagéo
entre a DP e DCV.
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ANEXOS

Anexo | - Pedido para pesquisa
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UE|||“”‘| (i1 Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Evolutiva
Associagdo Ampla entre a Universidade Estadual de
Ponta Grossa (Departamento de Biologia Estrutural,
“NIQE,N[BQ Molecular e Genética) e a Universidade Estadual do

Centro Oeste (Departamento de Biologia Geral)
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AUTORIZACAO PARA PESQUISA ACADEMICA
Guarapuava, 04 de mar¢o 2013.
Ao Consorcio Intermunicipal de Satde do Centro Oeste do Parana

Prezado Sr2. Solange Rossetin

Vimos, pelo presente, solicitar que nos seja autorizado o desenvolvimento da
pesquisa: Efeitos sisttmicos produzidos por acdo das citocinas pro inflamatorias a
exposicdo cronica bacteriana e a resposta imunoldgica das doencas periodontais bem
como sua influéncia nos niveis de colesterol e no aumento de acimulo de colesterol
oxidado nas doencas cardiovasculares. Com pacientes atendidos no Ambulatério de
Cardiologia do consorcio Intermunicipal de Saude do Centro Oeste do Parand -
Guarapuava, que concordarem e aceitarem participar da pesquisa voluntariamente sem
onus. A pesquisa sera desenvolvida pela académica Sandra Mara Matnei, do Programa
de P6s-Graduacao em Biologia Evolutiva UEPG/UNICENTRO, sob a orientacdo da Prof°
Dr. Giovani Favero. Com 0 objetivo de avaliar mecanismos de estabelecimento e
manutencdo de reacOes inflamatorias, o papel de moléculas de adesdo, citocinas e
quimiocinas, e a Relagdo bidirecional nos mecanismos efetores de imunidade humoral e
celular nas doencas periodontal e aterosclerose. Observar e analisar a resposta do sistema
cardiovascular ao tratamento da infeccéo e inflamag&o do periodontal.

Para sua execucao, para tanto precisamos da sua autorizacdo. Segue em anexo 0
pré projeto da pesquisa.

Contando com sua colaboracéo, aproveitamos para externar protestos de distinta
consideracao.

Atenciosamente,

Sandra Mara Matnei
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ot [
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Anexo Il - Resposta do pedido

CiIs
Centro Oeste

. j nt Biea
Conso cio ntermluucxpa] de Saude do Centro — Qeste do Parana
Rua Vicente Machado, 1109 — 2° Andar— Centro
Guarapuava — PR

AUTORIZACAO PARA PESQUISA ACADEMICA
Guarapuava, 08 de margo 2013.
Ao Programa de Pés-Graduagio em Biologia Evolutiva
Prezada Sandra Mara Matnei

Vimos, pelo presente, autorizar o desenvolvimento da pesquisa: “Efeitos
sistémicos produzidos por agio das citocinas pro inflamatérias a exposiciio cronica
bacteriana e a resposta imunolégica das doencas periodontais bem como sua
influéncia nos niveis de colesterol e no aumento de aciimulo de colesterol oxidado
nas doengas cardiovasculares”, com pacientes atendidos no Ambulatério de
Cardiologia do consorcio Intermunicipal de Satide do Centro Oeste do Parana -
Guarapuava, que concordarem e aceitarem participar da pesquisa voluntariamente sem
6nus. Com o objetivo de avaliar mecanismos de estabelecimento e manutengdo de
reagdes inflamatérias, o papel de moléculas de adesdo, citocinas e quimiocinas, e a
Rela¢@o bidirecional nos mecanismos efetores de imunidade humoral e celular nas
doengas periodontal e aterosclerose. Observar e analisar a resposta do sistema
cardiovascular ao tratamento da infecgo e inflamagio do periodontal.

Atenciosamente,

AR &

T

Solange Rossetin

(Coordenadora do CIS do Centro Oeste do Parana)
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Anexo lll - Termo de consentimento livre e esclarecido

uE|||]H::llll'”m"li“}:: Programa de Pds-Graduag&o em Biologia Evolutiva
Il
Associacdo Ampla entre a Universidade Estadual de Ponta

ooeste Grossa (Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e

)

Genética) e a Universidade Estadual do Centro Oeste

UNICENTRO

sunicacgaita (Departamento de Biologia Geral)

gsvadual g

G
R

7
Sigpjun

TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, , portador do RG,
declaro que concordo em participar voluntariamente, da
Pesquisa Cientifica intitulada “Efeitos sistémicos produzidos por acio das citocinas
pro inflamatérias a exposicio cronica bacteriana e a resposta imunoldgica das
doencas periodontais bem como sua influéncia nos niveis de colesterol e no aumento
de acumulo de colesterol oxidado nas doencas cardiovasculares”, que tem por
objetivo, de avaliar mecanismos de estabelecimento e manutencio de reacoes
inflamatoérias, o papel de moléculas de adesao, citocinas e quimiocinas, e a Relaciao
bidirecional nos mecanismos efetores de imunidade humoral e celular nas doencas
periodontal e aterosclerose, ndo apresentando riscos a minha integridade fisica ou
mental. A pesquisa sera desenvolvida pela académica Sandra Mara Matnei, do Programa
de Pos-Graduagao em Biologia Evolutiva UEPG/UNICENTRO, sob a orienta¢cdo da Prof®
Dr. Giovani Favero e terd& como metodologia para coleta de dados: Exame clinico
odontolégico para analisar a existéncia de doenca periodontal, grau da doenca, perda
dentaria. Realizacdo de tratamento periodontal em pacientes que apresentarem a doenca
e concordarem em fazé-lo com acompanhamento e liberacdo do médico que trata o
paciente sem o6nus para 0 mesmo. Bidpsia de tecido periodontal para analise
histopatoldgica e coleta de amostra de sangue para analise bioguimica; Colesterol total,
LDL/,HDL,Triglicerideos, PCR, IL 6 e TNF para posterior analise.

Estou ciente de que os participantes ndo terdo seus nomes divulgados, que os resultados
séo confidenciais e que serdo utilizados unicamente para fins da pesquisa. Autorizo a
divulgacdo dos resultados das andlises. Sei que tenho liberdade de recusar a participar da
pesquisa e de deixa-la a qualquer momento, sem que isso traga nenhum prejuizo as
minhas atividades na instituicao.

Guarapuava, de de 2013.

Assinatura do pesquisado Assinatura do Pesquisador

ogi
R il SW
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Anexo IV - Aprovacdo do Comité de Etica

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plataforma
PONTA GROSSA - UEPG %«vﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos sistémicos produzidos por agéo das citocinas pro inflamatérias a exposicao
cronica bacteriana e a resposta imunolégica das doencas periodontais bem como sua
influéncia nos niveis de colesterol e no aumento de acumulo de colesterol oxidado nas
doengas cardiovasculares

Pesquisador: Giovani Marino Favero

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 26976714.0.0000.0105

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 544.853
Data da Relatoria: 27/02/2014

Apresentacao do Projeto:

Diversos estudos tém demonstrado que as doengas periodontais, pelo seu carater infeccioso inflamatério,
sdo fatores de risco para doengas sistémicas; principalmente as multifatoriais. Autores sugerem que a
exposicao sistémica a infecgdes pode resultar na liberagdo de citocinas inflamatérias, que alteram o
metabolismo lipidico, promove a hiperlipidemia, a hiperglicemia e a oxidacdo de lipideos. As alteracdes
cardiovasculares

e de tolerancia tecidual a glicemia sdo as mais comumente encontradas em pacientes com doencas
periodontais; justificando-se o interesse nos mecanismos biolégicos que ligam as duas doengas, e o objetivo
de tracar relacédo entre marcadores bioldgicos relacionados a infeccdo e inflamacéao periodontal com a
doenca cardiovascular em particular a aterosclerose e analisar o beneficio que o tratamento periodontal ira
proporcionar. Na

literatura s@o descritos quatro caminhos especificos para explicar a ligagéo entre infecgdes periodontais e o
risco de doenca cardiovascular: A acao direta das bactérias sobre as plaquetas, a resposta autoimune,
invaséo das bactérias nas células endoteliais e macréfagos o efeito das citocinas e mediadores inflamatérios
nos leitos vasculares e no figado na fase aguda. O nivel de

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n° 4748 bl M sala 12

Bairro: CEP: 84.030-900
UF: PR Municipio: PONTA GROSSA
Telefone: (42-)3220-3108 Fax: (42-)3220-3102 E-mail: seccoep@uepg.br
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE Plataforma
PONTA GROSSA - UEPG %«vﬂ

Continuagéo do Parecer: 544.853

PCR de pacientes portadores de doencas periodontais é mais elevado quando comparados aos que nao
séo portadores da doenca; sendo que o aumento da Proteina-C-reativa como ja foi demonstrado aumenta a
expressdo do fator tecidual, de moléculas de adeséo liga-se as proteinas plasmaticas e ativa o sistema
complemento, presente na maioria das células esponjosas das placas ateroscleréticas. Varias sdo as teorias
explicativas que associam a doenca periodontal as doengas cardiovasculares; sendo que mecanismos
biolégicos que as ligam ndo séo suficientemente claros e conclusivos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar mecanismos de estabelecimento e manutencéo de reacdes inflamatorias, o papel de moléculas de
adesao, citocinas e quimiocinas, e a Relagéo bidirecional nos mecanismos efetores de imunidade humoral e
celular nas doengas periodontal e aterosclerose.

Objetivo Secundario:

Observar e analisar a resposta do sistema cardiovascular ao tratamento da infecgédo e inflamacédo do
periodontal.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Relacionados a pesquisa néo ha. Os riscos estdo relacionados ao tratamento odontolégico.

Beneficios:

Ampliacdo do conhecimento especifico na area. Ao paciente os beneficios incluem um tratamento
odontolégico gratuito e de alta qualidade.

Comentarios e Consideragcdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa quer buscar dados inovadores e que possa sinalizar correlagdes entre doencas

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos de apresentagao obrigatério estdo corretamente anexados e devidamente assinados pelos
responsaveis.

Recomendacoes:

Na&o se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:

Nao se aplica

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n° 4748 bl M sala 12

Bairro: CEP: 84.030-900
UF: PR Municipio: PONTA GROSSA
Telefone: (42-)3220-3108 Fax: (42-)3220-3102 E-mail: seccoep@uepg.br
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Anexo V - Pedido de exames laboratoriais

UEW \lanw;; Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Evolutiva
{ I

Associagdo Ampla entre a Universidade Estadual de
Ponta Grossa (Departamento de Biologia Estrutural,
Molecular e Genética) e a Universidade Estadual do
Centro Oeste (Departamento de Biologia Geral)

oOeste
e
&

s

< UNICENTRO

Y pablica e gratuita.
s, 1

%
s,
Ssonun

Paciente:
Exames :

1- Hemograma

01

2- Triglicerideos

3- Colesterol HDL

01

4- Colesterol LDL
5- Colesterol Total

01
01

6- Glicose

01

Observacdo: Separar e guarda 1ml de amostra do plasma

Sandra Mara Matnei

Guarapuava___/ /
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APENDICES

Apéndice | - Valores de referéncia para as variaveis (leucograma, plaquetas, Colesterol total, HDL,LDL, Triglicerideos,
Glicose) analisadas.

PACIENTES COM DOENCA PERIODONTAL E COM DOENCA CARDIOVASCULAR

81

LEUCOCITOS EOSINOFILOS LINFOCITOS MONOCITOS SEGMENTADOS NEUTROFILOS PLAQUETAS COLESTEROL HDL LDL TRIGLICERIDEOS GLICOSE
TiPICOS COLESTEROL | COLESTEROL
01 9.500/mm? 190/mm’ 3.800/mm? 665/mm’ 4.655/mm’ 4.845/mm’ 265.000/mm? 119,00mg/dL 52,00 mg/dL 35,00 mg/dL 156,00 mg/dL 100,00
mg/dL
02 6.490/mm? 714/mm’ 2.077/mm? 454/mm’ 3.115/mm? 3.245/mm’ 284.000/mm’ 194,00 mg/dL 47,00 mg/dL 123,00 mg/dL 120,00 mg/dL 112,00
mg/dL
03 6.500/mm? 130/mm’ 1.950m/m? 390/mm? 3.900/mm’ 4.030/mm’ 187.000/mm? 250,00mg/dL 51,00 mg/dL 160,00 mg/dL 187,00 mg/dL 118,00
mg/dL
04 6.200/mm? 186/mm’ 1.984/mm’ 496/mm’ 3.410/mm’ 3.534/mm’ 260.000/mm’ 182,00mg/dL 53,00 mg/dL 107,00mg/dL 109,00 mg/dL 120,00
mg/dL
05 7.500/mm? 300/mm’ 2.775/mm? 600/mm’ 3.600/mm? 3.825/mm’ 269.000/mm? 191,00 mg/dL 58,00 mg/dL 117,00 mg/dL 80,00 mg/dL 77,00
mg/dL
06 10.800/mm? 216/mm’? 3.024/mm? 648/mm? 6.696/mm’ 6.912/mm? 207.000/mm? 160,00 mg/dL 59,00 mg/dL 61,00 mg/dL 205,00 mg/dL 221,00
mg/dL
07 7.024/mm? 140/mm’ 2.599/mm’ 421/mm’ 3.723/mm’ 3.863/mm? 207.000/mm? 158,34mg/dL 38,00 mg/dL 40,00 mg/dL 396,76 mg/dL 240,41
mg/dL
08 8.200/mm? 164/mm’ 2.706/mm? 656/mm’ 4.510/mm’ 4.674/mm’ 213.000m/m’ 169,00 mg/dL 35,00 mg/dL 85,00 mg/dL 259,00 mg/dL 290,00
mg/dL
09 5.700/mm? 114/mm? 2.337/mm’ 399/mm? 2.736/mm’ 2.850/mm’ 261.000/mm’ 132,00 mg/dL 69,00 mg/dL 55,00 mg/dL 60,00 mg/dL 105,00
mg/dL
10 7.600/mm? 76/mm’ 2.280/mm’ 380/mm’ 4.636/mm’ 4.864/mm’ 115.000/mm? 201,00 mg/dL 33,00 mg/dL 108,00 mg/dL 300,00 mg/dL 105,00
mg/dL
11 5.360/mm? 161/mm’ 1.662/mm? 536/mm? 2.948/mm’ 3.002mm? 229.000/mm? 175,00 mg/dL 60,00 mg/dL 83,00 mg/dL 160,00 mg/dL 92,00
mg/dL
12 10.360/mm? 414/ mm? 3.522/ mm’ 725/ mm? 5.387/mm? 5.698mm? 276.000/mm? 190,74 mg/dL 42,00 mg/dL 112,00 mg/dL 133,90 mg/dL 79,06
mg/dL
13 4.900/mm’ 98/mm’ 2.156/mm’ 343/mm? 2.205/mm’ 2.303mm? 180.000/mm? 184,97 mg/dL 66,00 mg/dL 103,00 mg/dL 72,74 mg/dL 74,36
mg/dL
14 5.300/mm? 159/mm? 2.120/mm’ 371/mm? 2.544/mm’ 2.650/mm’ 207.000/mm? 124,54 mg/dL 48,00 mg/dL 60,60 mg/dL 77,08 mg/dL 88,42
mg/dL
15 7.024/mm? 281/mm? 2.037/mm’ 421/mm? 4.214/mm’ 4.285/mm’ 168.000/mm? 163,74 mg/dL 49,00 mg/dL 101,00 mg/dL 65,69 mg/dL 95,22

mg/dL
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LEUCOCITOS EOSINOFILOS L[NFOCITOS MONOCITOS SEGMENTADOS NEUTROFILOS PLAQUETAS COLESTEROL HDL LDL TRIGLICERIDEOS GLICOSE
TIPICOS COLESTEROL | COLESTEROL
01 7.790/mm? 623/mm’ 2.649/mm’ 779/mm? 3.506/mm’ 3.739/mm? 222.000/mm? 240,00mg/dL 46,00 mg/dL 169,00 mg/dL 120,00 mg/dL 87,00
02 5.400/mm? 108/mm’> 2.592/mm? 378/mm’ 2.214/mm’ 2.322/mm’ 340.000/mm? 299,00 mg/dL 48,00 mg/dL 208,00 mg/dL 215,00 mg/dL rr;gg;i)];)
03 6.790/mm? 136/mm’ 1.969m/m? 340/mm’ 4.142/mm’ 4.346/mm’ 319.000/mm? 210,00mg/dL 51,00 mg/dL 130,00 mg/dL 145,00 mg/dL mgii)%)
04 13.500/mm? 135/mm’ 5.130/mm? 945/mm’ 7.290/mm? 7.290/mm? 316.000/mm? 183,00mg/dL 61,00 mg/dL 90,00mg/dL 160,00 mg/dL rr;ig;i)lz)
05 7.600/mm? 228/mm? 2.280/mm’ 532/mm? 4.408/mm’ 40560/mm? 200.000/mm? 220,00 mg/dL 41,00 mg/dL 129,00 mg/dL 250,00 mg/dL m9g9/fj()12)
06 5.800/mm? 580/mm’ 2.088/mm’ 580/mm? 2.378/mm’ 2.552/mm’ 228.000/mm? 177,00 mg/dL 60,00 mg/dL 88,00 mg/dL 142,00 mg/dL n:)z(;l/%]a
07 4.900/mm’> 294/mm’ 1.470/mm’ 490/mm’ 2.499/mm’ 2.699/mm’ 271.000/mm? 162,34mg/dL 69,00 mg/dL 81,00 mg/dL 60,00 mg/dL négg/%%
08 | 13.600/mm? 816/mm?* 4.080mm’ 816/mm’* 7.480/mm? 7.888/mm’ 240.000m/m’ 200,00 mg/dL 59,00 mg/dL 118,00 mg/dL 115,00 mg/dL Kl%%,(:)]a
09 7.500/mm? 75/mm? 2.325/mm’ 375/mm’ 4.650/mm’ 4.725/mm’ 255.000/mm’ 206,00 mg/dL 52,00 mg/dL 137,00 mg/dL 85,00 mg/dL m9g0/i)](“)
10 5.000/mm? 150/mm’ 1.650/mm? 350/mm’ 2.750mm’ 2.850/mm’ 167.000/mm? 210,00 mg/dL 60,00 mg/dL 126,00 mg/dL 120,00 mg/dL m9g8/i)lz)
11 6.000/mm? 120/mm’ 1.380/mm? 360/mm? 4.020/mm’ 4.140/mm’ 143.000/mm? 199,00 mg/dL 55,00 mg/dL 119,00 mg/dL 121,00 mg/dL %gl/jz)lz)
12 6.400/mm? 128/ mm? 2.560/mm’ 384/ mm’ 3.200/mm’ 3.328/mm? 255.000/mm? 240,00 mg/dL 49,00 mg/dL 169,00 mg/dL 110,00 mg/dL m9g]/i)](3
13 7.900/mm? 395/mm? 3.397/mm? 474/mm’ 3.476/mm’ 3.634/mm’ 293.000/mm? 190,00 mg/dL 64,00 mg/dL 113,00 mg/dL 65,00 mg/dL n:ggii/i)l(‘)
14 8.990/mm? 0/mm? 2.068/mm’ 629/mm? 6.023/mm’ 6.293/mm? 295.000/mm? 223,00 mg/dL 39,00 mg/dL 131,00 mg/dL 264,00 mg/dL n:ggS/i)I(‘)
15 9.680/mm’> 871/mm>® 2.130/mm’ 871mm’ 5.614/mm’ 5.808/mm’ 245.000/mm’ 214,00 mg/dL 42,00 mg/dL 146,00 mg/dL 126,00mg/dL n;ii/i)l(‘)

mg/dL
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LEUCOCITOS EOSINOFILOS L[NFOCITOS MONOCITOS SEGMENTADOS NEUTROFILOS PLAQUETAS COLESTEROL HDL LDL TRIGLICERIDEOS GLICOSE
TIPICOS COLESTEROL | COLESTEROL
01 4.900mm? 196/mm’ 1.519/mm’ 294/mm? 2.793/mm’ /mm? 227.000/mm? 226,25mg/dL 61,00 mg/dL 155,00 mg/dL 49,61mg/dL 95,73
02 8.700/mm? 87/mm’> 3.045/mm? 609/mm? 4.872/mm’ 4.959/mm? 283.000/mm? 239,00 mg/dL 48,00 mg/dL 176,00 mg/dL 71,00 mg/dL rlr;)g7/,(g;)
03 5.400/mm? 162/mm’ 2.538/mm? 483/mm’ 2.106/mm’ 2.214/mm’ 173.000/mm? 200,00mg/dL 42,00 mg/dL 116,00 mg/dL 255,00 mg/dL rlrz)gg/,c(l)];)
04 6.300/mm? 567/mm?* 1.764/mm? 504/mm’ 3.276/mm’ 3.465/mm’ 193.000/mm? 214,00mg/dL 50,00 mg/dL 129,00mg/dL 175,00 mg/dL rlrz)g()/,c(l)]a
05 6.200/mm? 62/mm’ 2.108/mm? 496/mm’ 3.472/mm? 3.534/mm’ 153.000/mm® 210,00 mg/dL 45,00 mg/dL 136,00 mg/dL 142,00 mg/dL %gt)/j)%
06 5.800/mm? 116/mm? 2.146/mm’ 348/mm? 3.074/mm’> 3.190/mm’> 363.000/mm? 141,00 mg/dL 70,00 mg/dL 58,00 mg/dL 65,00 mg/dL ngf&)
07 8.000/mm? 160/mm? 3.200/mm’? 720/mm? 3.760/mm?> 3.920/mm’ 229.000/mm? 200,00mg/dL 49,00 mg/dL 107,00 mg/dL 220,00 mg/dL n:)gs/ﬁ)
08 7.000/mm? 70/mm’> 2.100/mm? 210/mm’ 4.550/mm’ 4.620/mm’ 159.000m/m’ 275,00 mg/dL 35,00 mg/dL 126  mg/dL | 541,00 mg/dL n:)z(;l/%]a
09 4.700/mm’> 94/mm? 1.457/mm’ 329/mm’ 2.726/mm’ 2.820/mm’ 245.000/mm’ 196,00 mg/dL 46,00 mg/dL 123,00 mg/dL 135,00 mg/dL n;g;i)](“)
10 14.700/mm? 147/mm’ 4.410/mm’ 588/mm’ 9.261/mm’ 49.555/mm? 224.000/mm’ 168,00 mg/dL 40,00 mg/dL 103,00 mg/dL 120,00 mg/dL T:)gﬁ)%)
11 7.500/mm? 150/mm’ 2.625/mm’ 450/mm’ 4.125/mm’ 4.275/mm’ 168.000/mm? 135,00 mg/dL 46,00 mg/dL 59,00 mg/dL 149,00 mg/dL n;lg;(?(l;o
12 6.800/mm? 68/ mm? 2.312/ mm? 408/ mm? 3.944/mm’ 4.012/mm’ 207.000/mm? 244,00 mg/dL 46,00 mg/dL 162,00 mg/dL 180,00 mg/dL m9g9/fg(3
13 4.950/mm’ 149/mm? 1.832/mm? 347/mm? 2.475/mm’ 2.624/mm? 206.000/mm? 300,00 mg/dL 45,00 mg/dL 235,00 mg/dL 97,00 mg/dL m9g3/i)l(‘)
14 13.900/mm? 834/mm? 4.865/mm’ 417/mm’ 7.645/mm? 7.784/mm? 204.000/mm? 139,00 mg/dL 40,00 mg/dL 78,00 mg/dL 105,00 mg/dL m9g0/i)l(‘)
15 6.370/mm?> 127/mm? 2.038/mm’ 446/mm’ 3.695/mm’ 3.758/mm’ 167.000/mm’ 217,84 mg/dL 39,00 mg/dL 126mg/dL 441,95mg/dL Ilnéa,d;;

mg/dL
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LEUCOCITOS EOSINOFILOS LINFOCITOS MONOCITOS | SEGMENTADOS NEUTROFILOS PLAQUETAS COLESTEROL HDL LDL TRIGLICERIDEOS GLICOSE
TIPICOS COLESTEROL COLESTEROL

01 10.000/mm? 600/mm’ 4.400/mm? 1000/mm? 3.700/mm’ 4.000/mm? 230.000/mm? 195,00mg/dL 61,00 mg/dL 114,00 mg/dL 100,00 mg/dL 78,00
02 6.310/mm? 252/mm’ 2.272/mm’ 568/mm? 3.155/mm’ 3.218/mm? 251.000/mm? 249,00 mg/dL 33,00 mg/dL 149,00 mg/dL 350,00 mg/dL n;gl/i)]a
03 5.850/mm? 117/mm? 1.931/Mnm’ 468/mm’ 3.218/mm’ 43.335/mm’ 238.000/mm? 180,00mg/dL 50,00 mg/dL 108,00 mg/dL 105,00 mg/dL m7g8/,(g(3
04 5.500/mm? 110/mm? 1.760/mm? 385/mm’* 3.190/mm? 3.245/mm’ 255.000/mm? 200,00mg/dL 60,00 mg/dL 125,00mg/dL 75,00 mg/dL nfl/f&)
05 | 11.000/mm’ 110/mm? 2.750/mm? 550/mm’ 7.480/mm? 7.590/mm’ 278.000/mm? 183,00 mg/dL 36,00 mg/dL 134,00 mg/dL 63,00 mg/dL m%ﬁ)
06 6.800/mm? 136/mm’ 2.040/mm? 476/mm’ 4.080/mm’ 4.148/mm’ 223.000/mm’ 160,00 mg/dL 34,00 mg/dL 107,00 mg/dL 91,00 mg/dL m6g8/i)lz)
07 5.800/mm? 116/mm? 3.074/mm’ 580/mm’ 1.914/mm’ 2.030/mm’ 228.000/mm’ 187,00mg/dL 49,00 mg/dL 113,00 mg/dL 125,00 mg/dL n;%:i)lz)
08 10700/mm? 1391/mm? 2.889mm’ 749/mm’ 5.350/mm? 5.671/mm’ 286.000m/m’ 205,00 mg/dL 55,00 mg/dL 124,00 mg/dL 129,00 mg/dL m7g9/i)](“)
09 6.900/mm? 350/mm’ 1.887/mm’* 559/mm’ 4.124/mm’ 4.194/mm’ 263.000/mm? 232,01 mg/dL 54,00 mg/dL 156,00 mg/dL 69,89 mg/dL n:)%/ﬁ)
10 7.100/mm? 213/mm’ 2.272/mm? 355/mm’* 4.047mm’ 4.260/mm’ 411.000/mm’ 199,00 mg/dL 58,00 mg/dL 101,00 mg/dL 200,00 mg/dL nll(%/l(%o
11 8.300/mm? 249/mm’ 3.091/mm? 581/mm? 3.043/mm’ 3.569/mm? 264.000/mm? 230,00 mg/dL 45,00 mg/dL 151,00 mg/dL 170,00 mg/dL Kggfg(];

12 6.660/mm?* 466/ mm’ 1.931/mm? 400/ mm? 3.730/mm’ 3.863/mm’ 269.000/mm’ 204,00 mg/dL 44,00 mg/dL 146,00 mg/dL 75,39 mg/dL ;;g,g(:g

13 8.890/mm’> 267/mm? 2.756/mm’ 800/mm’ 4.890/mm’ 5.067/mm’ 220.000/mm’ 200,00 mg/dL 61,00 mg/dL 123,00 mg/dL 80,00 mg/dL n;gfg;

14 4.900/mm’ 196/mm?® 1.690/mm’ 392/mm?® 2.254/mm’ 2.352/mm’ 209.000/mm’ 145,00 mg/dL 64,00 mg/dL 65,00 mg/dL 82,00 mg/dL m9%i)]z)
15 6.400/mm? 128/mm? 1.920/mm? 512/mm? 3.712/mm’ 3.840/mm? 221.000/mm? 170,00 mg/dL 67,00 mg/dL 99,00 mg/dL 60,00mg/dL n:ggﬁ/i)l(‘)

mg/dL




Apéndice Il — Analise Descritiva

Level of
Factor

N

Mean

60 7460,783

SS
CC
CS
SC

Level of N
Factor

SS

CC
CS
SC

Level of
Factor N

SS

CcC
CS
SC

Level of
Factor

S5

CcC
CS
SC

Level of
Factor

SS

CC
CS
SC

Level of
Factor

SS
CcC

15
15
15
15

60

15
15
15
15

60

15
15
15
15

60

15
15
15
15

60

15
15
15
15

60

15
15

7407,333
7230,533
7790,600
7414,667

Mean
261,5833

313,4000
223,0667
310,6000
199,2667

Mean
2490,317

2444,200
2468,600
2517,867
2530,600

Mean
513,8833

558,3333
500,3333
553,6000
443,2667

Mean
4026,650

3859,733
3885,267
4243,333
4118,267

Mean
4110,050

4092,067
4038,667

Std.Dev.
2371,711

1925,348
1813,900
2718,761
3022,891

Std.Dev.
253,4886
330,3729
161,5158
280,7744
213,3684

Std.Dev.
828,475
727,047
604,987
1004,968
991,293

Std.Dev.
166,7676
175,6993
127,6125
208,1764
131,7804

Std.Dev.
1534,653
1337,905
1181,964
1693,436
1939,069

Std.Dev.
1395,666

1334,681
1230,413

LEUCOCITOS
Std.Err

306,1866

497,1226
468,3470
701,9812
780,5071

EOSINOFILOS
Std.Err
32,72524

85,30192
41,70320
72,49564
55,09148

LINFOCITOS T
Std.Err

106,9557

187,7228
156,2071
259,4815
255,9508

MONOCITOS
Std.Err

21,52960

45,36536
32,94941
53,75091
34,02555

SEGMENTADOS

Std.Err
198,1228
345,4455
305,1819
437,2434
500,6654

NEUTROFILOS
Std.Err
180,1797
344,6132
317,6913

-95,00%
6848,105

6341,111
6226,029
6285,000
5740,645

-95,00%
196,1003
130,4456
133,6222
155,1123

81,1072

-95,00%
2276,299
2041,575
2133,569
1961,334
1981,640

-95,00%
470,8027
461,0343
429,6639
438,3158
370,2891

-95,00%
3630,207
3118,827
3230,717
3305,539
3044,446

-95,00%
3749,511

3352,945
3357,287

85

+95,00%
8073,461

8473,555
8235,038
9296,200
9088,688

+95,00%
327,0664

496,3544
312,5111
466,0877
317,4261

+95,00%
2704,335

2846,825
2803,631
3074,399
3079,560

+95,00%
556,9640

655,6324
571,0028
668,8842
516,2442

+95,00%
4423,093
4600,640
4539,817
5181,127
5192,087

+95,00%
4470,589

4831,189
4720,047



€S
SC

Level of
Factor

SS

CcC
CS
SC

15
15

60

15
15
15
15

4378,000
3931,467

Mean
234400,0

249733,3
221866,7
252600,0
213400,0

1723,230
1351,746

Std.Dev.
54906,45

55375,94
47765,60
55877,16
54653,19

444,9362
349,0194

PLAQUETAS
Std.Err
7088,39

14298,01
12333,02
14427,42
14111,39

3423,707
3182,894

-95,00%
220216,2

219067,2
195415,0
221656,3
183134,1

86

5332,293
4680,039

+95,00%
248583,8

280399,5
248318,4
283543,7
243665,9
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APENDICE Il - Valores de referéncia para hipertensao, medicacgao, diabetes, obesidade, tabagismo, sedentarismo, idade,

sexo, DP, DCV

GRUPO 1 S/S
HIPERTENSAO Med DIABETES Med OBESIDADE TABAGISMO SEDENTARISMO SEXO IDADE DP DCV
01 F 28
02 M 40
03 M 33
04 F 31
05 M 23
06 F 33
07 M 30
08 F 34
09 M 37
10 F 33
11 M 35
12 F 43
13 F 42
14 F 30
15 F 25
GRUPO 2 C/C
HIPERTENSAO Med DIABETES Med OBESIDADE TABAGISMO SEDENTARISMO SEXO IDADE DP DCV
01 X BENZETACIL X F 40 X X
1.200.000 ui
FLUOXETINA
30mg
ATENOLOL 50mg
SELOZAK
50mg
02 X AAS 100MG F 50 X X
SIVASTATINA 10mg
MONOCORDIL 20mg
PLAVIX75mg
ATENOLOL 25mg
03 X LOSSARTAM 50mg M 67 X X
ATENOLOL 50mg
AAS 10mg
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SUSRATE 10mg
PLAVIX 75mg
LIPITOR 20mg

04

LOSARTANA
50mg
SIVASTATINA
20mg
PLAVIX 75 mg

METAFORMINA
750 mg

55

05

SIVASTATINA 20mg
AAS 100mg

50

06

CAPTOPRIL 50mg
SIVASTATINA
20mg
FLUOXETINA
20mg
AAS 100 mg

METAFORMINA
750 mg

58

07

ATENOLOL 50mg
LOSARTANA 25 mg
AAS 100mg
SIVASTATINA
20mg

METAFORMINA
750 mg

49

08

ATENOLOL
50mg
LOSARTANA
50mg
LOSINOPRIL
10mg
SIVASTATINA
20MG
AAS 100mg

INSULINA

49

LOSARTANA 50mg
AAS 100mg

39

LOSARTANA 50mg
ATENOLOL
50 mg

METAFORMINA

53

LOSARTANA 50mg
LASIX
40mg
ESPIROLACTONA
25mg
NEBILET
5mg
PREDIMISONA
5MG
AAS 100mg
CLOPIDOGREL
75mg

62

CAPTOPRIL
50mg
FLUOXETINA 20mg
AAS 100mg

35

LOSARTANA 50mg
AAS 100mg
SIVASTATINA
20mg

58

SIVASTATINA 20mg
LIPLESS 100 mg

37
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LOSARTANA 25 mg

AAS 100mg
PLAVIX 75 mg
15 X CLOPIDOGREL 75mg 58 X
LIPITOR
20mg
Aas 100mg
LOSARTANA 50mg
GRUPO 3 C/S
HIPERTENSAO Med DIABETES Med OBESIDADE TABAGISMO SEDENTARISMO SEXO IDADE DP DCV
01 M 49 X
02 F 53 X
03 F 58 X
04 F 59 X
05 M 48 X
06 F 55 X
07 F 43 X
08 F 46 X
09 F 43 X
10 F 36 X
11 F 51 X
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52

33

60

7

GRUPO 4 S/C

HIPERTENSAO

Med

DIABETES

Med

OBESIDADE

TABAGISMO

SEDENTARISMO

SEXO

IDADE

DP

DCV

01 X

LOSARTANA 50mg
AAS 100mg
COPIDOGREL 75mg
FLUOXETINA
30mg
ATENOLOL 50mg
SIVASTATINA 20mg

60

02 X

SIVASTATINA 10mg
LOSARTANA
25mg

41

LOSARTANA
50mg
ATENOLOL 50mg
AAS 10mg
SUSRATE 10mg
LIPITOR 20mg

METAFORMINA
750mg

57

04 X

LOSARTANA
50mg
SIVASTATINA
20mg
AAS 100mg

55

05 X

LOSARTANA 50mg

SIVASTATINA 20mg
AAS 100mg

60

06

LOSARTANA 25mg

LOSARTANA 25mg

METAFORMINA
750mg

08

LOSARTANA 25mg

09

CAPTOPRIL 20mg
AAS 100mg

nIZ M

X[ X|X| X|X

LOSARTANA 50 mg
AAS 100mg
CLOPIDOGREL 75mg
SIVASTATINA 20mg

£

x| X|X| X|Xx

LOSARTANA 25mg
SUSTRATE 10mg
AAS 100Mg

51




91

SIVASTATINA
40mg
ATENOLOL
20mg
DILTROZEM

LOSARTANA 25mg
AAS 100mg
PLAVIX
75mg
SIVASTATINA 20mg
VITORIN 10/20

66

LOSARTANA 25mg
SIVASTATINA 20mg
AAS 100mg

79

LOSARTANA
50mg
SUSTRATE 10mg
SIVASTATINA 40mg

METAFORMINA 750 mg
INSULINA

52

LOSARTANA 50mg
SIVASTATINA 20mg
AAS 100mg

METAFORMINA 750mg

44






