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RESUMO

Nos ultimos anos, a relacdo entre bactérias orais e aterosclerose tem sido investigada, e
estudos tém sugerido que bactérias cariogénicas participam direta e indiretamente da
etiopatogénese e progressao dessa doenga. Streptococcus mutans (SM) tem demonstrado a
capacidade de invadir e causar dano as células endoteliais, favorecer a aderéncia de leucocitos
no endotélio vascular e promover a transformag¢do de macroéfagos em células espumosas,
eventos diretamente relacionados ao desenvolvimento da aterosclerose. Essa bactéria tem sido
detectada em placas aterosclerdticas com varidvel frequéncia, e estudos laboratoriais tém
pesquisado sua relagdo com a ativacdo de marcadores inflamatorios e trombogénicos, que sdo
indiretamente associados a patogénese dessa doenca. Porém, o mecanismo patogénico da
aterosclerose ainda ndo esta completamente elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser
amplamente investigado. O presente estudo teve por objetivo avaliar a relagdo entre a
presenga de SM e alteragdes teciduais e inflamatérias em vasos com acometimento de
aterosclerose. Um total de 13 placas ateroscleroticas, coletadas de pacientes com estenose de
cardtida ou aneurisma de aorta, e dez amostras-controle de vasos sadios (artérias carétida e
aorta), coletadas durante procedimento de necropsia, foram submetidas a Reacdo em Cadeia
da Polimerase em tempo real (qQPCR), andlise histopatologica, andlise histoquimica por
coloracdo de Giemsa (CG) e analise imuno-histoquimica para SM, IL-1p, TNF-a, PCR,
osteopontina, fibrinogénio e CD61 (método da estreptavidina-biotina-peroxidase). Todas as
amostras-controle, microscopicamente sadias, foram positivas para SM apenas através de
qPCR, enquanto que as amostras de placa aterosclerdtica apresentaram positividade para SM
através de qPCR e imuno-histoquimica, além de exibirem caracteristicas histopatologicas de
aterosclerose severa (100%). Presenga de tecido fibroso (100,0%) e calcificacdo (92,3%)
foram as caracteristicas mais frequentes, seguidas de formacdo de trombo (84,6%), células
inflamatorias mononucleares dispersas (76,9%) e presenga de core lipidico (61,5%). A CG
mostrou que os Estreptococcus colonizaram 4reas de core lipidico, tecido fibroso e
calcificacdo, ndo sendo positiva nos vasos do grupo controle. Todas as 13 amostras de placa
aterosclerotica, imunopositivas para SM, foram positivas para os anticorpos fibrinogénio, IL-
1B, osteopontina e CD61, enquanto que imunoexpressdo para PCR e TNF-a foi evidenciada
em 12 amostras (92,3%). A reatividade para IL-13, TNF-a, osteopontina ¢ CD61 nao foi
encontrada nas amostras-controle, imunonegativas para SM, porém, em algumas, observou-se
imunomarcagdo para fibrinogénio (60,0%) e PCR (50,0%). A deteccdo de SM em placas

ateroscleroticas, além da visualizagdo de Estreptococcus em areas de alteragdo tecidual,



sugere que nessas amostras, 0S micro-organismos encontraram ambiente favoravel para sua
proliferacdo. Além disso, imunoexpressdo positiva de TNF-a, IL-1B, fibrinogénio, PCR,
osteopontina ¢ CD61 em amostras de placa aterosclerdtica imunopositivas para SM pode

sugerir uma possivel relacdo com a aterosclerose.

Palavras-chave: Aterosclerose. Streptococcus mutans. Reagdo em Cadeia da Polimerase em

Tempo Real. Imuno-histoquimica. Inflamacgao.



ABSTRACT

Over the past few years, the association between oral bacteria and atherosclerosis has been
investigated, and studies have suggested that cariogenic bacteria are directly and indirectly
involved in the etiopathogenesis and progression of this disease. Streptococcus mutans (SM)
has demonstrated the ability to invade and cause damage to endothelial cells, favor the
adhesion of leukocytes in vascular endothelium and promote the transformation of
macrophages into foam cells, events directly related to the development of atherosclerosis.
This microorganism has been detected in atherosclerotic plaques with variable frequency, and
laboratory studies have investigated its role in the activation of inflammatory and
thrombogenic markers, which are indirectly associated with the pathogenesis of this disease.
However, the pathogenic mechanism of atherosclerosis is not yet fully elucidated, and the role
of oral bacteria needs to be extensively investigated. The present study aimed to evaluate the
association between the presence of SM and tissue and inflammatory alterations in vessels
with atherosclerosis. A total of 13 atherosclerotic plaques, collected from patients with carotid
stenosis or aortic aneurysm, and 10 control samples of healthy blood vessels (aortic and
carotid arteries) collected during necropsy procedure, were submitted to Real-time
Polymerase Chain Reaction (qPCR), histopathological analysis, histochemical analysis by
Giemsa staining (GS) and immunohistochemical analysis for SM, IL-1B, TNF-a, CRP,
osteopontin, fibrinogen and CD61 (Streptavidin-biotin-peroxidase method). All
microscopically healthy control specimens were positive for SM only through qPCR, whereas
atherosclerotic plaque specimens were positive for SM through qPCR and
immunohistochemistry, and showed histopathological characteristics of severe atherosclerosis
(100%). Presence of fibrous tissue (100.0%) and calcification (92.3%) were the most frequent
features, followed by thrombus formation (84.6%), mononuclear inflammatory cells (76.9%)
and presence of core lipid (61.5%). GC showed that streptococcus colonized areas of core
lipid, fibrous tissue and calcification, and was not positive in vessels of the control group. All
13 atherosclerotic plaques, immunopositive for SM, were positive for the fibrinogen, IL-1f,
osteopontin and CD61 antibodies, whereas immunoexpression for CRP and TNF-a was
evidenced in 12 samples (92.3%). The reactivity to IL-1p, TNF-0, osteopontin and CD61 was
not found in the control samples, immunonegative to SM, but in some cases,
immunoexpression of fibrinogen (60.0%) and PCR (50.0%) was observed. The detection of
SM in atherosclerotic plaques, in addition to the visualization of Streptococcus in areas of

tissue alteration, suggests that in these samples, microorganisms found a favorable



environment for their proliferation. In addition, positive immunoexpression of TNF-a, IL-18,
fibrinogen, CRP, osteopontin and CD61 in atherosclerotic plaque samples immunopositive to

SM may suggest a possible association with atherosclerosis.

Keywords: Atherosclerosis. Streptococcus mutans. Real-time Polymerase chain reaction.

Immunohistochemistry. Inflammation.
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1 INTRODUCAO GERAL

Aterosclerose ¢ uma doenca cardiovascular (DCV) progressiva cronica de origem
multifatorial que acomete artérias musculares e elasticas de médio a grande calibres. E
tradicionalmente caracterizada por retengdo de colesterol na parede da artéria, com
consequente espessamento focal, remodelagdo vascular e subsequente estreitamento do limen
arterial, diminuindo o fluxo sanguineo. Essas lesdes podem sofrer defeitos de superficie com
ruptura da placa aterosclerdtica, originando hematoma, hemorragia e formagao de trombos,
que podem levar a consequéncias como infarto agudo do miocardio, acidente vascular
cerebral, aneurisma de aorta e doenca vascular periférica (HARASZTHY et al., 2000;
PUCAR et al., 2007; RENKO et al., 2008).

Nem todos os casos de aterosclerose podem ser associados a fatores de risco
tradicionais, como hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, obesidade, fumo e
sedentarismo, sugerindo que outros fatores, como status socioecondmico, por exemplo,
podem estar associados a essa doenga (BATAGINI et al., 2016; BITTNER et al., 2017;
PSALTOPOULOU et al., 2017).

Ao longo dos anos, surgiram, entdo, evidéncias indicando que a inflamacao
desempenha papel importante na aterosclerose, podendo operar em todos os estagios dessa
patologia (RINCON et al., 2015). Disfungdo endotelial esté relacionada a lesdo aterosclerética
incipiente. Sabe-se que o endotélio normal ndo ¢ aderente a leucdcitos circulantes, porém,
uma vez expostas a estimulos inflamatorios, células endoteliais sdo estimuladas a produzir
molécula de adesao intercelular 1 (VCAM-1) e quimiocinas, como proteina quimioatrativa de
monocitos-1 (MCP-1). VCAM-1 e MCP-1, por sua vez, favorecem a adesdo de mondcitos e
sua diapedese para a camada intima do vaso, onde sdo estimulados a se transformar em
macrofagos e fagocitar lipidios de baixa densidade oxidados (LDL), tornando-se macrofagos
espumosos que, ao sofrerem apoptose, resultam na liberacdo e acimulo de lipidios na camada
intima. Ao mesmo tempo, macrofagos liberam interleucina-1p (IL-1B) e fator de necrose
tumoral-a (TNFa) amplificando a resposta inflamatoria local e os eventos que levam a
estagios iniciais da aterosclerose (PACKARD; LIBBY, 2008).

As infecgdes bacterianas podem estar bastante associadas a esse processo,
contribuindo com a formacao de ateromas através de mecanismos diretos e indiretos. Sabe-se
que, in vitro, algumas bactérias podem provocar agregacdo plaquetdria, invadir células
endoteliais e causar dano endotelial (mecanismos diretos), além de induzir produgdo de

moléculas de adesdo intracelular, produgdo de citocinas e de anticorpos contra
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lipopolissacarideos, e provocar disfun¢ao do sistema imune (mecanismos indiretos) (PUCAR
et al., 2007).

Dessa maneira, infecgdes bacterianas cronicas, como gastrite por Helicobacter
pylori, pneumonia por Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae, além de
infecgdes orais, estdo sendo cada vez mais associadas ao aumento do risco para aterosclerose
(LIBBY, 2002; MUSSA et al., 2006; PIERRI et al., 2006; PUCAR et al., 2007).

Carie dentaria e doenga periodontal cronica sdo as doengas infecciosas bucais
mais frequentes (MARCENES et al., 2013). Estudo realizado em 2010 sobre avaliagao global
de doengas (The Global Burden of Diseases 2010 study) aponta a carie de dentes permanentes
como a doenca mais frequente mundialmente, dentre todas as doencas estudadas, e ndo sé as
infecgdes orais, ficando a doenga periodontal em sexto lugar (MARCENES et al., 2013).

A cérie ¢ uma doenga biofilme sacarose dependente (FEJERSKOV, 2004; LEME
et al., 2006), que ocorre a partir da interacdo entre bactérias especificas, como Streptococcus
mutans (S. mutans), constituintes da dieta e biofilme (placa dentaria), resultando em cavitagao
dentaria (LEME et al., 2006). A periodontite ¢ uma doenca cronica inflamatoria, também
induzida por biofilme, caracterizada por perda de estruturas de suporte dentario. E causada
por uma microbiota heterogénea formada por bactérias como Prevotella intermedia (P.
intermedia), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Tannerella forsythensis (T.
forsythensis), tendo um mecanismo inflamatério fortemente relacionado com a doenga
(SHAY, 2002; FIGUERO et al., 2011; HAJISHENGALLIS, 2014).

A associacdo entre doenga periodontal e alteragdes vasculares ndo ¢ recente.
Estudos como os de Mattila e colaboradores, e Syrjanen e colaboradores, publicados em 1989,
j& posicionavam a infec¢do oral como tendo papel etiologico nas DCVs. Posteriormente,
resultados de grandes estudos epidemioldgicos e trabalhos de metandlise fortaleceram essa
hipotese, indicando associagdo positiva moderada entre essas doengas (JANKET et al., 2003;
MEURMAN; SANZ; JANKET, 2004; BEHLE; PAPAPANOU, 2006; DEMMER;
DESVARIEUX, 2006; MUSTAPHA et al., 2007; HUMPHREY et al., 2008; XU et al., 2017).

Mecanismos mediados por micro-organismos orais € a inflamacdo desencadeada
por eles tém sido propostos para explicar o seu envolvimento na aterogénese. Bactérias
associadas com doenca periodontal podem, supostamente, colonizar as placas ateromatosas e
causar danos a essas placas induzindo inflamacao local, resultando na propagacdo de eventos
inflamatorios que levariam a formagdo, desenvolvimento e eventual ruptura de ateromas

(TELES; WANG, 2011).
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Por outro lado, estudos in vitro t€ém investigado o papel de bactérias cariogénicas
na aterogénese. Alguns autores verificaram que S. mutans possui a capacidade de se aderir a
proteinas de matriz extracelular (coldgeno tipo 1) (NOMURA et al., 2012), induzir agregacao
plaquetaria (NAKANO et al., 2005; MATSUMOTO-NAKANO et al., 2009), invadir células
endoteliais humanas (ABRANCHES et al., 2009; NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011), ¢
induzir o aumento de producdo de citocinas fortemente associadas a patogénese da
aterosclerose, como IL-1, IL-6 ¢ MCP-1 (NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011). Além
disso, essas bactérias podem induzir a formagdo de macréfagos espumosos, que, como visto
anteriormente, estdo relacionados diretamente ao desenvolvimento dessa doenga
(KURAMITSU et al., 2001; NAKANO et al., 2006; JUNG et al., 2009).

Corroborando esses achados, varias bactérias orais, como S. mutans, P.
intermedia, P. gingivalis e Treponema denticola (T. denticola) t€ém sido encontradas em
amostras de placas aterosclerdticas, por meio de exames moleculares mais sensiveis, o que €
fator importante para determinar relagdo entre doenca aterosclerdtica e doengas bucais, como
carie e periodontite (HARASZTHY et al., 2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004;
LEHTINIEMI et al., 2005; RATH et al., 2014; MAHENDRA et al., 2015; SZULC et al.,
2015).

A identifica¢do desses micro-organismos orais tanto em amostras cardiacas como
em placa bacteriana dentaria pode ser realizada através de biologia molecular. O
desenvolvimento de novas técnicas, objetivando a andlise de DNA, RNA ou proteinas, tem
permitido ndo apenas a aquisi¢do de conhecimento no campo da genética microbiana, mas
também a criagdo de bases para o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas
diagnosticas. A Reacdo em Cadeia de Polimerase ¢ um exemplo, e tem emergido como a mais
poderosa ferramenta de amplificagdo de genes e permitido rapida identificacdo de
determinadas espécies bacterianas com especificidade e sensibilidade significantemente
melhoradas (SANZ et al., 2004).

Nesses testes, ¢ imprescindivel a extracdo do material genético e a posterior
amplificagdo de regides do genoma especificas, através da utilizacdo de primers e/ou sondas
desenhados para cada espécie, e utilizados, sob condi¢des altamente rigorosas, para detecgdo
de micro-organismos-alvo em diferentes amostras (SANZ et al.,, 2004; BAHRANI-
MOUGEQOT et al., 2008).

Evidéncias de que infec¢des orais contribuem ou sdo fatores decisivos para o
desenvolvimento de placas aterosclerdticas ainda sdo conflitantes, e estudos de identificagdo

de bactérias periodontais através de Reagcdo em Cadeia da Polimerase em tecido vascular t€ém
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obtido resultados bastante variados, o que dificulta a comprovacdo da participagcdo dessas
bactérias na aterogénese (HARASZTHY et al., 2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004;
LEHTINIEMI et al., 2005; RATH et al., 2014, MAHENDRA et al., 2015; SZULC et al.,
2015).

Por outro lado, poucos estudos tém investigado a presenga de micro-organismos
cariogénicos, como S. mutans, em tecidos vasculares (NAKANO et al., 2006, 2009;
NOMURA et al., 2006; NEMOTO et al., 2008), apesar de esses micro-organismos serem
capazes de invadir células endoteliais e estimular a produ¢do de marcadores inflamatorios,
como citado anteriormente (FRIEDEWALD et al., 2009).

Outros métodos, como microscopia eletronica (DA SILVA et al., 2003), cultura
bacteriana (FIEHN et al., 2005; PADILLA et al., 2006) e imuno-histoquimica (CHIU, 1999)
tém sido utilizados para identificagdo de bactérias em placas ateroscleroticas, com resultados
inconclusivos.

Em busca de resultados mais consistentes, estudos de modelo animal para
investigar a patogénese de uma infec¢do sistémica cronica por S. mutans e subsequente
aterosclerose tém sido realizados (ZHANG et al., 2010; KESAVALU et al., 2012). Apesar de
alguns autores nao encontrarem relagdo entre infec¢do sistémica por S. mutans € aumento do
crescimento da placa aterosclerdtica (ZHANG et al., 2010), o estudo de Kesavalu e
colaboradores (2012) verificou que infec¢do com a cepa invasiva de S. mutans OMZ175
acelera o desenvolvimento de placa aterosclerdtica e aumento da resposta inflamatoria em
modelo animal de ratos ApoE nulos, quando comparados com controle, sem infec¢ao por S.
mutans.

Diante desses resultados divergentes, ainda ndo esta claro se bactérias orais
presentes em placas aterosclerdticas estdo envolvidas na etiopatogénese da doencga, ja que
Reag¢do em Cadeia da Polimerase detectaria fragmentos de bactéria, bactérias mortas que
teriam sido aprisionadas em uma placa aterosclerdtica ja existente, ou até mesmo
contaminagdo da amostra (FIEHN et al., 2005).

A avaliagdo da expressao de diferentes biomarcadores (inflamatorios, trombaticos
e osteogénicos) em placas aterosclerdticas e sua correlacdo com a presenca de S. mutans
nessas amostras pode trazer uma associa¢do positiva da infec¢do com a intensidade do
processo inflamatério local, sendo esse um achado importante para verificagdo do possivel

papel de bactérias orais na progressao das doencas aterosclerdticas.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a relagdo entre a presenca de Streptococcus mutans e alteragdes teciduais

e inflamatodrias em vasos com acometimento de aterosclerose.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar presenca de Streptococcus mutans em placa aterosclerdtica de pacientes com e
sem doenca vascular.
2. Awvaliar a expressdo de osteopontina, CD61, fibrinogénio, Proteina C-Reativa (PCR),

IL1-B e TNF-a em amostras de placa aterosclerdtica e vasos sadios.
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3 CAPITULOS

Esta tese esta baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pds-
Graduagao em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta o formato
alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de Doutorado, e permite a insercdo de
artigos cientificos de autoria ou coautoria do candidato (Anexo A). Por se tratarem de
pesquisas envolvendo seres humanos, ou partes deles, o projeto de pesquisa deste trabalho foi
submetido a apreciagio Comité de Etica em Pesquisas do Hospital Universitario Walter
Cantidio, tendo sido aprovado sob o protocolo 118.11.11 (Anexo B) e do Comité de Etica em
Pesquisa de seres humanos da Universidade Federal do Cearda sob CAAE N°
25663514.4.0000.5054 ¢ CAAE N° 45319615.9.0000.5054 (Anexos C e D). Assim sendo,
esta tese ¢ composta de dois capitulos contendo artigos cientificos que serdo submetido para
publicacdo nos periddicos “Caries Research” (Anexo E) e¢ “Internacional Journal of

Cardiology” (Anexo F) conforme descrito abaixo:

Capitulo 1: Pesquisa de Streptococcus mutans em placas ateroscleroticas: avaliacdo

molecular, histomorfologica e imuno-histoquimica

Forte CPF, Sousa FB

Capitulo 2: Expressiao imuno-histoquimica de Streptococcus mutans, osteopontina, CD61

e marcadores inflamatorios em placas ateroscleroticas de pacientes com doenca vascular

Forte CPF, Sousa FB
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Resumo

A relagdo entre bactérias orais e aterosclerose tem sido objeto de investigacdo, e estudos tém
sugerido que bactérias cariogénicas participam da etiopatogénese e progressao dessa doenca.
Streptococcus mutans (SM) tem sido detectado em placas ateroscleroticas com variavel
frequéncia, porém a relagdo entre a presenca dessas bactérias e alteragdes teciduais ainda ndo
foi estudada. O presente estudo teve por objetivo verificar presenca de SM em placas
ateroscleroticas, através de técnicas com diferentes sensibilidades, correlacionando com
alteracdes histologicas das placas. Um total de 13 placas ateroscleroticas, coletadas de
pacientes com doenca vascular, foram submetidas a qPCR e andlises histopatologica
(hematoxilina/eosina — HE), histoquimica por coloracdo de Giemsa (CG) e imuno-
histoquimica para SM (estreptavidina-biotina-peroxidase). Dez amostras de vasos sadios,
coletadas durante procedimento de necropsia, foram utilizadas como controle. Avaliagdo
qualitativa das caracteristicas microscopicas foi realizada por um patologista. Todas as
amostras-controle, microscopicamente sadias, foram positivas para SM apenas através de
qPCR. Placas aterosclerdticas apresentaram positividade para SM (100,0%) através de qPCR
e imuno-histoquimica, além de exibirem caracteristicas histopatologicas de aterosclerose
severa (100%). Presenca de tecido fibroso (100,0%) e calcificagdo (92,3%) foram as
caracteristicas mais frequentes, seguidas de formacdo de trombo (84,6%), células
inflamatorias mononucleares dispersas (76,9%) e presenca de core lipidico (61,5%). A CG
mostrou que os Estreptococcus colonizaram areas de core lipidico, tecido fibroso e
calcificacdo, ndo sendo positiva nos vasos do grupo controle. A detec¢do de SM em placas
ateroscleroticas, além da visualizacdo de Estreptococcus em éreas de alteracdo tecidual,
sugere que nessas amostras, 0s micro-organismos encontraram ambiente favoravel para sua

proliferacao.
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Introduciao

Aterosclerose ¢ uma doenca progressiva cronica de origem multifatorial que
acomete artérias musculares e elasticas de médio a grande calibres. E caracterizada por
reten¢do de colesterol na parede da artéria, com consequente espessamento focal, formagao de
placa aterosclerdtica, remodelagdo vascular e subsequente estreitamento do lumen arterial,
diminuindo o fluxo sanguineo [Haraszthy et al., 2000; Pucar et al., 2007; Renko et al., 2008].

Além de fatores de risco tradicionais, a inflama¢do tem sido identificada na
etiopatogénese dessa doenca. Além disso, acredita-se que outros fatores, como patéogenos
orais, podem estar associados a aterosclerose [Haraszthy et al., 2000; Demmer e Desvarieux,
2006; Humphrey et al., 2008].

Pesquisa anterior reportou a presenga de DNA de bactérias orais em amostras de
placas ateroscleroticas, principalmente o S. mutans, uma bactéria cariogénica gram-positiva e
importante componente de biofilmes orais cariogénicos. O estudo incluiu avaliagdo da
condicdo de saude bucal dos pacientes, através dos indices: Dentes Cariados, Perdidos e
Obturados (CPOD) e Registro Periodontal Simplificado (PSR), observando alta frequéncia de
bactérias cariogénicas em placa dental e saliva de pacientes desdentados, em sua maioria, com
elevada experiéncia prévia de carie. Esse achado foi associado a alta frequéncia de S. mutans
(100%) em tecido vascular [Fernandes et al., 2014].

Outros autores tém detectado bactérias periodontais, como P. intermedia, P.
gingivalis e T. denticola, em amostras de placas aterosclerdticas, através de exames
moleculares sensiveis, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase [Haraszthy et al., 2000; Cairo
et al., 2004; Sanz et al., 2004; Fiehn et al., 2005; Lehtiniemi et al., 2005; Rath et al., 2014;
Mahendra et al., 2015; Szulc et al., 2015]. Porém, poucos estudos tém investigado a presenca
de S. mutans nessas amostras, apesar de essa bactéria ser capaz de invadir células endoteliais
e induzir eventos iniciadores de aterosclerose [Nakano et al., 2006a; Nemoto et al., 2008;
Nomura et al., 2012; Nomura et al., 2014].

Acredita-se que a deteccdo de bactérias orais em tecido vascular com alteracio
histologica seja fator importante para determinar relacdo entre doenca aterosclerdtica e
doencas bucais [Haraszthy et al., 2000; Cairo et al., 2004; Sanz et al., 2004; Fiehn et al., 2005;
Lehtiniemi et al., 2005; Nakano et al., 2006a; Nakano et al., 2009; Rath et al., 2014; Szulc et
al., 2015]. Apesar disso, a viabilidade das bactérias encontradas em tecidos vasculares tem
sido questionada, com alega¢des de que a Reacdo em Cadeia da Polimerase detectaria

fragmentos de bactéria, bactérias mortas que estariam aprisionadas em uma placa
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aterosclerotica ja existente, ou até mesmo contamina¢do da amostra [Fiehn et al., 2005].

A visualizagdo microscopica de bactérias em placas aterosclerdticas e sua
associacdo com alteragdes histomorfologicas da aterosclerose podem fornecer mais
evidéncias da participacdo de bactérias na etiopatogénese e/ou progressao dessa doenca. A
identificacdo de bactérias em amostras teciduais pode ser realizada através da técnica de
histoquimica, com utiliza¢do de coloracdo de Giemsa [Barcia, 2007], ou através de imuno-
histoquimica, por exemplo [Chiu, 1999; Johnston et al., 2005]. Porém, essa relacdo tem sido
pouco estudada [Lastas et al., 2004].

Dessa maneira, o presente estudo teve por objetivo investigar a presencga/auséncia
de S. mutans em placas ateroscleroticas associando com as altera¢des histomorfoldgicas da

aterosclerose.

Materiais e Métodos

Caracterizacdo da amostra

Participaram do estudo pacientes diagnosticados com estenose de cardtida ou
aneurisma de aorta e agendados, consecutivamente, para cirurgia vascular em dois centros
cirargicos de referéncia em Cardiologia, durante o periodo de margo de 2012 a setembro de
2013. Para controle do experimento, dez vasos sanguineos (artérias carétida e aorta), obtidos
de individuos sadios submetidos a procedimento de necropsia, na Pericia Forense do Estado
do Ceara (PEFOCE), foram coletados de dezembro de 2014 a setembro de 2015. Como
critérios de inclusdo, foram considerados aqueles com até 25 anos de idade e que morreram
por morte violenta. Foram excluidos individuos que morreram por causas cardiacas, como
infarto agudo do miocardio, enforcados, afogados ou por asfixia, que apresentaram perfuragdo
cardiaca por arma de fogo, que morreram por septicemia e muito tempo apos o inicio da causa
basica.

O protocolo do estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Walter Cantidio, sob o protocolo 118.11.11, e da Universidade Federal
do Ceara, sob nimeros CAAE 45254215.3.0000.5054 e 25663514.4.0000.5054. Além disso,
a pesquisa foi conduzida eticamente de acordo com a Declaracao de Helsinki.

Informacgdes sobre historico de fumo, hipertensao, diabetes mellitus, dislipidemia,

obesidade e histdrico familiar foram obtidas através de prontuarios, anamnese e ficha clinica.
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De acordo com a Organizagdo Mundial de Satide (OMS), foram considerados ex-fumantes
aqueles pacientes que fumavam, pelo menos, uma vez por dia e pararam ha, pelo menos, seis

meses [Swart e Panday, 2003].

Coleta da amostra

Um total de 13 placas aterosclerdticas foram coletadas pelo pesquisador
(C.P.F.F.), de maneira asséptica, com auxilio dos cirurgides vasculares, durante as cirurgias
de endarterectomia de cardtida e aneurisma de aorta abdominal ou toracica. Duas amostras
foram coletadas de um mesmo paciente em momentos cirurgicos diferentes, pois este
apresentava estenose de cardtida direita e esquerda. Um fragmento de cada amostra foi
armazenado em recipiente estéril, contendo PBS a -20°C, para posterior andlise através de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real. Fragmentos remanescentes foram fixados
em formol a 10% tamponado e incluidos em parafina para posterior andlises histomorfologica
(hematoxilina/eosina — HE), histoquimica (coloragdo de Giemsa) e imuno-histoquimica
(método da estreptavidina-biotina-peroxidase) [Fernandes et al., 2014].

Fragmentos de dez artérias cardtida e aorta provenientes de individuos submetidos
a necropsia foram coletados pelo pesquisador (C.P.F.F.), com auxilio dos médicos legistas,
até dez horas apos o obito, na PEFOCE, e mantidos em formol a 10% tamponado para
posterior analises histomorfolégica (hematoxilina/eosina — HE), histoquimica (coloracdo de
Giemsa) e imuno-histoquimica (método da estreptavidina-biotina-peroxidase). Um fragmento
de cada amostra foi armazenado em recipiente estéril, contendo PBS a -20°C, para posterior

analise através de Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real.

Extragdao de DNA e Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real

Para extracdo de DNA, aproximadamente 30 mg de tecido obtidos do centro das
placas aterosclerdticas foram cortados em pequenos fragmentos e transferidos para tubos de
plastico estéreis de 2 mL, mantendo manipulacdo asséptica. Todas as amostras (placas
ateroscleroticas e vasos sadios) foram centrifugadas por cinco minutos a 10.000 RPM. A
extracdo de DNA prosseguiu de acordo com protocolo baseado no método Brometo de
Cetiltrimetilamonio (CTAB) [Wilson, 2001; Fernandes et al., 2014].

Um total de 13 amostras de DNA extraido de placas aterosclerdticas e dez

amostras de DNA de vasos sadios foram submetidas a Reagdo em Cadeia da Polimerase em
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tempo real para deteccdo de DNA bacteriano de S. mutans. Primers e sonda foram
confeccionados comercialmente (Life Technologies®, Foster City, CA, USA), considerando a
regido 16S do DNA ribossomal bacteriano (Tabela 1) [Fernandes et al., 2014]. Os Primers
foram testados através do programa BLASTN 2.5.1 obtido do servidor National Center for
Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A similaridade da
sequéncia obtida foi de 99% para a cepa de S. mutans do banco de dados GenBank, utilizada
como referéncia.

Para realizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real, acrescentou-
se 1 puL de DNA genomico a 8 pL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Life
Technologies®, Foster City, CA, USA), 0,35 uL de primer e 3,15 pL de agua. O volume final
de 14 pL foi obtido com a adi¢ao de Internal PCR Control (IPC) (1 uL) e IPC DNA (0,5 pL)
utilizado como controle interno da reacdo. Amplificacao foi realizada em termociclador 7500
Real-Time PCR System (Life Technologies®, Foster City, CA, USA). DNA bacteriano foi
substituido por agua para controle negativo da reagdo. O protocolo da Reagdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real consistiu o passo inicial de desnaturagdo a 95°C por dez minutos,
seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto [Fernandes et al., 2014].

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Pds-Graduacdo da
Universidade Federal do Ceard (Fortaleza, Brasil), Laboratério de Citogenética Humana e

Laboratério de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para (Belém, Brasil).

Anadlise histomorfologica

Inicialmente, foram confeccionados blocos parafinados com as amostras fixadas
em formol tamponado. Os blocos foram cortados em espessura de 3 pm e corados pela
hematoxilina/eosina conforme protocolo adaptado de Junqueira e Carneiro [2013] para analise
histomorfologica. Um patologista (F.B.S.) avaliou as placas aterosclerdticas e os vasos sadios
quanto as caracteristicas proprias de aterosclerose severa, utilizando os pardmetros
presente/ausente para cada uma das seguintes caracteristicas: formac¢do de trombo, core

lipidico, tecido fibroso, calcificagdo, células inflamatoérias [Lovett et al., 2004].

Analise histoquimica

Para coloracdao de Giemsa, os blocos parafinados foram cortados a 4 um. Sec¢des

histologicas foram desparafinizadas com xilol e hidratas com alcool. Os cortes foram lavados
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em agua corrente para retirar o excesso de alcool. Corante de Giemsa a 10% foi colocado
sobre as laminas, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, € o excesso do corante,
retirado em agua corrente. As laminas foram colocadas para secar em estufa a 60°C, durante
cinco minutos. Por fim, as laminas foram montadas em resina sintética.

Um patologista (F.B.S.) avaliou a presenca de bactérias quanto a localiza¢do na
amostra (bactérias presentes na periferia ou no centro das amostras) e quanto a relagdo com

alteragdes teciduais previamente identificadas.

Analise Imuno-histoquimica

A reagdo de imuno-histoquimica foi realizada em cortes histologicos de 3 um de
espessura, dispostos em laminas histoldgicas silanizadas, seguindo-se a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase padrao com modificacdo [Hsu e Raine, 1981]. O anticorpo
primario utilizado foi o S. mutans, em uma diluicdo de 1:100 (ab 31181, Abcam Inc.,
Cambridge, MA, USA). As laminas foram incubadas em estufa a 70°C, por trés horas e, apos
este periodo, foram desparafinizadas em xilol e gradientes de alcool. Foi realizada a
recuperacdo antigénica com acido citrico, em ambiente de micro-ondas (um ciclo de 12
minutos, contado a partir da ebulicdo, em poténcia maxima). Apos bloqueio da atividade
endogena da peroxidase (solugdo aquosa de H,O, a 10V), o anticorpo primdrio foi incubado
por 12 horas, a 4°C em cdmara imida. Foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado
seguido do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromogeno
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Co., S. Louis, MO, EUA), tendo o peréxido de hidrogénio
como substrato. Apos a revelagcdo, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de
Harrys. Como controle negativo da reacdo, foi omitido o anticorpo primario. Para controle
positivo do anticorpo S. mutans, foi utilizado tecido gengival localizado préoximo a carie
dentaria de paciente atendido em servigo odontoldgico ambulatorial. Avaliou-se presenga (P)

e auséncia (A) do S. mutans nas placas ateroscleroticas e amostras de controle.

Analise estatistica

Andlise estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a amostra e analisar
bactérias identificadas nas placas aterosclerdticas. As variaveis demograficas quantitativas
foram expressas em forma de média+DP. As varidveis qualitativas nominais foram expressas

em forma de frequéncia absoluta (frequéncia relativa).
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Resultados

Um total de 12 pacientes, com média de idade de 68,9+10,5 anos (Média+DP)
(variacdo 45-82 anos), foram incluidos no estudo. Destes, 58,3% apresentavam estenose de
cardtida e 41,7%, aneurisma de aorta. Varidveis demograficas, historico médico e de fumo
dos pacientes estdo expressos na tabela 2.

As 13 placas ateroscleroticas foram positivas para DNA de S. mutans através de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (100%) e apresentaram caracteristicas
histopatologicas de aterosclerose severa (Figuras 1 a 3). Presenca de tecido fibroso (100,0%)
e calcificacdo (92,3%) foram as caracteristicas mais frequentes, seguidas de formacdo de
trombo (84,6%), células inflamatdrias mononucleares dispersas (76,9%) e presenca de core
lipidico (61,5%) (Tabela 3). As dez amostras de controle, que ndo tinham caracteristicas
microscopicas de aterosclerose, também apresentaram positividade para S. mutans através de
Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (100%).

Coloragdo pelo método de Giemsa revelou a presenga de bactérias do género
Estreptococcus em todas as amostras de placas ateroscleroticas, sempre localizados no centro
destas. A presenca de Estreptococcus segundo as alteragdes teciduais proprias da
aterosclerose esta descrita na Tabela 3. As bactérias foram visualizadas, principalmente, em
areas de core lipidico (Figura 4), tecido fibroso (Figura 5) e calcificagdo (Figura 6). As
amostras de controle foram negativas para Estreptococcus através desse método.

S. mutans foi identificado por imuno-histoquimica em todas as amostras de placas
ateroscleroticas (Figura 7), e todas as amostras-controle foram negativas para esse anticorpo.
Marcacao imuno-histoquimica para S. mutans também foi identificada em células fagociticas,

como macréfagos espumosos (Figura 8), podendo corresponder a antigeno degradado.

Discussao

No presente estudo, apds caracterizacdo da amostra, verificou-se que pacientes
que ndo apresentavam comorbidades conhecidas para aterosclerose, faixa etdria de risco, ou
historico de fumo também apresentaram doenca vascular e formacdo de placas
ateroscleroticas, o que corrobora as afirmacdes de alguns autores de que outros fatores, como
infeccdo bacteriana, podem estar envolvidos na etiopatogénese dessa doenca [Haraszthy et al.,

2000; Demmer e Desvarieux, 2006; Humphrey et al., 2008].
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Desde 1999, diversos estudos tém pesquisado a presenga de bactérias orais em
placas ateroscleroticas, encontrando resultados variados [Chiu, 1999; Haraszthy et al., 2000;
Da Silva et al., 2003; Cairo et al., 2004; Kurihara et al., 2004; Fiehn et al., 2005; Lehtiniemi et
al., 2005; Kozarov et al., 2006; Marques da Silva et al., 2006; Nakano et al., 2006a; Zaremba
et al., 2006; Aimetti et al., 2007; Pucar et al., 2007; Zaremba et al., 2007; Renko et al., 2008;
Zhang et al., 2008; Gaetti-Jardim et al., 2009; Nakano et al., 2009; Mahendra et al., 2010;
Aquino et al., 2011; Figuero et al., 2011; Fernandes et al., 2014; Rath et al., 2014; Szulc et al.,
2015; Mahendra et al., 2015; Eberhard et al., 2017]. Em estudos anteriores, as metodologias
utilizadas variaram desde imuno-histoquimica [Chiu, 1999], cultura de bactérias [Da Silva et
al., 2003; Padilla et al., 2006] e microscopia eletronica [Da Silva et al., 2003; Armingohar et
al., 2014], até analises moleculares como hibridizacdo [Zaremba et al., 2006; Zaremba et al.,
2007].

Com o passar dos anos, métodos moleculares mais sensiveis, como a Reagdo em
Cadeia da Polimerase, comecaram a ser amplamente utilizados. O método de Reagdo em
Cadeia da Polimerase tem demonstrado alta sensibilidade e eficicia em detectar DNA
bacteriano em tecido vascular, mesmo quando em pouca quantidade [Kozarov et al., 2006;
Gaetti-Jardim et al., 2009; Mahendra et al., 2010], sendo a metodologia de escolha em muitos
estudos. Apesar disso, alguns autores questionaram a viabilidade das bactérias encontradas
em tecidos vasculares, alegando que a Reacdo em Cadeia da Polimerase detectaria fragmentos
de bactéria, bactérias invidveis que teriam sido aprisionadas em uma placa aterosclerotica ja
existente, ou, até mesmo, contaminagao da amostra [Fiehn et al., 2005].

DNA de S. mutans foi identificado em 100% das amostras de tecido vascular
(artérias carotida e aorta) sem alteracdo de aterosclerose, através de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em tempo real, corroborando os questionamentos de Fiehn e colaboradores
[2005]. De acordo com Rovery e colaboradores [2005], DNA bacteriano pode persistir em
tecido cardiaco mesmo quando cultura bacteriana ¢ negativa, podendo ser amplificado através
de Reacdo em Cadeia da Polimerase por longos periodos apos a bactéria tornar-se invidvel.
Os mesmos autores identificaram que o DNA de Streptoccocus sp. persiste em amostras de
valvulas cardiacas com histérico de endocardite infecciosa por mais tempo que outras
bactérias. Portanto, acredita-se que o DNA de S. mutans identificado em amostras de vasos
sadios, no presente trabalho, corresponda a0 DNA de uma bactéria que alcangou essas
amostras através de bacteremia prévia.

Estudo prévio pesquisou, através de Reacdo em Cadeia da Polimerase, a presenga

de DNA de bactérias orais em amostras de artérias carotidas obtidas através de necropsia
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[Lehtiniemi et al., 2005]. Porém, os autores ndo limitaram idade ou causa da morte para coleta
de amostras, que apresentaram caracteristicas histologicas de lesdes aterosclerdticas
insipientes. Foram identificadas diversas bactérias orais, incluindo Streptococcus salivarius,
Lactobacillus sp., Actinomyces odontolyticus € Micrococcus sp., sugerindo que as bactérias
adentraram a corrente sanguinea através de bacteremia.

Apesar de a presenga de bactérias em amostras de placas aterosclerdticas nao
descartar a possibilidade de aprisionamento destas em placas ja formadas, alguns autores
consideram improvavel que essas bactérias sejam inofensivas. Sob condi¢des favoraveis,
micro-organismos invasores geralmente se multiplicam e causam danos aos tecidos [Da Silva
et al., 2003]. Portanto, detec¢do de bactérias em placas aterosclerdticas sugere que as mesmas
podem estar associadas a doenga vascular.

Para esclarecer essa questdo, tentativa de cultura de bactérias orais a partir de
amostras de placas ateroscleroticas foi realizada, obtendo-se resultados negativos [Fiehn et al.,
2005; Padilla et al., 2006]. Outros autores utilizaram microscopia eletronica para identificacao
de bactérias em amostras de placas ateroscleroticas de aneurisma de aorta, visualizando
bactérias com diferentes morfologias, incluindo coccus, bacilos e treponema, além de
macrofagos fagocitando essas bactérias. Segundo os autores, esses achados sugerem que as
bactérias presentes nos aneurismas estavam vidveis e podem ter contribuido para a resposta
inflamatoria do tecido, fator importante para a formagao do aneurisma [Da Silva et al., 2003;
Armingohar et al., 2014].

O presente estudo identificou o S. mutans através de Reacdo em Cadeia da
Polimerase, em todas as placas aterosclerdticas (100,0%), uma frequéncia superior a detectada
nos poucos estudos que investigaram a presenca dessa bactéria na amostra pesquisada (62,8%
a 74,0%) [Kozarov et al., 2006; Nakano et al., 2006a; Nakano et al., 2007; Nakano et al.,
2009]. Essa grande variagdo pode ser explicada pela utilizacdo de diferentes técnicas para
detec¢do de patogenos, utilizacao de diferentes primers para uma mesma bactéria, em estudos
com Reagdo em Cadeia da Polimerase, diferengas quanto a critérios de inclusdo e de exclusdo
da amostra e numero variavel da amostra.

Diante dos questionamentos sobre a identificagdo de DNA bacteriano de S.
mutans em amostras doentes e sadias, os autores do presente trabalho utilizaram outras
metodologias para identificagdo dessas bactérias: coloragdo de Giemsa e Imuno-histoquimica.

Para nosso conhecimento, este ¢ o primeiro estudo que pesquisa a presenca de S.
mutans em placas aterosclerdticas através de imuno-histoquimica, e essa bactéria foi

imunolocalizada em todas as amostras. Além disso, células fagocitarias também se
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apresentaram positivas para S. mutans. Os vasos sadios, por outro lado, apesar de positivos
para S. mutans através de Reagdo em Cadeia da Polimerase, foram negativos para esse
anticorpo, demonstrando a diferenga de sensibilidade das técnicas. Esse achado reforga a
hipotese de que, nas amostras sadias, existia pouca quantidade de DNA bacteriano ou
fragmento de bactéria, detectavel apenas pela técnica mais sensivel.

A imuno-histoquimica foi um dos primeiros métodos utilizados para identificagao
de micro-organismos em placas aterosclerdticas, incluindo C. pneumoniae, cytomegalovirus,
e HSV-1, além de bactérias orais como P. gingivalis e Streptococcus sanguis [Chiu, 1999].
Estudo de Chiu [1999] correlacionou a localizagdo das bactérias com caracteristicas
histopatologicas da placa, mostrando que os micro-organismos encontravam-se em areas de
infiltrado inflamatério histiolinfocitario, tlcera e formacdo de trombo, sugerindo que a
presenca desses poderia influenciar a morfologia das placas, predispondo a sua ruptura.

No presente estudo, através da coloragdo de Giemsa, Estreptococcus foram
localizados, principalmente, em areas de core lipidico, tecido fibroso e calcificagdo. Além
disso, bactérias também foram visualizadas em areas de infiltrado inflamatorio ¢ formacao de
trombo. Nenhuma bactéria foi visualizada em amostras de vasos sadios através desse método.

Utilizacao de histoquimica para detectar bactérias orais em tecidos vasculares tem
sido pouco realizada. Thawait e colaboradores [2012] utilizaram coloragdo de gram para
identificar bactérias em suspeita de aneurisma infeccioso. A colorag@o revelou infiltrado de
coccus gram positivos e a cultura confirmou tratar-se de Streptococcus do grupo B. A
utilizagdo de método histoquimico com coloragdo de Giemsa, no presente estudo, demonstrou
que bactérias estdo localizadas em 4reas de tecido doente. Além disso, as bactérias foram
detectadas no centro das amostras, € ndo na periferia destas. Esses achados fornecem
evidéncias de que esses micro-organismos estavam presentes na placa aterosclerdtica
intravascular, ndo podendo ser considerados contaminac¢io da amostra.

Diversos estudos in vitro tém demonstrado que algumas cepas de S. mutans estdo
associadas a importantes mecanismos de viruléncia relacionados a doencas vasculares
[Nakano et al., 2005; Nemoto et al., 2008; Kesavalu et al., 2012; Negrini et al., 2012]. A
capacidade de S. mutans de se adaptar a estresses do ambiente, durante coloniza¢do do
hospedeiro [Negrini et al., 2012], e sobreviver na corrente sanguinea durante até¢ 72 horas
(periodo maior que outras bactérias) [Nakano et al., 2005; Nemoto et al., 2008], associada a
sua baixa susceptibilidade a fagocitose por polimorfonucleares [Tsuda et al., 2000; Nemoto et

al., 2008; Jung et al., 2009] ¢ fato crucial para essa aumentada viruléncia.
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Outros estudos in vitro verificaram que S. mutans possui a capacidade de se aderir
a proteinas de matriz extracelular (colageno tipo 1) [Nomura et al., 2012], induzir agregagao
plaquetaria [Nakano et al., 2005; Matsumoto-Nakano et al., 2009], invadir células endoteliais
humanas [Abranches et al., 2009; Nagata et al., 2011], e induzir o aumento de producdo de
citocinas fortemente associadas a patogénese da aterosclerose, como IL-1, IL-6 e proteina
quimioatrativa de monoécitos 1 (MCP-1) [Nagata et al., 2011]. Além disso, essas bactérias
podem induzir a formagdo de macréfagos espumosos, que estdo relacionados diretamente ao
desenvolvimento dessa doenca [Kuramitsu et al., 2001; Nakano et al., 2006b; Jung et al.,
2009].

No presente estudo, todas as amostras de placa aterosclerdtica e vasos sadios
foram positivas para S. mutans através de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real.
No entanto, apenas as placas aterosclerdticas apresentaram positividade para S. mutans
através de imunohistoquimica. A colonizacdo de Estreptococcus, detectada através de
coloracdo de Giemsa, se deu em areas de core lipidico, tecido fibroso e calcificagdo. Diante
dos resultados encontrados, sugere-se que, nas placas ateroscleroticas, os micro-organismos

encontraram ambiente favoravel para sua proliferacao.
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Tabelas

Tabela 1: Primers e sonda confeccionados para identificagdio de S. mutans em placas

ateroscleroticas e vasos sadios dos pacientes do presente estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017.

Micro-organismo Primer/Sonda TagMan (sequencia 5°-3”)
S. mutans
Foward GGCTCTCTGGTCTGTCACTGA
Reverse TCGTTTACGGCGTGGACTAC

Sonda FAM-CACGCTTTCGAGCCTC-NFQ
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Tabela 2: Caracterizacdo demografica, historico médico e de fumo dos pacientes do presente

estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017.

Variaveis Amostras
Demograficas 12 pacientes
Idade 68,9+ 10,5 (45-82)
Sexo

Masculino 6 (50,0)
Feminino 6 (50,0)
Diagnostico Clinico 13 placas aterosclerdticas
Estenose de carotida 8 (61,5)
Aneurisma de Aorta 5(38.,9)
Comorbidades Médicas 12 pacientes*
HAS 8 (66,7)
Dislipidemia 7(58.,3)
Diabetes 2 (16,7)
Eventos vasculares isquémicos 5(41,7)**
Outras 4 (33,3)
Nenhuma 3(25,0)
Historico de Fumo 12 pacientes
Fumante 1(8,3)
Ex-fumante 5(41,7)
Nunca fumou 6 (50,0)

HAS, hipertensao arterial sistémica. Dados quantitativos expressos em forma de “Média+DP
(minima-maxima)”. Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”.

"Comorbidades podem estar associadas (Neomorbidades=26)-

™ Eventos vasculares Isquémicos, Acidente Vascular Cerebral prévio, Infarto Agudo do
Miocéardio prévio, angina e Doenca Arterial Obstrutiva Periférica.
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Tabela 3: Caracterizagdo histologica de placas ateroscleroticas e presenga de bactérias do

género Estreptococcus nas amostras. Fortaleza-CE, Brasil, 2017.

Variaveis n (%)
Amostra total 13 100,0
Analise histologica
Formacgao de trombo 11 84,6
Core lipidico 8 61,5
Tecido fibroso 13 100,0
Calcificagdo 12 92,3
Células inflamatorias 10 76,9
Presenca de Estreptococcus® 13 100,0
Presenca de Estreptococcus segundo as alteracoes histologicas
das placas ateroscleroticas.
Formaciao de trombo (n=11) 7 63,6
Core lipidico (n=8) 8 100,0
Tecido fibroso (n=13) 13 100,0
Calcificacdo (n=12) 9 75,0
Células inflamatorias (n=10) 7 70,0

* Coloragao de Giemsa.
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Figuras

Figura 1 - Fotomicrografia de placa aterosclerdtica exibindo core lipidico com adipocitos (*)

e infiltrado inflamatorio (**). HE, 200X.

Figura 2 - Fotomicrografia de placa aterosclerdtica exibindo extensa area de calcificagdo.

HE, 200X.
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Figura 3 - Fotomicrografia de placa aterosclerdtica exibindo core lipidico com

macrdofagos espumosos (*) e areas de fibrose (**). HE, 400X.

Figura 4 - Fotomicrografia de placa aterosclerotica exibindo Estreptococcus (seta) em area de

core lipidico. Coloracao de Giemsa. 1000X, 6leo de imersdo.
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Figura 5 - Fotomicrografia de placa aterosclerodtica exibindo Estreptococcus (seta) em area de

fibrose. Coloragao de Giemsa. 1000X, 6leo de imersao.

Figura 6 - Fotomicrografia de placa aterosclerdtica exibindo Estreptococcus (seta) em

area de calcifica¢do. Coloracao de Giemsa. 1000X, 6leo de imersao.
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Figura 7 — Fotomicrografia de placa aterosclerotica exibindo S. mutans (seta). IHQ, 1000X,
6leo de imersao.

Figura 8 - Fotomicrografia de placa aterosclerdtica exibindo macroéfago positivo para S.
mutans. THQ, 400X.
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3.2 CAPITULO 2

Expressao imuno-histoquimica de Streptococcus mutans, osteopontina, CD61 e

marcadores inflamatorios em placas ateroscleroticas de pacientes com doenca vascular
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Resumo

Introducio: O Streptococcus mutans (SM) tem sido identificado em placas ateroscleréticas
em alta frequéncia. Estudos laboratoriais tem pesquisado a relacdo dessa bactéria com a
ativacao de marcadores inflamatérios e trombogénicos, que sdo indiretamente associados a
patogénese da aterosclerose. Porém, o mecanismo patogénico dessa doenga ainda ndo esta
completamente elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser amplamente investigado.
Objetivo: Realizar estudo da expressdo imunohistoquimica de S. mutans, osteopontina, CD61
e marcadores inflamatorios em placas aterosclerdticas e tecido arterial sadio.

Metodologia: Estudo imunohistoquimico para SM, IL-1B, TNF-a, PCR, osteopontina,
fibrinogénio e CD61 (estreptavidina-biotina-peroxidase) foi realizado em 13 amostras de
placa aterosclerdtica coletadas de pacientes com doenca vascular. Dez artérias sadias
(controle) obtidas em procedimento de necropsia foram incluidas no estudo.

Resultados: Todas as 13 amostras de placa aterosclerdtica, imunopositivas para SM, foram
positivas para os anticorpos fibrinogénio, IL-1B, osteopontina e CD61, enquanto que
imunoexpressdo para PCR e TNF-a foi evidenciada em 12 amostras (92,3%). A reatividade
para IL-1B, TNF-a, Osteopontina e CD61 ndo foi encontrada nas amostras-controle,
imunonegativas para SM, porém, em algumas, observou-se imunomarcagao para fibrinogénio
(60,0%) e PCR (50,0%).

Conclusio: Observou-se, no presente estudo, imunoexpressdo positiva de TNF-a, IL-1p,
fibrinogénio, PCR, osteopontina e CD61 em amostras de placa aterosclerotica imunopositivas
para SM, o que sugere possivel relagdo com a aterosclerose. Porém, estudos futuros sdo
necessarios para fornecer maiores informagdes sobre uma possivel associacdo entre grau de

inflamacao das placas aterosclerdticas e colonizagdo por essa bactéria.
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Introduciao

A aterosclerose, principal causa da doenga arterial coronariana (DAC), ¢
caracterizada pela formagdo de placas de ateromas no interior dos vasos sanguineos,
comprometendo a vascularizagio tecidual. E uma doenga inflamatoria associada a fatores de
risco tradicionais como hiperlipidemia, fumo e hipertensdo e, mais recentemente, tem sido
investigada sua associagdo com agentes infecciosos, como Chlamydophila pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Helicobacter pylori, e bactérias orais como Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis), Treponema denticola (T. denticola), Prevotella intermedia (P.
intermedia) e Streptococcus mutans (S. mutans) [1-7]. Além disso, estd fortemente associada
a calcificagdo das placas arteriais [8].

A condicdo de satde bucal fornece multiplas oportunidades para repetida
disseminagio de patdgenos orais no sangue. E sabido que procedimentos odontologicos
invasivos, como extracdo dentaria e raspagem periodontal, sdo indutores de bacteremia. Além
disso, doenca gengival aguda tem importante papel na propagacdo hematogénica desses
patdgenos durante procedimentos odontologicos ndo invasivos, como profilaxia dentdria e
restauragdes, e praticas diarias de higiene oral, como escovacao, utilizagdo do fio dental, e a
propria mastigacao [9-11].

Estudos investigando mecanismos diretos que ligam infeccdes orais a
aterosclerose vém sendo desenvolvidos, e patdogenos cariogénicos e periodontais tém
demonstrado, in vitro, a capacidade de invadir e destruir células endoteliais, favorecer a
aderéncia de leucdcitos no endotélio vascular e promover a transformagdo de macrofagos em
células espumosas, eventos iniciadores dessas doengas [12—16].

O S. mutans, bactéria cariogénica gram-positiva e importante componente de
biofilmes orais cariogénicos, tem sido identificado em placas aterosclerdticas em alta
frequéncia (62,8% a 100,0%) [6,13,17—19]. Estudos laboratoriais tém pesquisado a relacdo de
S. mutans com a ativacao de alguns marcadores inflamatorios e trombogénicos, como IL-1,
TNF-a e fibrinogénio [20,21], que sdo indiretamente associados a patogénese da aterosclerose
[22,23]. Porém, o mecanismo patogénico do desenvolvimento de placas ateroscleroticas ainda
ndo esta elucidado, e o papel de bactérias orais precisa ser amplamente investigado.

Portanto, o presente estudo tem o propdsito de avaliar imunomarcagdo para S.
mutans em amostras de placas ateroscleroticas, correlacionando com a expressdo de

marcadores inflamatorios, osteopontina e CD61.
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Materiais e Métodos

Aspectos éticos

De acordo com a resolugdo CNS 466/12 que regulamenta pesquisas envolvendo
seres humanos, o projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de seres
humanos do Hospital Universitario Walter Cantidio (protocolo 118.11.11)(Anexo B), da
Universidade Federal do Cearda (CAAE: 45254215.3.0000.5054)(Anexo D) e Pericia Forense
do Estado do Ceara (CAAE: 25663514.4.0000.5054)(Anexo C).

Caracterizacdo da amostra

Participaram do estudo pacientes diagnosticados com estenose de cardtida ou
aneurisma de aorta e agendados, consecutivamente, para cirurgia vascular em dois centros
cirargicos de referéncia em Cardiologia. Como grupo controle, dez vasos sanguineos (artérias
carotida e aorta) obtidos de individuos sadios submetidos a procedimento de necropsia, na
Pericia Forense do Estado do Ceara (PEFOCE), foram coletados. Como critérios de inclusao,
foram considerados individuos com até 25 anos de idade, saudaveis, que morreram por morte
violenta. Foram excluidos aqueles que morreram por causas cardiacas, como infarto agudo do
miocardio, enforcados, afogados ou por asfixia, que apresentaram perfuragdo cardiaca por

arma de fogo, que morreram por septicemia e muito tempo ap6s o inicio da causa bésica.

Coleta da amostra

Um total de 13 placas aterosclerodticas foram coletadas, de maneira asséptica, pelo
pesquisador (C.P.F.F.), com auxilio do cirurgido vascular, durante as cirurgias de
endarterectomia de cardtida e aneurisma de aorta abdominal ou toracica. Fragmentos de cada
amostra foram fixados em formol 10% tamponado e incluidos em parafina para posterior
analises histomorfolégica (hematoxilina/eosina — HE) e imuno-histoquimica (técnica da
estreptavidina-biotina-peroxidase).

Fragmentos de dez artérias cardtida e aorta provenientes de individuos submetidos
a necropsia foram coletados pelo pesquisador (C.P.F.F.), com auxilio dos médicos legistas,

até dez horas apos o 6bito, na PEFOCE, e mantidos em formol 10% tamponado para posterior



51

analises histomorfolégica (hematoxilina/eosina — HE) e imuno-histoquimica (técnica da

estreptavidina-biotina-peroxidase).

Anadlise histomorfologica

Inicialmente, os blocos foram cortados em espessura de 3 wm e corados pela
técnica de hematoxilina/eosina conforme protocolo adaptado de Junqueira e Carneiro [24]
para analise histomorfoloégica. Um patologista (F.B.S.), que ndo participou da coleta das
amostras, avaliou as placas aterosclerdticas e vasos sadios quanto as caracteristicas proprias
de aterosclerose severa, utilizando os parametros presente (+) ou ausente (-) para cada uma
das seguintes caracteristicas: formag¢ao de trombo, core lipidico, tecido fibroso, calcificagdo e

células inflamatorias [25].

Analise Imuno-histoquimica

As reagdes de imuno-histoquimica foram realizadas em cortes histologicos de 3
um de espessura, dispostos em laminas histoldgicas silanizadas, seguindo-se a técnica de
estreptavidina-biotina-peroxidase modificada [26]. Anticorpos primarios S. mutans (1:100, ab
31181, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), IL-1p (1:100, ab 9787, Abcam Inc., Cambridge,
MA, USA), TNF-a (1:50, ab199013, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), fibrinogénio
(1:200, ab34269; Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), Proteina C-Reativa (1:50, ab65842,
Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), osteopontina (1:75, ab69498, Abcam Inc., Cambridge,
MA, USA) e CD61 (1:50, 2F2, Cell Marque Co., Rocklin, CA, USA) foram utilizados. As
laminas foram incubadas em estufa a 70°C por trés horas e, apds este periodo, foram
desparafinizadas em xilol e gradientes de alcool. Foi realizada a recuperagdo antigénica com
acido citrico, em ambiente de micro-ondas (um ciclo de 12 minutos, contado a partir da
ebulicdo, em poténcia maxima). Apds bloqueio da atividade enddgena da peroxidase (solugdo
aquosa de H,0, a 10 V), foi incubado o anticorpo primario, por 12 horas a 4°C em cidmara
umida. Foi adicionado o anticorpo secundario biotinilado seguido do complexo
estreptavidina-biotina-peroxidase, sendo revelado com o cromédgeno diaminobenzidina
(DAB) (Sigma Co., S. Louis, MO, EUA), tendo o peroxido de hidrogénio como substrato.
Apods a revelagdo, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harrys. Para o
anticorpo CD61, o sistema automatizado foi utilizado. Foi realizada recuperagdo antigé€nica

no equipamento com tampao ERI1, protocolo ARGOS 1. Apds bloqueio da atividade
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enddgena da peroxidase, foi incubado o anticorpo primario por 30 minutos. O polimero Bond
Max Novolink foi o sistema de revelagao utilizado.

Como controle negativo, foi omitido o anticorpo primario, ndo sendo evidenciada
nenhuma marcagao nos casos avaliados. Para controle positivo, foram utilizadas as seguintes
amostras: para os marcadores IL-1 e TNF-a, mucosa ulcerada de rato; para fibrinogénio e
Proteina C-Reativa, figado de rato; para CD61, medula 6ssea humana; e para osteopontina,
fibroma ossificante periférico. Para controle positivo do anticorpo S. mutans, foi utilizado
tecido gengival localizado proximo a cérie dentdria de paciente atendido em servigo
odontologico ambulatorial.

O estudo microscopico (Olympus CX 41, Olympus®, Shinjuku-ku, Tokyo, Japan)
foi realizado por um patologista oral (F.B.S.). Imunomarcacgdo tecidual foi avaliada para IL-
1B, TNF-a, Proteina C-Reativa, fibrinogénio e osteopontina; e celular/citoplasmatica para
CD61. Os resultados positivos foram expressos em graus de intensidade de marcagdo,
considerando-se leve, moderado e intenso (+ a +++), € em extensdo de expressdo ao longo da
amostra (Focal e Difuso). Avaliou-se P (presenca) e A (auséncia) de marcagdo celular apenas
para s anticorpos CD61 e S. mutans [27]. Para amostras de vasos sadios, foi considerada

marcagdo apenas da camada intima, de acordo com metodologia previamente publicada [28].

Analise estatistica

Andlise estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a amostra. As varidveis
demogréficas quantitativas foram expressas em forma de média+DP. Para tabulagdo dos
dados, foram utilizados os softwares Microsoft Word e Microsoft Excel para Mac OS X. As
varidveis qualitativas nominais foram expressas como frequéncia absoluta (frequéncia

relativa).

Resultados

Um total de 12 pacientes, com média de idade de 68,9+10,5 anos (Média+DP)
(variacdo 45-82 anos), foram incluidos no estudo. Destes, 58,3% apresentavam estenose de
cardtida e 41,7%, aneurisma de aorta. Duas amostras foram coletadas de um mesmo paciente
em momentos cirurgicos diferentes, pois este apresentava estenose de cardtida direita e

esquerda.
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Todas as placas ateroscleroticas apresentaram presenca de imunomarcagao para S.
mutans € caracteristicas histopatoldgicas de aterosclerose severa. Tecido fibroso (100,0%) e
calcificacdo (92,3%) foram as caracteristicas mais frequentes, seguidas de formacdo de
trombo (84,6%), células inflamatorias mononucleares dispersas (76,9%) e core lipidico
(61,5%) (Tabela 1). Todas as amostras de controle, que ndo tinham caracteristicas
microscopicas de aterosclerose, apresentaram imunoexpressao negativa para essa bactéria.

Andlise descritiva dos resultados de imuno-histoquimica para os marcadores
utilizados estd expressa na tabela 2. Imunoexpressdo tecidual positiva para fibrinogénio, IL-
1B e osteopontina foi observada em todas as 13 amostras de placa aterosclerdtica analisadas
(100%), e os anticorpos TNF-a e PCR apresentaram positividade em 12 amostras (92,3%,
ambos). Para o fibrinogénio e IL-1B, a extensdo da imunomarcagao foi difusa (100%, ambos),
sendo predominantemente intensa (84,6%, ambos) a marcagdo no tecido conjuntivo fibroso e
em areas de calcificagdo. Expressao tecidual para TNF-a, PCR e osteopontina apresentou-se
tanto focal (33,3%, 25,0% e 23,0%, respectivamente) quanto difusa (66,6%, 75,0% e 76,9%,
respectivamente) em diferentes espécimes e, quanto ao grau de intensidade de marcacao,
oscilou entre leve (8,3%, 8,3% e 30,7%, respectivamente), moderado (33,3%, 16,6% e 30,7%,
respectivamente) e intenso (58,3%, 75,0% e 38,4%, respectivamente).

Imunomarcagdo positiva para CD61, indicando presenca de agregados de
plaqueta, foi observada em todas as amostras de placa aterosclerética (100%).

Todas as amostras-controle (100%) foram negativas para os anticorpos CD6I,
TNF-0, osteopontina e IL-1f3; e parte delas apresentou positividade para PCR (50,0%) e
fibrinogénio (60,0%). Das amostras positivas, a expressao de imunomarcag¢dao variou entre
focal (60,0% e 50,0%, respectivamente) e difusa (40,0% e 50,0%, respectivamente), € o grau
de intensidade de marcacao entre leve (20,0% e 16,6%, respectivamente), moderado (20,0% e
33,3% respectivamente) e intenso (60,0% e 50,0%, respectivamente). Figuras 1 a 4

apresentam painel imuno-histoquimico dos marcadores citados.

Discussao

A aterosclerose ¢ uma doenca multifatorial influenciada por eventos
inflamatorios. Apds lesdo endotelial, células endoteliais expressam moléculas de adesdo, e
leucdcitos (linfécitos T e mondcitos) sdo recrutados para o local. Particulas de lipidio que se
acumulam na lesdo sdo fagocitadas por macrdéfagos, o que resulta no desenvolvimento de

macrofagos espumosos e estrias gordurosas. Por fim, células musculares lisas proliferam e,
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junto com componentes da matriz extracelular, formam uma capsula fibrosa que contém a
lesdo. As células envolvidas na formagdo de placas aterosclerdticas liberam marcadores
inflamatorios, fatores do complemento, quimiocinas e moléculas de adesdao que podem
contribuir para instabilidade e eventual ruptura da placa [29].

S. mutans tem sido associado a importantes mecanismos de viruléncia
relacionados a doenca aterosclerdtica [30]. A capacidade de S. mutans de se adaptar a
estresses do ambiente, durante colonizagdo do hospedeiro [31], e sobreviver na corrente
sanguinea durante até 72 horas (periodo maior que outras bactérias) [32,33], associada a sua
baixa susceptibilidade a fagocitose por polimorfonucleares [33—35] ¢ fato crucial para essa
aumentada viruléncia.

No presente estudo, verificou-se a expressdo de imunomarca¢do € o grau de
intensidade de marcadores inflamatérios, tromboticos e osteogénicos em placas
ateroscleroticas positivas para o anticorpo S. mutans € em vasos sanguineos (aorta e carétida)
microscopicamente sadios € negativos para essa bactéria através de imuno-histoquimica. As
amostras de placa aterosclerotica apresentaram imunoexpressdo positiva para todos os
anticorpos estudados, enquanto que o grupo-controle foi positivo apenas para fibrinogénio e
PCR.

Todas as amostras de placa aterosclerotica foram positivas para fibrinogénio, com
marcagdo predominantemente intensa (84,6%) e difusa (100%). O fibrinogénio ¢ um
importante componente da cascata de coagulagdo, e estudos epidemioldgicos tém sugerido
que altos niveis de fibrinogénio plasmatico estdo associados com aumento de risco de doencas
cardiovasculares, como doenca cardiaca isquémica e tromboembolismo [36].

O fibrinogénio esta envolvido diretamente em diversos processos fisiopatologicos
no organismo, como inflamagdo, aterogénese e trombogénese. Acredita-se que o fibrinogénio
infiltra a parede vascular, causa efeitos hemorragicos, aumenta a reatividade de plaquetas ¢ a
formag¢do de trombo [36,37]. O aumento da concentragdo de fibrinogénio pode estar
relacionado a inflamag¢do ou infec¢do por bactérias como C. pneumoniae e H. pylori [36].
Recentemente, estudos verificaram que algumas cepas de S. mutans sdo capazes de aumentar
a taxa de agregacao dessa glicoproteina [21].

A relagdo entre S. mutans e fibrinogénio tem sido objeto de estudos laboratoriais,
que verificaram que cepas dessa bactéria sdo capazes de se ligar a moléculas de matriz
extracelular como fibronectina, laminina e colageno tipo 1, além de fibrinogénio, o que pode
ser importante para auxiliar na sua adesdo ao tecido vascular e tecido cardiaco lesado [38,39].

Outros autores verificaram que o fibrinogénio ¢ capaz de promover a formagdo de grande
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quantidade de biofilme de S. mutans em meios de cultura celular, comparado com meios de
cultura sem fibrinogénio, além de aumentar a adesdo de S. mutans a células endoteliais,
configurando uma via de mao dupla [40]. Estudos tém demonstrado que existe uma
associacdo entre a patogenicidade de algumas espécies microbianas, como S. mutans, € sua
habilidade de formar biofilmes em superficies s6lidas, como tecidos, cateteres ou implantes
[41].

No presente estudo, algumas amostras de vasos sadios (controle) apresentaram
positividade para fibrinogénio (60%), que variou entre marcagdo leve (16,6%), moderada
(33,3%) e intensa (50,0%). Estudo de Smith e colaboradores [42] demonstrou que
fibrinogénio e antigeno relacionado ao fibrinogénio estdo presentes em placas
ateroscleroticas, bem como na camada intima de artérias normais. Os autores pesquisaram
amostras obtidas a partir de cirurgia de reconstrucao vascular e de necropsia, ndo encontrando
diferengas na concentragdo de fibrinogénio entre as amostras, concluindo que existe formagao
continua de fibrina e fibrinolise na camada intima arterial [42].

Todas as amostras de placa aterosclerdtica, na atual pesquisa, apresentaram
imunoexpressdo positiva e difusa para IL-1B (100%), com intensidade de marcagdo variando
entre intensa (84,6%) e moderada (15,4%). Para TNF-a, a imunomarcagdo variou entre focal
(33,3%) e difusa (66,6%), sendo, predominantemente, intensa (58,3%). Todas as amostras-
controle foram negativas para esses marcadores.

IL-1p ¢ uma importante citocina do sistema imune e atua estimulando células
fagociticas mononucleares a aumentar a expressdo de moléculas de MHC-II para apoiar a
funcdo de linfoécitos T citotoxicos em ativar o processo de fagocitose de bactérias
intracelulares. Contribuindo com a aterosclerose, estimula células endoteliais a expressar
moléculas de adesdo, ativa linfocitos Th1/CD4 para proliferar e multiplicar seus clones e
induz apoptose de células inflamatorias, causando liberagdo abundante de radicais livres que
formam muito LDL oxidado, armazenados nos tecidos subendoteliais [20,43].

TNF-o ¢ uma potente citocina pro-inflamatéria que inicia uma cascata de
citocinas e aumenta a permeabilidade vascular, o que recruta macréfagos e neutrofilos ao sitio
de infecgdo [20]. E expressa por células apresentadoras de antigeno e leucdcitos e tem papel
importante na fagocitose de bactérias gram-negativas. Além disso, estimula a secre¢do de IL-
1B por células mononucleares e, assim como IL-1f3, aumenta a expressdo de moléculas de
MHC-II em macrofagos, auxiliando na ativagdo do processo de fagocitose de bactérias

intracelulares.
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Estudo de Kim e colaboradores [20] examinou a produgdo de TNF-a e IL-1[,
assim como vias de sinalizacdo através da estimulacdo de receptores foll-like (TLR), induzida
por S. mutans, em macrofagos de ratos. Esse estudo verificou que S. mutans é capaz de
induzir a produ¢do de TNF-a e IL-1P através da estimulacdo de Fator Nuclear kB (NF kB)
dependente de TLR2 e TLR4. Outro estudo verificou correlagdo positiva entre S. mutans e
concentragdo de IL-1PB em saliva [44]. Essa relagdo pode justificar a predominancia de
marcagdo intensa e difusa para esses anticorpos no presente estudo.

Apenas uma amostra de placa aterosclerdtica apresentou negatividade para TNF-
a. Observou-se, nessa amostra, auséncia de células inflamatdrias, o que pode justificar a
imunoexpressao negativa desse anticorpo.

No presente estudo, todas as placas aterosclerdticas exibiram positividade para
CD61, indicando presenca de agregados de plaqueta nessas amostras. Porém, as amostras-
controle ndo apresentaram imunoexpressdo para esse anticorpo. CD61 ¢ um anticorpo que
marca a subunidade Illa do complexo glicoproteico heterodimérico IIb/Illa nao
covalentemente ligado, presente nas plaquetas humanas e seus precursores [37]. Alguns
estudos ja reportaram que plaquetas sdo necessarias para a formagao do biofilme do S. mutans
no plasma, além de aumentarem a aderéncia desse patégeno as células endoteliais,
melhorando a capacidade de invadir essas células [40,45]. Matsumoto-Nakano e
colaboradores [14] também investigaram a interacdo entre as plaquetas e o S. mutans, €
reportaram que um antigeno proteico de superficie celular (PAc) contribui para a agregagao
de plaquetas, podendo representar um fator de viruléncia para doenga aterosclerdtica.
Acredita-se que micro-organismos localizados na parede do vaso, como na atual pesquisa,
podem aumentar a inflamagdo através da interacdo com plaquetas circulantes [46], e a
imunomarcag¢ao positiva para CD61 pode reforcar essa teoria.

Sabe-se que marcadores teciduais, como osteopontina e PCR, estdo diretamente
relacionados a etiopatogénese da aterosclerose. A osteopontina ¢ uma proteina nao-
colagenosa associada a formagao de osso e mineralizagdo que se liga fortemente ao calcio e a
hidroxiapatita. Estudo in vitro demonstrou que essa proteina pode ser expressa por células
musculares lisas derivadas de artérias [47].

Fitzpatrick e colaboradores [8] demonstraram que placas aterosclerdticas com
areas de calcificagdo foram positivas para osteopontina através de imuno-histoquimica,
enquanto que paredes de artérias normais, sem calcificacdo, foram negativas para esse
marcador. Acredita-se que a osteopontina possa contribuir para o desenvolvimento da

aterosclerose, sendo excretada por macréfagos espumosos e recrutando células de musculo
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liso. Porém, ainda ndo se sabe ao certo como o processo de calcificagdo de placas
ateroscleroticas ocorre nem porque apenas algumas placas aterosclerdticas calcificam [48].

A PCR ¢ um marcador inflamatorio preditivo de DCV, e a concentracdo sérica de
PCR pode aumentar em até 1000 vezes diante de inflamagdo. E uma das substancias presentes
nas placas ateroscleroticas, especificamente na camada intima dos vasos, junto com
macrofagos e lipoproteinas, o que sugere uma contribui¢do direta desse marcador para a
aterogénese. Acredita-se que a PCR esta envolvida em todos os processos da aterosclerose,
influenciando na ativacdo do complemento, apoptose, recrutamento de mondcitos, acimulo
de lipidios e trombose [29]. Estudo de Libby e colaboradores [49] verificou que a expressao
de PCR causou a aceleragdo de uma lesao aterosclerdtica em aorta de ratos.

As 13 amostras de placa aterosclerdtica, na atual pesquisa, positivas para S.
mutans, foram positivas para osteopontina, apresentando intensidade de marcagdo variavel.
Considerando PCR, apenas uma amostra apresentou negatividade para esse anticorpo, € as
amostras positivas exibiram imunomarcacdo predominantemente difusa e intensa. Nao
existem estudos correlacionando diretamente a expressdo de osteopontina ¢ PCR com S.
mutans, porém estudo anterior demonstrou que S. mutans pode induzir a formacdo de
macrdofagos espumosos, e estes, por sua vez, podem secretar osteopontina ¢ PCR [29]. Dessa
maneira, a presenca de S. mutans nas placas aterosclerdticas pode ter contribuido para a
positividade de ambos os marcadores nas mesmas amostras.

A PCR foi identificada por meio de imuno-histoquimica também em amostras-
controle de artérias sadias. Diehl e colaboradores [50], em estudo imuno-histoquimico,
também verificaram a presenca de PCR nas paredes de artérias sem doenga aterosclerdtica, o
que, segundo os autores, pode ser explicado por um transporte ativo de PCR através do
endotélio arterial.

O presente estudo evidencia a expressao de marcadores inflamatorios, trombaticos
e osteogénicos em amostras de placa aterosclerdtica positivas para S. mutans. Acredita-se,
ainda, que as alteragdes inflamatorias presentes no tecido possam favorecer a formagdo de

biofilme por essa bactéria.
Conclusoes
Observou-se, no presente estudo, imunoexpressdo positiva de TNF-a, IL-1j,

fibrinogénio, PCR, osteopontina e CD61 em amostras de placa aterosclerotica positivas para

S. mutans, o que sugere possivel relagdo com a aterosclerose. Porém estudos futuros sao
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necessarios para fornecer maiores informagdes sobre uma possivel associacdo entre grau de

inflamacao das placas aterosclerdticas e colonizagdo por essa bactéria.
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Tabela 1: Caracterizagdo histoldgica de placas aterosclerdticas e vasos sadios do presente
estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2017.

Origem da Formacdo de Core ) ) Células
amostra trombo Lipidico Tecido fibroso Caleificagio inflamatorias
Amostra
1 Carotida + - + + -
2 Aorta + + + + +
3 Carotida + + + + -
4 Carétida + + + + +
5 Aorta + - + + +
6 Carotida + + + + -
7 Aorta + - + - +
8 Carétida + + + + +
9 Carétida + + + + +
10 Aorta - - + + +
11 Carotida - + + + +
12 Carétida + - + + +
13 Aorta + + + + +
TOTAL 11(84,6%) 8(61,5%) 13(100,0%) 12(92,3%) 10(76,9%)
Controle
Cl Aorta - - - - -
C2 Aorta - - - - -
C3 Aorta - - - - -
C4 Aorta - - - - -
C5 Aorta - - - - -
C6 Carotida - - - - -
C7 Carotida - - - - -
C8 Carotida - - - - -
C9 Carotida - - - - -
C10 Carotida - - - - -
TOTAL 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%)

-, ausente; +, presente



65

Tabela 2. Analise descritiva de imuno-histoquimica em amostras de placas ateroscleroticas e controle (vasos sadios). Fortaleza-CE, Brasil, 2017.

S. mutans IL-1B TNF-a CDeol 3 PCR OPN FIB
Escore(padrao) Escore(padrao) Escore(padrio) Escore(padrio) Escore(padrio) Escore(padrao)

Amostra
1 p +++,D A p +++,F +++,F ++D
2 P +++,D +++,D p ++,F ++,D +++D
3 P +++,D ++F p +++D ++,D +++D
4 P +++,D +,F p +++D +D +D
5 P +++,D +++,D p +D +++D +++D
6 P +++,D +++,D p +++D +++D +++D
7 P +++,D +++,D p ++,D +D +++D
8 P ++,D ++,D p +++,F +D +++D
9 P +++,D +++,D p +++D ++,F +++D
10 P +++,D ++,F p A +D +++,D
11 P +++,D +++,D p +++D +++D +++D
12 P +++,D +++,D p +++D ++,F +++D
13 P ++,D ++F p +++D +++D +++D
Controle
‘! A A A A +F A A
< A A A A A A A
3 A A A A +++,D A +++D
c4 A A A A A A S
© A A A A A A +F
co A A A A A A +++.D
C7 A A A A +++,F A ++,F
C8 A A A A ++D A +++F
C9 A A A A +++F A A
C10 A A A A A A A

+++. imunoexpressdo intensa; ++: imunoexpressdao moderada; +: imunoexpressdo leve; D: extensdo de marcacdo difusa; F: extensdo de marcagdo focal;
A: auséncia de expressdo; P: presenca de expressdo; PCR, Proteina C Reativa;, OPN, osteopontina; FIB, fibrinogénio.
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Figura 1 - Fotomicrografia de placa aterosclerotica exibindo S. mutans (seta) agregados. IHQ, 1000X, 6leo de imersao
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Figura 2 — Fotomicrografias de placas ateroscleréticas (a, b, ¢) e vasos sadios (d, e, f) mostrando imunomarcacao intensa em diversas areas
(fibrose, inflamacao e calcificagdo) e auséncia de imunomarcagao para Fibrinogénio (a, d), Osteopontina (b,e) e CD61 (c,f) (setas), IHQ, LSAB,
400X, 200X.
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Figura 3 — Fotomicrografias de placas aterosclerdticas (a, b) e vasos sadios (c, d) mostrando imunomarcagdo intensa em areas de fibrose, fendas
de cristais de colesterol e calcificag@o, e auséncia de imunomarcagdo para TNF-a (a, ¢) e PCR (b,d), [HQ, LSAB, 400X, 200X.



Figura 4 — Fotomicrografia de placas aterosclerdtica (a) e vaso sadio (b) mostrando imunomarcagao intensa tissular (a), e auséncia de
imunomarcagao (b) para IL-1p, IHQ, LSAB, 400X, 200X.
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4 DISCUSSAO GERAL

A aterosclerose ¢ uma doenga multifatorial influenciada por eventos
inflamatorios. As infecgdes bacterianas podem estar bastante associadas a esse processo,
contribuindo com a formacdo de ateromas por meio de mecanismos diretos e indiretos
(PUCAR et al., 2007), e o papel de bactérias orais na formagdo de placas ateroscleroticas,
incluindo bactérias cariogénicas como S. mutans, tem sido investigado (NAKANO et al.,
2005; ABRANCHES et al., 2009; MATSUMOTO-NAKANO et al., 2009; NAGATA; DE
TOLEDO; OHO, 2011; NOMURA et al., 2012).

A deteccdo de bactérias orais em placas ateroscleroticas reforca a teoria do
envolvimento dessas bactérias na patogénese da aterosclerose, e a metodologia utilizada, na
maioria dos estudos, tem sido a PCR, pela alta sensibilidade da técnica (HARASZTHY et al.,
2000; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004; FIEHN et al., 2005; LEHTINIEMI et al., 2005;
FERNANDES et al., 2014). Porém, alguns autores t€ém questionado a viabilidade de bactérias
identificadas através de PCR nessas amostras, ja que essa metodologia pode identificar
fragmentos de bactéria, bactérias mortas que teriam sido aprisionadas em uma placa
aterosclerotica ja existente, ou até mesmo contamina¢do da amostra (FIEHN et al., 2005).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo avaliar a relagdo entre a
presenga de Streptococcus mutans e alteragdes teciduais e inflamatorias em vasos com
acometimento de aterosclerose. Para tanto, variadas metodologias para identificacdo de
bactérias no tecido vascular, com diferentes sensibilidades (PCR, imuno-histoquimica e
coloracdo de Giemsa), foram utilizadas, além de amostras de vasos sanguineos sadios (artérias
carotida e aorta) para controle.

Todas as placas aterosclerdticas apresentaram caracteristicas histopatologicas de
aterosclerose severa, sendo tecido fibroso (100,0%) e calcificacdo (92,3%) as caracteristicas
mais frequentes, seguidas de formacdo de trombo (84,6%), presenca de células inflamatdrias
mononucleares dispersas (76,9%) e core lipidico (61,5%). Porém, as amostras-controle nao
apresentaram nenhuma dessas caracteristicas.

Considerando as amostras-controle, encontrou-se positividade para S. mutans
(100,0%) apenas através de PCR, evidenciando a diferenca de sensibilidade das técnicas.
Rovery e colaboradores (2005) verificaram que DNA bacteriano pode persistir em tecido
cardiaco mesmo quando cultura bacteriana ¢ negativa, podendo ser amplificado através de
PCR por longos periodos apds a bactéria tornar-se inviavel. Portanto, acredita-se que o DNA

de S. mutans identificado em amostras de vasos sadios corresponda a fragmentos de bactérias
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ou pouca quantidade de DNA bacteriano, detectavel apenas pela técnica mais sensivel, e que
alcancou essas amostras através de bacteremia prévia.

Amostras de placa aterosclerdtica (100,0%) foram positivas para S. mutans
através de PCR, imuno-histoquimica (método da estreptavidina-biotina-peroxidase) e
coloracdo de Giemsa. Além disso, estudo imuno-histoquimico de marcadores inflamatorios,
osteopontina e CD61 apresentou imunomarcagao positiva para essas amostras. A identificagao
dessa bactéria em placas aterosclerdticas com caracteristicas histoldgicas de aterosclerose
severa sugere que, nessas amostras, as bactérias encontraram ambiente favoravel para sua
proliferacdo. Acredita-se, ainda, que as alteragdes inflamatorias presentes no tecido possam
favorecer a formagao de biofilme pelo S. mutans. Porém estudos futuros sdo necessarios para
fornecer maiores informagdes sobre a capacidade que essa bactéria possui de induzir resposta

inflamatoria local.
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5 CONCLUSAO GERAL

- Estreptococos foram identificados em dareas de fibrose, calcificacdo, formagdo de
trombo, presenca de células inflamatorias e core lipidico nas amostras de placa
aterosclerotica. Streptococcus mutans foram encontrados em placas aterosclerdticas e
vasos sadios, porém, apenas nas placas aterosclerdticas observou-se imunomarcagdo
para essa bactéria, sugerindo que, nessas amostras, havia maior densidade do
patdgenos e ambiente favoravel para sua proliferacao.

- Foi observada imunoexpressdo positiva de TNF-a, IL-18, PCR, fibrinogénio, CD61 e
osteopontina nas amostras de placa aterosclerotica, positivas também para S. mutans,
destacando o papel da inflamagdo e de biomarcadores trombogénicos e osteogénicos
na doenga. Esse resultado sugere uma possivel contribuicdo das alteragdes
inflamatorias para a formacdo de biofilme por essa bactéria. No entanto, mais estudos
investigando a capacidade do S. mutans em induzir resposta inflamatdria local sdo

necessarios.
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Art. 46 — As dissertacOes e as teses apresentadas ao Programa de Pés-Graduacao
em Odontologia da Universidade Federal do Ceara poderao ser produzidas em formato
alternativo ou tradicional. O formato alternativo estabelece: a critério do orientador e com a
aprovacgao da Coordenacao do Programa, que os capitulos e os apéndices poderédo conter
coOpias de artigos de autoria ou co-autoria do candidato, publicados ou submetidos para
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publicacéo em revistas cientificas, escritos no idioma exigido pelo veiculo de divulgacéo.

§1° - O orientador e o candidato deverao verificar junto as editoras a possibilidade
de inclusédo dos artigos na dissertacéo ou tese, em atendimento a legislacéo que rege o
direito autoral, obtendo, se necessaria, a competente autorizacdo, deverdao assinar
declaragao de que nao estéo infringindo o direito autoral transferido a editora.

§2° - A dissertacdo e a tese em formatos tradicionais ou formatos alternativos
deverdao seguir as normas preconizadas pelo Guia para Normalizagdo de Trabalhos
Académicos da Biblioteca Universitaria disponivel no sitio http://www.biblioteca.ufc.br. As
partes especificas do formato alternativo deverdo ser feitas em concordancia com o
Manual de Normalizagdo para Defesa de dissertacdo de Mestrado e tese de Doutorado no
formato Alternativo do PPGO, disponivel no sitio http://www.ppgo.ufc.br.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA .
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitdo Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Tedéfilo - 60.430-370 — Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366.8613 E-MAIL: cephuwc@huwe.ufe.br

Protocolo n®: 118.11.11

Pesquisador(a) Responsavel: Clarissa Pessoa Fernandes

Departamento / Servigo: Servigo de Cardiologia - HUWC/UFC

Titulo do Projeto: “Analise molecular de bactérias orais em biofilme dental e placas
ateroscleroticas de pacientes com doenga cardiovascular”.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio
analisou o projeto de pesquisa supracitado ¢, em tendo sido atendidas as pendéncias,
bascando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satde (Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05,
346/05), resolveu classifica-lo como: APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagio de relatério ao CEP-HUWC da
pesquisa dentro de 12 meses (data prevista: 20/12/2012).

Fortaleza, 20 de dezembro de 2011.

Ctoasce cte Sotionss o octan
Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo de marcadores biologicos e bactérias orais em valvulas cardiacas e vasos
sanguineos de pacientes sem doenca cardiovascular

Pesquisador: Clarissa Pessoa Fernandes

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 25663514.4.0000.5054

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 543.952
Data da Relatoria: 27/02/2014

Apresentacao do Projeto:

Estudo observacional, analitico e transversal. Amostra sera constituida de 25 vasos sanguineos sadios e 25
véalvulas aérticas sem estenose obtidos a partir de procedimento de autopsia na Pericia Forense do Estado
do Ceara (PEFOCE). Como critérios de inclusdo, serdo considerados individuos com até 25 anos de idade,
que morrerem por morte violenta. Serdo excluidos individuos com 6bito por causas cardiacas, como infarto
agudo do miocardio, enforcados, afogados ou por asfixia, que apresentarem perfuragéo cardiaca por arma
de fogo ou lesbGes de arma branca que comprometam a coleta, pacientes que morreram por septicemia e
muito tempo apo6s o inicio da causa bésica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral: Realizar analise molecular de bactérias orais (cariogénicas e periodontopatogénicas) e
estudo imunohistoquimico de marcadores inflamatérios, trombéticos e osteogénicos em vasos sanguineos e
valvulas cardiacas sadios.

Objetivos Especificos: Avaliar presenca/auséncia de Streptococcus mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema Denticola em vasos
sanguineos e valvulas cardiacas sadios;

Avaliar expressao ou auséncia de expressdo de marcadores inflamatérios (IL-1, IL-10, Proteina C-
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reativa), trombéticos (Fibrinogénio, Trombina, Fator Tecidual) e osteogénicos (Osteopontina) em amostras
de vasos sanguineos e vélvulas cardiacas sadios;

Realizar uma analise comparativa do estudo molecular e imunohistoquimico em vasos sanguineos e
vélvulas cardiacas sadios.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Por se tratar de pesquisa com cadaver, os riscos associados a essa pesquisa s&0 minimos, e
constam de eventual risco de dano intelectual, cultural e/ou espiritual ao responséavel pelo cadaver.
Beneficios: O presente projeto contribuird para obten¢do de dados mais consistentes acerca da possivel
participagdo de bactérias orais na patogénese das doencgas cardiovasculares.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Sera realizado estudo observacional, analitico e transversal. Amostra sera constituida de 25 vasos
sanguineos sadios e 25 valvulas adrticas sem estenose obtidos a partir de procedimento de autopsia na
Pericia Forense do Estado do Ceara (PEFOCE). Como critérios de inclusdo, serdo considerados individuos
com até 25 anos de idade, que morrerem por morte violenta.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Todos os documentos foram apresentados.

Recomendacoes:
Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
N&o se aplica.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
CEARA/ PROPESQ %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Imunohistoquimico de marcadores teciduais em placas ateroscleréticas
Pesquisador: Clarissa Pessoa Fernandes

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 45254215.3.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Clinica Odontolégica

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.123.582
Data da Relatoria: 18/06/2015

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de tese que visa realizar estudo imunohistoquimico de

marcadores inflamatérios, trombéticos e osteogénicos em placas ateroscleréticas

positivas e negativas para bactérias orais, visando contribuir para a reproducdo de dados mais consistentes
no que se refere ao possivel papel das bactérias orais na patogénese de doencas cardiacas (valvares e
trombéticas), levando em consideracdo a gravidade dessas doencas e a importancia desses achados.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: Realizar estudo imunohistoquimico de marcadores inflamatorios, trombéticos e osteogénicos
em placas ateroscleréticas positivas e negativas para bactérias orais.

Objetivos especificos:

« Correlacionar a presenga de bactérias cariogénicas (Streptococcus mutans) e periodontopatogénicas
(Aggregatibacteractinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
Denticola)em placa aterosclerética com a expressédo imunohistoquimica de marcadores inflamatérios (IL-10,
Proteina C-reativa, TNF alfa), tromboéticos (Fibrinogénio, Trombina, Fator Tecidual) e Osteopontina no
mesmo tecido.

+ Realizar uma analise comparativa do estudo molecular e imunohistoquimico entre vasos com
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placas ateroscleréticas e vasos sadios.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:trata-se de estudo imunohistoquimico com amostras de placas ateroscleroticas previamente
coletadas, o estudo n&o trara nenhum risco para nenhum paciente.

Beneficios: contribuira para obtencédo de dados mais consistentes acerca da possivel participa¢do de
bactérias orais na patogénese das doencas cardiovasculares.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Estudo observacional, analitico e transversal, com abordagem quantitativa. Serdo incluidos no estudo 17
blocos parafinados de placas ateroscleréticas obtidas a partir de cirurgia de endarterectomia de caroétida,
aneurisma de aorta e cirurgia de revascularizagéo, e previamente avaliadas através de PCR em Tempo Real
para bactérias orais(Streptococcus mutans, Aggregatibacteractinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema Denticola). Os ensaios imunohistoquimicos seréo realizados em
cortes histolégicos de 5m de espessura, dispostos em laminas histolégicas silanizadas, seguindo-se a
técnica de estreptavidina-biotina-peroxidase padrdocom modificagdo. Os anticorpos primarios utilizados e
suas respectivas diluigdes serdo: Anti-IL10 (1:400), Anti-TNF alfa (1:50), Anti-Proteina C-Reativa (1:100),
Anti-Fibrinogénio (1:1600), Anti-trombina (1:50), Anti-Fator Tecidual (1:50) e Anti-Osteopontina (1:100).
Um total de 10 amostras de artérias coronéria, carétida e aorta macroscopicamente sadias obtidas durante
procedimento de autépsia na Pericia Forense do Estado do Ceara (PEFOCE) sera utilizado como controle
para reagbes de imunohistoquimica, metodologiapreviamente aprovada pelo CEP sob nimero CAAE
25663514.4.0000.5054.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados de forma adequada: folha de rosto, cronograma, orcamento, curriculo vitae do
pesquisador, carta de encaminhamento ao CEP, termo de concordancia dos pesquisadores, solicitagcdo de
dispensa do TCLE, termo do fiel depositario.

Recomendacoes:

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Sem pendéncias

Situacao do Parecer:
Aprovado

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 Fax: (85)3223-2903 E-mail: comepe@ufc.br

Pé&gina 02 de 03

83



UNIVERSIDADE FEDERAL DO
CEARA/ PROPESQ asil
Continuagéo do Parecer: 1.123.582
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Nao
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