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RESUMO

Nos ultimos anos, a relagcdo entre patogenos orais e doenga vascular tem sido investigada,
com crescente atencdo para a etiopatogénese e progressdo da aterosclerose. Bactérias orais
tém sido detectadas em placas ateroscleroticas, com variavel frequéncia, porém, a relacao
entre saude bucal e perfis bacterianos vasculares e orais dos pacientes ndo estd claramente
estabelecida. Foi objetivo deste estudo avaliar a presenga de DNA de bactérias orais na boca e
placas aterosclerdticas, além de avaliar historico de cérie e doenga periodontal dos pacientes.
Trinta amostras de placa dental supragengival, subgengival, saliva, e placas ateroscleroticas
de 13 pacientes com estenose de cardtida ou aneurisma de aorta foram avaliadas, através de
Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, para presenga/auséncia de Streptococcus
mutans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. Para
pacientes desdentados totais, ndo foram consideradas as varidveis de placa supragengival e
subgengival. Todos os pacientes foram submetidos a exames de CPO-D (dentes permanentes
cariados, perdidos e obturados) e PSR (registro periodontal simplificado) para avaliacdo
dentdria e periodontal, respectivamente, bem como andlise histopatoldgica das placas
ateroscleroticas. A maioria dos pacientes eram edéntulos (76,9%). Streptococcus mutans,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola foram detectados
em 100,0%, 92,0%, 15,3% e 30,7% das amostras orais, respectivamente. O micro-organismo
mais prevalente em placas ateroscleroticas foi o Streptococcus mutans (p<0,05), presente em
100,0% das amostras, seguido de Prevotella intermedia (7,1%), € as amostras vasculares
foram negativas para Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. Observou-se
diferencga estatisticamente significante (p<0,05) com rela¢do a presenca de Porphyromonas
gingivalis e Treponema denticola em cavidade oral e amostra vascular. Em conclusdo,
Streptococcus mutans foi encontrado em alta frequéncia em amostras orais e vasculares,
mesmo de pacientes desdentados, e sua presenga em placas aterosclerdticas sugere o possivel

envolvimento desse patdogeno na progressao da doenca.

Palavras-chave: Placa Aterosclerdtica. Doengas Vasculares. Bacteremia. Placa Dental. Saliva.

Streptococcus mutans. Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real.



ABSTRACT

Over the past few years, the involvement between oral pathogens and vascular disease has
been investigated, with growing attention to the pathogenesis and progression of
atherosclerosis. Oral bacteria have been detected in atherosclerotic plaques at a variable
frequency; however, the connection between oral health and vascular and oral bacterial
profiles of these patients is not clearly established. The aim of this study was to evaluate the
presence of oral bacteria DNA in the mouth and atherosclerotic plaques, in addition to assess
the patient’s caries and periodontal disease history. Thirty samples of supragingival and
subgingival plaque, saliva and atherosclerotic plaques of 13 patients with carotid stenosis or
aortic aneurysm were evaluated, through Real Time Polymerase Chain Reaction, for the
presence/absence of Streptococcus mutans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis
and Treponema denticola. For edentulous patients, the variables of supragingival and
subgingival plaques were not considered. All patients were submitted to oral exams using the
DMTF (decayed, missing and filled teeth) and PSR (Periodontal Screening and Recording)
indexes for dental and periodontal evaluation, respectively, and histopathological analysis of
the atherosclerotic plaques was performed. Most of the patients were edentulous (76.9%).
Streptococcus mutans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis and Treponema
denticola were detected in 100.0%, 92.0%, 15.3% and 30.7% of the oral samples,
respectively. Streptococcus mutans was the most prevalent targeted bacteria in atherosclerotic
plaques (p<0,05), detected in 100% of the samples, followed by Prevotella intermedia
(7.1%), and the vascular samples were negative for Porphyromonas gingivalis and
Treponema denticola. There was a statistically significant difference (p<0,05) between the
presence of Porphyromonas gingivalis and Treponema denticola in the oral cavity and
vascular samples. In conclusion, Streptococcus mutans was found at a high frequency in oral
and vascular samples, even in edentulous patients, and its presence in atherosclerotic plaques

suggests the possible involvement of this bacteria with the disease progression.

Keywords: Atherosclerotic Plaque. Vascular Diseases. Bacteremia. Dental Plaque. Saliva.

Streptococcus mutans. Real-time Polymerase Chain Reaction.
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1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, cada vez mais se tem evidéncias do efeito da condicdo oral na satde geral
dos individuos, através de uma série de estudos epidemioldgicos e bioldgicos que mostram
uma relagdo entre a boca e diversas doencas sistémicas. Doengas Cardiovasculares (DCVs)
sao uma delas e, sem duvida, estdo entre as mais estudadas (CULLINAN; FORD;
SEYMOUR, 2009; VIDAL et al., 2009).

DCVs sdo a causa mais comum de obitos no mundo todo. Em estimativa, 17,3 milhoes
de pessoas morreram de DCVs em 2008, representando 31% de todas as mortes mundiais
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). No Brasil, em 2008, DCVs foram
responsaveis por 28% do total de dbitos por causas conhecidas, sendo a principal causa de
morte no pais (BRASIL, 2010).

Aterosclerose ¢ um tipo de DCV e se da pela formagdo de placas ateroscleroticas no
interior de vasos sanguineos. Tem como principais consequéncias o infarto agudo do
miocardio, acidente vascular cerebral, aneurisma de aorta e doenga vascular periférica.
Fatores de riscos tradicionais como hipertensao, hipercolesterolemia, diabetes mellitus e fumo
ndo estdo relacionados a todos os casos dessa doenga, sugerindo que outros fatores podem
estar envolvidos no seu desenvolvimento (HARASZTHY et al., 2000; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

Ao longo dos anos, surgiram, entdo, evidéncias indicando que a inflamagdo
desempenha papel importante na aterosclerose, podendo operar em todos os estagios dessa
doenca. As infecgdes bacterianas podem estar bastante associadas a esse processo,
contribuindo com a formagdo de ateromas, através de mecanismos diretos e indiretos. Sabe-se
que algumas bactérias podem provocar agregacao plaquetaria, invasdo de células endoteliais e
dano endotelial (mecanismos diretos), além de induzirem produgdo de moléculas de adesao
intracelular, produgdo de citocinas e de anticorpos contra lipopolissacarideos, e provocarem
disfung¢ado do sistema imune (mecanismos indiretos) (PUCAR et al., 2007).

Infecc¢des bacterianas cronicas, como gastrite por Helicobacter pylori, pneumonia por
Chlamydophila pneumoniae ¢ Mycoplasma pneumoniae, além de algumas doengas orais,
como periodontite, estdo sendo cada vez mais associadas ao aumento do risco para
aterosclerose (LIBBY; RIDKER; MASERI, 2002; MUSSA et al., 2006; PIERRE et al., 2006;
PUCAR et al., 2007).

Cérie dentaria e doenca periodontal cronica sdo as doencgas infecciosas bucais mais

comuns. A primeira ocorre quando metabolitos acidos de estreptococos orais, como o
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Streptococcus mutans (S. mutans), reduzem o pH bucal e dissolvem os minerais das estruturas
esmalte e dentina dos dentes, resultando em cavitagdo e, se ndo tratada, comprometimento da
polpa dentaria. J& a periodontite, doenca inflamatoria multifatorial, implica em perda de
estruturas de suporte dentario, e tem como principal fator etioldgico a presenca de bactérias
especificas no biofilme subgengival, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Tannerella forsythensis (SHAY, 2002; FIGUERO
etal., 2011).

A associacdo entre doenga periodontal e alteragdes vasculares ndo é recente. Estudos
como os de Mattila e colaboradores, e Syrjanen e colaboradores, publicados em 1989, ja
posicionavam a infec¢do oral como tendo papel etiolégico nas DCVs. Posteriormente,
resultados de grandes estudos epidemiologicos e trabalhos de metandlise fortaleceram essa
hipdtese, indicando associa¢ao positiva moderada entre essas doencgas (JANKET et al., 2003;
MEURMAN; SANZ; JANKET, 2004; DEMMER; DESVARIEUX, 2006; BEHLE;
PAPAPANOU, 2006; MUSTAPHA et al., 2007; HUMPHREY et al., 2008).

Periodontite cronica estd associada a resposta imune e inflamatdria sistémica
moderada com elevacdo da concentragdo sérica de multiplas citocinas e marcadores
inflamatorios, como proteina C-reativa, interleucina (IL) 1, IL-6, fator de necrose tumoral
(TNF) e fibrinogénio, abundantemente produzidos em tecidos periodontais patologicos e
fortemente associados a patogénese da aterosclerose (DE NARDIN, 2001; EBERSOLE,
2003; DANESH et al., 2004). Ensaios clinicos com tratamento periodontal ndo cirirgico, em
pacientes com doenga periodontal ativa, t€ém reportado reducdo significante nos niveis
sistémicos de alguns desses marcadores, como fibrinogénio, proteina C-reativa e IL-6
(D’AIUTO et al., 2004; VIDAL et al., 2009).

A condicdo de satde bucal fornece multiplas oportunidades para repetida
disseminagdo de patdogenos orais no sangue, através de infec¢des pulpares, modificagdes
vasculares por doenga periodontal, traumatismos dentarios, além de ulcera¢des em tecidos
moles. E sabido que procedimentos odontologicos invasivos, como extragio dentdria e
raspagem periodontal, também s3o indutores de bacteremia. Além disso, doenca gengival
aguda tem importante papel na propagacdo hematogénica desses patdgenos durante
procedimentos odontolégicos ndo invasivos, como profilaxia dentiria e restauragdes, e
praticas diarias de higiene oral, como escovagdo, utilizagdo do fio dental, e a propria
mastigacdo (BRENNAM et al, 2007; BAHRANI-MOUGEOT et al, 2008;
PARAHITIYAWA et al., 2009).
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A ocorréncia de bacteremia levanta a hipdtese de colonizagdo bacteriana em sitios
distantes, e estudos laboratoriais t€m demonstrado que alguns micro-organismos possuem a
capacidade de afetar integridade endotelial, metabolismo de lipoproteinas do plasma,
coagulacdo sanguinea e funcdo plaquetaria. Patdgenos cariogé€nicos e periodontais estdo entre
eles, e tem sido identificada a capacidade dos mesmos de invadir e matar células endoteliais,
favorecer a aderéncia de leucdcitos no endotélio vascular, através de aumento da expressao
das moléculas de adesdo celular vascular, e promover a transformag¢do de macrofagos em
células espumosas (FONG, 2002; STINSON; ALDER; KUMAR, 2003; NAKANO et al.,
2006; ROTH et al., 2007, MILLER-TORBERT et al., 2008; MATSUMOTO-NAKANO et
al.,, 2009; NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011).

Confirmando esses achados, varias bactérias orais, como S. mutans, Prevotella
intermedia (P. intermedia), P. gingivalis e Treponema denticola (T. denticola) t€m sido
encontradas em amostras de placas aterosclerdticas, através de exames moleculares mais
sensiveis, o que ¢ fator importante para determinar relagdo causal entre doencga aterosclerotica
e doengas bucais, como cérie e periodontite (HARASZTHY et al., 2000; COLOMBO et al.,
2002; CAIRO et al., 2004; SANZ et al., 2004; FIEHN et al., 2005; LEHTINIEMI et al.,
2005).

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

Nesse testes, ¢ imprescindivel a extragdo do material genético e a posterior
amplificagcdo de regides do genoma especificas, através da utilizagdo de primers ou sondas
desenhados para cada espécie, e utilizados, sob condi¢des altamente rigorosas, para detec¢ao
de micro-organismos-alvo em diferentes amostras (SANZ et al.,, 2004; PASTER;
DEWHIRST, 2009).

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

de bactérias orais em tecido vascular tém obtido resultados bastante variados. Razdes para a
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discrepancia de resultados desses estudos incluem: diferentes metodologias para identificagao
das bactérias, variacdes nas populagdes estudadas, com diferentes faixas etarias, etnicidades e
variagOes geograficas, além de diferentes medidas de defini¢ao de periodontite, com alguns
estudos que se utilizam apenas medidas clinicas, e outros baseados em medidas ndo clinicas,
como resposta sistémica a anticorpos ou evidéncias radiograficas de perda de osso alveolar
(FREIDEWALD et al., 2009).

Por outro lado, poucos estudos t€ém investigado a presenca de micro-organismos
cariogénicos, como S. mutans, em tecidos vasculares, apesar de esses micro-organismos
serem capazes de invadir células endoteliais e estimular a produgdo de marcadores
inflamatorios. Além disso, a avaliacdo oral tem sido realizada apenas em uma pequena parcela
dos pacientes, ou ndo realizada, o que representa limitacdo desses estudos.

A avaliagdo detalhada da condicdo dental e periodontal, através de exame intraoral e
registro do niimero de dentes cariados, perdidos e obturados, através do CPO-D, e da
condi¢do periodontal quanto a higidez, sangramento, presenga de calculo dental ou bolsa
periodontal, através do Registro Periodontal Simplificado (PSR), entre os pesquisados, ¢ de
grande importancia para estabelecer relagdes entre esses valores e a frequéncia dos micro-
organismos nas amostras cardiacas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1997; GAETTI-
JARDIM JUNIOR; ZANOLI; PEDRINI, 1998; BRASIL, 2001).

Portanto, visando contribuir para a reprodu¢do de dados mais consistentes com relagao
a possivel associa¢do entre bactérias orais, condi¢cdo bucal e aterosclerose, este estudo tem o
proposito de identificar micro-organismos cariogénicos e periodontopatogénicos em placas
ateroscleroticas e cavidade bucal dos mesmos pacientes utilizando técnica de PCR em tempo
real, além de avaliar a condicdo oral desses pacientes, considerando histérico de cérie e

doenga periodontal.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a presenga/auséncia de DNA de Dbactérias cariogénicas e
periodontopatogénicas na cavidade oral e amostras de placas aterosclerdticas de pacientes

submetidos a cirurgia cvascular correlacionando com as condi¢des bucais desses pacientes.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a presenca/auséncia de bactérias orais Streptococcus mutans, Prevotella
intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola em amostras de placa
aterosclerdtica e amostras orais (placa bacteriana supragengival, placa bacteriana
subgengival e saliva) de pacientes submetidos a cirurgia de endarterectomia ou
aneurisma de aorta, através de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real.

* Avaliar condigdo oral dos pacientes do estudo, utilizando os indices CPO-D e PSR.

* Correlacionar perfil bacteriano vascular, perfil bacteriano oral e saude bucal dos

pacientes do estudo.
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3 CAPITULO

Esta dissertacdo estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pos-
Graduagao em Odontologia da Universidade Federal do Ceard que regulamenta o formato
alternativo para dissertagdes de Mestrado e teses de Doutorado e permite a insercao 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 apreciacio do Comité de Etica em Pesquisas do Hospital Universitario Walter
Cantidio da Universidade Federal do Ceara, tendo sido aprovado sob o protocolo 118.11.11
(Anexo B). Assim sendo, esta dissertagdo ¢ composta de um capitulo contendo um artigo
cientifico que sera submetido ao periddico International Journal of Cardiology, conforme

descrito abaixo:
3.1 Capitulo 1
Andlise molecular de bactérias orais em biofilme dental e placas aterosclerdticas de

pacientes com doencga vascular

Clarissa Pessoa Fernandes, Fabricio Bitu Sousa.
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Resumo

Introducfo: Bactérias orais t€ém sido detectadas em placas ateroscleroticas, com variavel
frequéncia, porém, a relagdo entre satde bucal e perfis bacterianos vasculares e orais dos
pacientes ndo estd claramente estabelecida. Foi objetivo deste estudo avaliar a presenca de
DNA de bactérias orais na boca e placas aterosclerdticas, além de avaliar historico de carie e
doenga periodontal dos pacientes.

Métodos: Foram avaliadas 30 amostras de placa dental supragengival, subgengival, saliva e
placas ateroscleroticas de 13 pacientes com estenose de cardtida ou aneurisma de aorta, para
presenga de DNA de Streptococcus mutans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis
e Treponema Denticola, através de PCR em tempo real. Para pacientes edéntulos, ndo foram
consideradas as varidveis de placa supragengival e subgengival. Todos os pacientes foram
submetidos a avaliacdo dentaria (CPO-D) e periodontal (PSR), e analise histopatologica das
placas ateroscleréticas foi realizada.

Resultados: A maioria dos pacientes eram edéntulos (76,9%). Streptococcus mutans,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola foram detectados
em 100,0%, 92,0%, 15,3% e 30,7% das amostras orais, respectivamente. O micro-organismo
mais prevalente em placas ateroscleroticas foi o Streptococcus mutans (100,0%) (p<0,05),
seguido de Prevotella intermedia (7,1%), e as amostras vasculares foram negativas para
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. Observou-se diferenga estatisticamente
significante (p<0,05) com relacdo a presenca de Porphyromonas gingivalis € Treponema
denticola em cavidade oral e amostra vascular.

Conclusiao: Streptococcus mutans foi encontrado em alta frequéncia em amostras orais e
vasculares, mesmo de pacientes edéntulos, e sua presenga em placas ateroscleroticas sugere o

possivel envolvimento desse patdogeno na progressao da doenca.
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Introduciao

Aterosclerose ¢ uma doenga progressiva cronica de origem multifatorial que acomete
artérias musculares e elasticas de médio a grande calibres. E caracterizada por retengdo de
colesterol na parede da artéria, com consequente espessamento focal, remodelacdo vascular e
subsequente estreitamento do limen arterial, tendo como principais consequéncias o infarto
agudo do miocardio, acidente vascular cerebral, aneurisma de aorta e doenca vascular
periférica [1-3].

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 infec¢do cronica, podem estar relacionados
a etiopatogénese dessa doenca [3]. A identificagdo direta de agentes infecciosos em amostras
de placas aterosclerdticas através de analise molecular, como reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), apoia o conceito de infec¢ao cronica como importante fator na aterogénese [1].

Cérie dentaria e doencga periodontal cronica sdo duas das maiores doengas infecciosas
clinicamente encontradas no campo da Odontologia. A rela¢do entre doenca periodontal e
vascular tem sido bastante estudada, e micro-organismos periodontais como Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis), Treponema denticola (T. denticola), e Prevotella intermedia (P.
intermedia), t€m sido identificados em amostras de placas ateroscleroticas, com frequéncia
variavel entre 0% a 85,0% [1-24]. Por outro lado, poucos estudos tém investigado a presenca
de micro-organismos cariogénicos, como Streptococcus mutans (S. mutans), em tecidos
vasculares, apesar de esses micro-organismos serem capazes de invadir células endoteliais e
estimular a produ¢do de marcadores inflamatdrios, além de aparecerem em alta frequéncia
nessas lesoes [8,23-25].

A relacdo entre saude bucal e perfis bacterianos vasculares e orais de pacientes com
doencga aterosclerdtica tem sido pouco estudada, geralmente considerando apenas pacientes
com periodontite cronica avancgada [7,10-14]. Além disso, a avaliagdo oral tem sido realizada
apenas em uma pequena parcela dos pacientes [6,8,22,24,25], ou ndo realizada
[1,3,15,17,18,21].

A avaliacdo detalhada da condi¢do bucal dos pacientes, considerando histérico de
carie e doenca periodontal, através de exame odontoldgico, poderia sinalizar a relagdo entre
doengas orais e a frequéncia dos micro-organismos nas amostras cardiacas.

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca/auséncia de DNA de bactérias

cariogénicas e periodontopatogénicas na cavidade oral e amostras de placas ateroscleroticas
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dos mesmos pacientes, utilizando PCR em tempo real, além de avaliar a condi¢do oral desses

pacientes, considerando historico de cérie e doenga periodontal.

Métodos

Pacientes e caracterizagdo das amostras

Participaram do estudo pacientes agendados, consecutivamente, para cirurgia de
endarterectomia ou aneurisma de aorta, no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
ou no Hospital de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes (Fortaleza, Ceard, Brasil),
durante o periodo de marco a setembro de 2012. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceara (Anexo B), e todos os participantes assinaram termo de consentimento livre
e esclarecido (Apéndice A).

Dois avaliadores previamente calibrados (variagdo de Kappa 0.80 a 0.97) realizaram
exame oral, no leito, at¢ um dia antes da cirurgia, para avaliagdo de nimero de dentes
cariados, perdidos e obturados, através do indice CPO-D, e da condicdo periodontal quanto a
higidez, sangramento, presenca de calculo dental ou bolsa periodontal, através do Registro
Periodontal Simplificado (PSR) (Apéndice B). De acordo com o PSR, todos os elementos
dentarios presentes na boca foram sondados em seis sitios, utilizando a sonda periodontal
OMS-621, e escores de 0 a 4 foram atribuidos para cada sextante, considerando o maior
escore daquele sextante. Sextantes com menos de dois elementos dentarios foram excluidos.

Como critérios de inclusdo, foram considerados pacientes diagnosticados com
estenose de cardtida ou aneurisma de aorta e agendados para cirurgia de endarterectomia ou
correcao de aneurisma de aorta. Pacientes muito debilitados, que ndo puderam ser submetidos
a exame oral, foram excluidos da pesquisa.

Informagdes sobre historico de fumo, hipertensdo, diabetes mellitus, dislipidemia,
obesidade e historico familiar foram obtidas através de prontuarios, anamnese e ficha clinica
(Apéndice C). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), foram considerados
ex-fumantes aqueles pacientes que fumavam, pelo menos, uma vez por dia e pararam ha pelo
menos seis meses [26].

No momento do exame oral, amostras de placa supragengival e subgengival foram
coletadas para pacientes dentados, de acordo com protocolo de Cairo e colaboradores (2004)
[19]. Para pacientes desdentados, amostras de saliva foram coletadas, friccionando-se cones

de papel estéreis em mucosa jugal, rebordo alveolar, palato e lingua. As amostras orais foram
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armazenadas em recipiente estéril, contendo tampdo fosfato salino (PBS) a -20°C, para
posterior analise molecular.

Um total de 14 placas ateroscleréticas foram coletadas, de maneira asséptica, durante
as cirurgias de endarterectomia de car6tida ou aneurisma de aorta abdominal ou toracica. 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 (PCR) em tempo real.
Fragmentos remanescente foram fixados em formol 10%, incluidos em parafina, cortados e

corados com Hematoxilina/Eosina, para analise histopatologica.

Extragcdo de DNA e PCR em tempo real

Para extracdo de DNA, aproximadamente 30mg de tecido obtidos do centro das placas
ateroscleroticas foram cortados em pequenos fragmentos e transferidos para tubos de plastico
estéreis de 2ml, mantendo manipulagdo asséptica. Tanto amostras orais como amostras de
placas aterosclerdticas foram centrifugadas por 5 minutos a 10.000 RPM. Extragdo de DNA
prosseguiu de acordo com protocolo baseado no método Brometo de Cetiltrimetilaménio
(CTAB) [27].

Um total de 30 amostras de DNA extraido de saliva, placa bacteriana supragengival,
subgengival, e placa aterosclerotica foram submetidas a PCR em tempo real, para deteccdo de
DNA bacteriano de 4 diferentes espécies: S. mutans, P. gingivalis, P. intermedia e T.
denticola. Para pacientes edéntulos, as variaveis placa bacteriana supragengival e subgengival
ndo foram consideradas. Sondas TagMan foram confeccionados comercialmente (Life
Technologies) para este estudo, considerando a regido 16S do DNA ribossomal bacteriano
(Tabela 1). Para realizacio da PCR em tempo real, acrescentou-se luL. de DNA genomico
com concentragdo de 5Sng a 8ulL de TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems®), 0,35ul. de sonda e 3,15ul de 4gua. O volume final de 14uL foi obtido com a
adicao de IPC (luL) e IPC DNA (0,5uL) utilizado como controle interno da reacao.
Amplificagdo foi realizada em termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems®). DNA bacteriano foi substituido por agua para controle negativo da reagdo. O
protocolo da PCR em tempo real consistiu o passo inicial de desnatura¢io a 95°C por 10 min,

seguido por 40 ciclos a 95°C por 15s e 60°C por 1 min.

Preparacgdo das laminas para diagnostico histopatologico
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Parte da placa aterosclerdtica coletada foi emblocada em parafina para a confecg¢ao de
laminas para o diagndstico histopatologico. Os blocos incluidos em parafina foram cortados
em espessura de 5 (cinco) micrometros e corados pela hematoxilina/eosina conforme

protocolo adaptado de Junqueira & Carneiro (1999) [28].

Analise Estatistica

Andlise estatistica descritiva foi utilizada para caracterizar a amostra e analisar
patdgenos orais especificos identificados nas placas aterosclerdticas. As variaveis
demogréficas quantitativas foram expressas em forma de média+DP. As varidveis qualitativas
nominais foram expressas em forma de frequéncia absoluta (frequéncia relativa) e analisadas
pelo teste exato de Fisher ou Qui-quadrado com correcao de Bonferroni. Foi utilizado o
software estatistico Epilnfo para Windows e estabeleceu-se, em todas as analises, indice de

significancia p<0.05.

Resultados

Caracterizacdo da amostra

Um total de 13 pacientes, com média de idade de 68,5+10,1 anos (Média+DP)
(variacdo 45-82 anos), foram incluidos no estudo. Destes, 53,8% apresentavam estenose de
cardtida e 46,2%, aneurisma de aorta. A maioria dos pacientes eram edéntulos (76,9%), sendo
observada uma média de dentes perdidos de 30,8+2,6 (Média+DP). Com relacdo a analise
periodontal, bolsa de 4-5mm foi observada em 1,3% dos sextantes, 1,3% apresentaram
sangramento, € 97,4% dos sextantes foram excluidos (Tabela 2).

Histérico médico dos pacientes estd expresso na tabela 2. Aproximadamente 70,0%
dos participantes apresentaram hipertensdo, 61,5% apresentaram dislipidemia e 23,7% nao
tinham nenhuma comorbidade ou fator de risco classico associado a aterosclerose. Com
relacdo ao histdrico de fumo, a maioria dos pacientes nunca fumou (46,2%) ou era ex-fumante
(46,2%) (Tabela 2).

Quanto a origem da placa aterosclerotica, 57,1% (n=8) foram obtidas a partir de
cirurgia de endarterectomia de carotida e 42,9% (n=6) foram obtidas através de cirurgia de
aneurisma de aorta. Duas amostras foram obtidas de um mesmo paciente, em momentos
diferentes, durante endarterectomia de cardtida direita e esquerda.

Histopatologicamente, todos os espécimes demonstraram caracteristicas de lesdo

aterosclerotica severa. Espécimes de endarterectomia exibiram presenca de fendas de cristais
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de colesterol, focos de calcificagdo, estruturas amorfas basofilicas consistente com depositos
de calcio, edema, necrose, hemorragia, macréfagos espumosos, além de células inflamatdrias
histiolinfoplasmocitarias (Figuras 1 e 2). Em placas ateroscleroticas coletadas através de
cirurgia de aneurisma, visualizou-se tecido muscular amplamente substituido por tecido
conjuntivo fibroso, blocos de tecido adiposo, placas mineralizadas, depositos de calcio,
macrofagos espumosos, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario e vasos ectésicos (Figuras 3

e 4). Nenhum espécime apresentou evidéncia morfologica de colonizacio bacteriana.

PCR

Resultados da PCR para presenca/auséncia das bactérias estudadas em amostras orais
(saliva, placa bacteriana supragengival e placa bacteriana subgengival) e placas
ateroscleroticas estdo expressos na tabela 3. S. mutans foi identificado em todos os pacientes,
tanto em amostras orais (100,0%) como em placas ateroscleréticas (100,0%), enquanto que P.
intermedia foi detectada em amostras orais de 12 pacientes (92,0%). Apenas 1 paciente
(7,1%) apresentou positividade para esta bactéria na amostra vascular, mas ndo na amostra
oral. Dois pacientes (15,3%) apresentaram amostras orais positivas para P. gingivalis ¢ 4
(30,7%) para T. denticola. Entretanto, estas bactérias ndo foram identificadas em amostras
vasculares. A Figura 5 mostra a frequéncia das bactérias estudadas em placas ateroscleroticas,
evidenciando maior prevaléncia de S. mutans (p<0,05) (teste exato de Fisher/X* com corre¢io
de Boferroni). A Figura 6 apresenta a frequéncia das bactérias estudadas em amostras orais e
placas aterosclerdticas. Observa-se diferenga estatisticamente significante com relacdo a
presenca de P. gingivalis e T. denticola na cavidade oral e amostra vascular (p<0,05) (teste
exato de Fisher/X* com correcio de Boferroni). A Figura 3 mostra a detecgio de bactérias em
amostras orais ¢ de ateroma considerando pacientes dentados (Fig. 7 A) e pacientes

desdentados (Fig. 7 B).

Discussao

De 1999 a 2011, diversos estudos pesquisaram a presenga de bactérias orais em placas
ateroscleroticas [1-25], encontrando resultados variados. A metodologia mais utilizada foi a
Reacdo em Cadeia da Polimerase, sendo esta convencional [1,3-5,17,19,20,24,25], nested
[6,12,18] ou em tempo real [7,9,23]. Outras metodologias como hibridizagdo [11,14], cultura
de bactérias [13,21], imunohistoquimica [22] e microscopia eletronica [21] também foram

realizadas.
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No presente estudo, PCR em tempo real foi a metodologia escolhida, por ter
demonstrado anteriormente alta sensibilidade e eficdcia em detectar DNA bacteriano em
tecido vascular e amostras orais, mesmo quando em pouca quantidade [7,9,23]. Apesar de ndo
ter sido visualizada evidéncia morfologica de colonizacdo bacteriana nas placas
ateroscleroticas, todas as amostras foram positivas para, pelo menos, uma bactéria estudada,
ressaltando a sensibilidade da técnica. Alguns estudos que utilizaram PCR convencional, por
outro lado, ndo conseguiram detectar DNA de bactérias orais em suas amostras [4,19].

Apenas pacientes que foram submetidos a exame bucal foram incluidos no presente
estudo. A média de dentes perdidos devido a cérie foi bastante alta. Esse resultado estd de
acordo com a literatura, ja que edentulismo vem sendo relacionado a doenca cardiovascular,
de maneira idade-dependente [29]. A condicdo oral dos pacientes incluidos em estudos
anteriores foi bastante varidvel, o que dificulta o estabelecimento de um perfil de satde bucal
desses pacientes. Em alguns estudos, por exemplo, apenas pacientes com periodontite
avancada preencheram os critérios de inclusdo [7,10-14]. Em outros, exame oral e coleta de
placa bacteriana ndo foram realizados [1,3,15,17,18,21-23], ou foram realizados em apenas
parte da amostra [6,8,22,24,25], muitas vezes nao sendo possivel correlacionar condig¢do oral
e deteccdo de bactérias orais em tecido vascular. Além disso, a inclusdo de pacientes
desdentados tem sido controversa, ja que edentulismo foi considerado critério de exclusdo por
alguns autores [12] ou utilizado como controle por outros [14,19].

No presente estudo, pelo menos duas das bactérias investigadas foram detectadas em
todas as amostras orais, apesar de a maioria dos pacientes serem desdentados. S. mutans foi a
bactéria mais frequente em cavidade oral, presente em 100.0% da amostra, seguida de P.
intermedia (92,0%), T. denticola (30,7%), e P. gingivalis (15,3%). Esses dados corroboram os
achados de Kononen e colaboradores (1991) que encontraram alta prevaléncia de S. mutans
em pacientes desdentados que utilizavam proteses totais [30]. Para bactérias periodontais,
estudos mostram que estas podem colonizar a cavidade oral, mesmo em condi¢des edéntulas,
porém em menor frequéncia, quando comparado com pacientes dentados [31-33].

A frequéncia de P. gingivalis e T. denticola em cavidade oral foi abaixo da relatada
em outros estudos, entretanto esses autores avaliaram apenas pacientes dentados e com
periodontite severa [5,7,8,10-14,19,20,24]. Esse achado pode ser atribuido a auséncia de sulco
gengival, importante nicho de bactéria periodontal, em pacientes desdentados do presente
estudo [32].

O perfil bacteriano oral e o perfil bacteriano vascular dos pacientes do presente estudo

foi distinto, j& que apenas S. mutans e P. intermedia foram identificados em placas
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ateroscleroticas. A presenca de S. mutans em todos os espécimes vasculares e em todas as
amostras orais dos pacientes sugere que essa bactéria pode ter sido oriunda da cavidade oral e,
provavelmente, alcangou as placas ateroscleroticas, através de bacteremia. A detecgdo de S.
mutans, em alta frequéncia, nas placas ateroscleroticas pode ser correlacionada com alta
média de dentes perdidos devido a cérie.

E sabido que bactérias orais entram na corrente sanguinea apds procedimentos
odontologicos que, geralmente, causam sangramento, como extracdo dentaria, cirurgia
periodontal e raspagem, além de procedimentos de higiene de rotina, como escovagdo e
utilizagdo do fio dental, e até mesmo ap6s mastigagao [34-36]. Uma diversidade de patdgenos
orais tem sido detectada em amostras sanguineas apds bacteremia ocasionada por diferentes
estimulos, incluindo Strepfococcus e bactérias periodontais [34]. Além disso, estudo de
Lockhart e colaboradores (2004) [37] encontrou maior incidéncia de S. mutans em sangue de
criancas, quando comparado com outras espécies bacterianas, sugerindo que S. mutans tem
maior facilidade em entrar na corrente sanguinea que outras bactérias, o que pode indicéa-lo
como possivel fator etiologico para doenga vascular [8,37].

No presente estudo, foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre a
presenga de P. intermedia e T. denticola em cavidade oral e amostra vascular, o que sugere
que essas bactérias tém maior dificuldade em adentrar a corrente sanguinea, quando
comparadas com S. mutans.

A frequéncia das bactérias orais pesquisadas em placas aterosclerdticas tem sido
bastante varidvel. Nos poucos estudos que investigaram a presenca de S. mutans, sua
frequéncia variou de 62,8% a 74,0% [8,23-25], valores inferiores ao encontrado no presente
estudo (100,0%). Por outro lado, alta frequéncia de P. intermedia [9], P. gingivalis [3,5-
7,9,14] e T. denticola [5,7,24] foi relatada em alguns estudos, porém outros apresentaram
amostras negativas para essas bactérias [4,12,13,17,19,21]. Essa grande variagdo pode ser
explicada pela utilizacdo de diferentes técnicas para deteccdo de patdgenos, utilizacdo de
diferentes primers para uma mesma bactéria, em estudos com PCR, diferengas quanto a
critérios de inclusdo e de exclusdo da amostra e nimero da amostra variavel. Além disso, os
estudos sdo realizados em diferentes regides geograficas, e ¢ sabido que pacientes de paises
diferentes apresentam perfil bacteriano oral diferente [38].

Poucos estudos tém investigado a presenca de bactérias orais em placas
ateroscleroticas de pacientes desdentados [4,6,14,19,23], e, desses, nenhum analisou o perfil

bacteriano oral dos mesmos. Pacientes desdentados foram incluidos no presente estudo
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porque, em estudos anteriores, mesmo quando esses pacientes eram considerados como
controle, amostras de placas ateroscleroticas foram positivas para bactérias orais [14,23].

A presenga de bactérias orais em placas aterosclerdticas de pacientes desdentados
pode ser resultado de bacteremia recorrente enquanto os pacientes ainda possuiam dentes,
considerando que o processo de formagdo de placa aterosclerdtica € um processo a longo
prazo, que pode ter inicio na infincia [14,39]. Outra hipotese a ser considerada ¢ a de que
essas bactérias poderiam adentrar a corrente sanguinea através de Ulceras ou lesdes epiteliais
diversas, presentes na cavidade oral de pacientes desdentados, aderindo a lesdes
ateroscleroticas ja existentes [5,14].

P. intermedia foi detectada em placa aterosclerotica de 1 paciente, no presente estudo,
porém esse paciente ndo apresentou a mesma bactéria em amostra oral, o que apoia a teoria de
que esse micro-organismo pode ter colonizado a placa aterosclerdtica durante bacteremia
pregressa, enquanto o paciente ainda apresentava elementos dentérios na boca.

Deteccdo molecular de bactérias orais em placas ateroscleroticas sugere que essas
bactérias podem estar associadas a doenca vascular, e o papel do S. mutans na aterogénese
tem sido bastante investigado [8,23-25].

Diversos estudos in vitro tem demonstrado que algumas cepas de S. mutans estdo
associadas a importantes mecanismos de viruléncia relacionados a doengas vasculares [40]. A
capacidade de S. mutans de se adaptar a estresses do ambiente, durante coloniza¢do do
hospedeiro [41], e sobreviver na corrente sanguinea durante até 72 horas (periodo maior que
outras bactérias) [42,43], associada a sua baixa susceptibilidade a fagocitose por
polimorfonucleares [43-45] ¢ fato crucial para essa aumentada viruléncia.

Outros estudos in vitro verificaram que S. mutans possui a capacidade de se aderir a
proteinas de matriz extracelular (colageno tipo 1) [46], induzir agregacdo plaquetaria [42, 47],
invadir células endoteliais humanas [48,49], e induzir o aumento de producdo de citocinas
fortemente associadas a patogénese da aterosclerose, como interleucina (IL) 1, IL-6 e proteina
quimioatrativa de mondcitos 1 (MCP-1) [48]. Além disso, essas bactérias podem induzir a
formacao de macréfagos espumosos, que estdo relacionados diretamente ao desenvolvimento
dessa doenga [50-52].

Em busca de resultados mais conclusivos, estudos de modelo animal para investigar a
patogénese de uma infeccdo sistémica cronica por S. mutans e subsequente aterosclerose tem
sido realizados. Apesar de alguns autores ndo encontrarem relacdo entre infec¢do sistémica
com S. mutans e aumento do crescimento da placa aterosclerotica [53], estudo de Kesavalu e

colaboradores (2012) [40] verificou que infeccdo com a cepa invasiva de S. mutans OMZ175
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acelera o desenvolvimento de placa aterosclerdtica e aumento da resposta inflamatdria em
modelo animal de ratos ApoE nulos, quando comparados com controle, sem infec¢do por S.
mutans. Diante desses resultados, sugere-se que cepas invasivas de S. mutans podem estar
relacionadas a doenga vascular em humanos, contribuindo possivelmente para a progressao de
lesdes aterosclerdticas.

Os achados do presente estudo apontam que infeccdo de placas ateroscleroticas por
bactérias orais ocorre mesmo para pacientes desdentados, podendo contribuir para a
progressdo dessa doenca. Ressalta-se, portanto, a importdncia de acompanhamento
odontologico de rotina e em longo prazo de pacientes dentados ou edéntulos, cardiopatas ou
em risco para doenga aterosclerotica, a fim de manter a satide oral em uma tentativa de reduzir

episodios recorrentes de bacteremia.

Limitacoes do estudo

Durante a execu¢do do estudo, os autores encontraram dificuldade na obten¢do da
amostra, considerando que, atualmente, existem modalidades de tratamento de estenose de

carotida menos invasivas que a endarterectomia e amplamente utilizadas.

Conclusoes

A partir dos resultados encontrados, pode-se concluir que bactérias orais estavam
presentes em placas ateroscleroticas, porém, os perfis bacterianos vasculares e orais dos
mesmos pacientes foram distintos. S. mutans foi encontrado em alta frequéncia em amostras
orais e vasculares, mesmo de pacientes desdentados, e sua presenga em placas ateroscleroticas

sugere o possivel envolvimento desse patdgeno na progressao da doenga.
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Tabela 1: Lista de primers e sondas confeccionados para identificagdo de diferentes micro-

organismos cariogénicos e periodontopatogénicos em placa dental, saliva e placas

ateroscleroticas dos pacientes do presente estudo. Fortaleza-CE, Brasil, 2013.

Micro-organismo

Primer/Sonda TagMan (sequencia 5°-3”)

S. mutans
Foward
Reverse

Sonda

P. intermedia
Foward
Reverse

Sonda

P. gingivalis
Foward
Reverse

Sonda

T. denticola
Foward
Reverse

Sonda

GGCTCTCTGGTCTGTCACTGA
TCGTTTACGGCGTGGACTAC
FAM-CACGCTTTCGAGCCTC-NFQ

AGATATCATGACGAACTCCGATTGC
CGAGCTTAAGCGTCAGTAACACT
FAM-CCGTACGCTGCCTTC-NFQ

AACACGTCCGCCAACAGA
CTATCCTTGTCCTTGACGGTGTAG
FAM-CCCCTCCTGCAGATCT-NFQ

TCCTTCTGTTCTTTCCTGAAACTCTTTT
GGGATTCGAACCCCTGACCTA
FAM-CAAAGCCGCCGCTCTA-NFQ
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Tabela 2: Caracterizagdo demografica, clinica e odontoldgica de pacientes com estenose de

carotida ou aneurisma de aorta. Fortaleza-CE, Brasil, 2013.

Variaveis Amostras
Demograficas 13 pacientes
Idade 68,5+ 10,1 (45-82)
Sexo

Masculino 6 (46,1)
Feminino 7(53,9)
Diagnostico Clinico 14 placas aterosclerdticas
Estenose de carotida 8 (57,1)
Aneurisma de Aorta 6(42,9)
Comorbidades Médicas 13 pacientes*
HAS 9 (69,2)
Dislipidemia 8(61,5)
Diabetes 2 (15,4)
Outras 9(69,2)
Nenhuma 3(23,1)
Historico de Fumo 13 pacientes
Fumante 1(7,7)
Ex-fumante 6 (46,2)
Nunca fumou 6 (46,2)

Perfil Odontologico 13 pacientes/78 sextantes
CPO-D 31,5+ 1,4 (27-32)
Dentes Higidos 7(1,7)
Dentes Cariados 7(1,7)
Dentes Restaurados 2(0,5)
Dentes Perdidos 400 (96,1)
PSR

Sextantes sadios 0 (0)
Sextantes com sangramento 0(0)
Sextantes com calculo 1(1,3)
Sextantes com Bolsa 4-5mm 1(1,3)
Sextantes com Bolsa >6mm 0(0)

Sextantes excluidos (<1 dente) 76 (97,4)
HAS, hipertensdo arterial sistémica; CPO-D, dentes cariados, perdidos e obturados; PSR,

registro periodontal simplificado. Dados quantitativos expressos em forma de “Média+SD
(minima-maxima)”. Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”.

* . .
Comorbidades podem estar associadas (Ncomorbidades=31)-
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Tabela 3: Resultados de PCR em tempo real para presenga/auséncia de bactérias orais em

amostras orais € arteriais.

Paciente

AO

AA

AO

1

3*

4**

8**

10

11**

12

13

+

+

+

+

+

AOQ, amostra oral; AA, amostra arterial; Sm, Streptococcus mutans; Pi, Prevotella intermedia;

Pg, Porphyromonas gingivalis; Td, Treponema denticola.

* . . . . ;.
Paciente 3 possui duas amostras vasculares, provenientes de endarterectomias de cardtidas

direita e esquerda, realizadas em momentos cirurgicos distintos.

** Pacientes dentados.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Legendas das figuras

Figura 1. Fotomicrografia de placa aterosclerdtica de estenose de carotida exibindo inimeras
fendas de cristais de colesterol. 400X.

Figura 2. Fotomicrografia de placa aterosclerdtica de estenose de cardtida. Observa-se
diversos macrofagos espumosos. 400X.

Figura 3. Fotomicrografia de placa aterosclerdtica de aneurisma de aorta exibindo células
adiposas e infiltrado inflamatério. 200X.

Figura 4. Fotomicrografia de placa aterosclerdtica de aneurisma de aorta evidenciando
calcificagdes distroficas e depositos de sais de célcio. 200X.

Figura 5: Distribuicdo percentual de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em
amostras de placa aterosclerotica. * Significancia estatistica (p<0.05) da frequéncia de Sm em
relagio aos demais grupos (n=14) (teste de Fisher/X* com correcio de Boferroni). Sm,
Streptococcus mutans; Pi, Prevotella intermedia; Pg, Porphyromonas gingivalis; Td,
Treponema denticola.

Figura 6: Distribuicdo percentual de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em
amostras orais (saliva, placa supragengival ou placa subgengival) e de placas ateroscleroticas.
* Significancia estatistica (p<0.05) da frequéncia de Pi em amostras orais em relacdo a
amostras de placas aterosclerdticas.  Significancia estatistica (p<0.05) da frequéncia de Td
em amostras orais em relagio a amostras de placas aterosclerdticas (teste de Fisher/X* com
correcdo de Boferroni). Sm, Streptococcus mutans; Pi, Prevotella intermedia; Pg,
Porphyromonas gingivalis; Td, Treponema denticola.

Figura 7: Distribuicdo percentual de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em
amostras orais (saliva, placa supragengival ou placa subgengival) e de placas ateroscleréticas
em: A. Pacientes dentados (amostras orais representadas por placa supragengival e placa
subgengival). B. Pacientes desdentados (amostras orais representadas por saliva). **
Significancia estatistica (p<<0.05) da frequéncia de Pi em amostras orais em relacdo a amostras

de placas aterosclerdticas (teste de Fisher/X* com corregdo de Boferroni).
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4 CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

- Bactérias orais estdo presentes em placas aterosclerdticas, mesmo de
pacientes desdentados.

- S. mutans foi a bactéria oral mais prevalente nas amostras vasculares.

- O perfil bacteriano oral e o perfil bacteriano vascular dos mesmos
pacientes foi distinto.

- S, mutans foi encontrado em alta frequéncia em amostras orais e
vasculares, mesmo de pacientes desdentados, e sua presenca em placas
ateroscleroticas sugere o possivel envolvimento desse patogeno na progressdo da

doenga.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, do projeto de pesquisa
intitulado: “Analise molecular de bactérias orais em biofilme dental e placas ateroscleroticas
de pacientes com doenca vascular”, que tem por objetivo identificar, através de um exame, se
bactérias da boca também estdo presentes no coracao.

Exame da boca sera realizado no leito do hospital até um dia antes da cirurgia, com a
utilizagdo de materiais odontoldgicos basicos, como explorador e espelho, para avaliar os
dentes, se estdo cariados, com restauracdo ou se ja foram extraidos, e verificar também a
saude da gengiva. Dois dentistas realizardo esse exame e, apds essa avaliacdo, irdo colher um
pouco da sua saliva com a ajuda de um cone de papel para realizar uma analise, mas isso nao
ird causar dor para vocé.

Durante o exame odontologico, vocé pode sentir pequeno desconforto, que logo
passard quando o exame terminar. Durante a cirurgia vascular, materiais danificados (placas
ateroscleroticas), que seriam descartados como residuos de materiais bioldgicos, serdo
coletados pelo cirurgido vascular e utilizados para se avaliar se existem bactérias da boca
nesses materiais.

Essa coleta ndo ird trazer nenhum risco para voc€. Vocé pode desistir do estudo
quando quiser, ¢ mesmo assim ainda podera realizar seu tratamento na faculdade de
Odontologia. Nao sera divulgada a identidade (nome e imagem) de nenhum paciente que
participar deste estudo.

Os pesquisadores irdo utilizar os dados e o material coletado s6 para essa pesquisa.
Além disso, os participantes ficardo sabendo dos resultados do estudo. Vocé ndo ird gastar
nenhum dinheiro se participar dessa pesquisa, nem em exames ou consultas. Mas vocé
também nao ird receber nenhum dinheiro para participar.

Em qualquer etapa do estudo, vocé podera falar com os dentistas responsaveis pela
pesquisa para tirar qualquer divida. Um dos dentistas ¢ a Dra. Clarissa Pessoa Fernandes, que
pode ser encontrada no endereco: Rua Tomés Acioli, 1100, ap. 603, Joaquim Tavora. CEP:
60135-180; telefones: (85) 3246-2950; Cel: (85) 96759825. Email: clarissa_pf(@hotmail.com.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC (Hospital Universitario Walter
Cantideo) — Rua Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Teofilo - Fortaleza/Ce; fone: (85) 3366-85-
89 — E-mail: : cephuwc@huwc.ufc.br”
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Se vocé achar que estd bem informado sobre o estudo que ird participar, os objetivos
do estudo, o que sera realizado, quais sdo os riscos e desconfortos, que ¢ garantido que seu
nome e imagem ndo serdo divulgados, que vocé so participa desse estudo se quiser, € que
vocé ndo ird receber nenhum dinheiro para participar dessa pesquisa, pedimos que assine no

espaco abaixo.

Data / /

Impressao
Digital

Assinatura do paciente/ representante legal

Assinatura do responsavel pelo estudo
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APENDICE B — INDICES CPOD E PSR

CPO-D - Registro dos numeros de dentes cariados, perdidos e obturados. A cada dente

examinado atribui-se um dos seguintes codigos e condi¢do ou estado dental:

Dentes Permanentes (Cddigo) Condicao ou estado dental

0 Higido
1 Cariado
Restaurado, mas com cérie
Restaurado e sem cérie
Perdido devido a carie
Perdido por outras razdes
Apresenta selante
Apoio de ponte ou coroa
Nao irrompido - raiz ndo exposta

Trauma (Fratura)

O H 0 9 A L»n A~ W N

Excluido

PSR - indice que avalia, através da utilizagdo da sonda OMS-621, a condicdo periodontal
quanto a higidez, sangramento, presenga de célculo dental ou bolsa periodontal, atribuindo,

por sextante, os seguintes c6digos:

0 - faixa colorida da sonda totalmente visivel. Auséncia de sangramento a sondagem, calculo ou margem de
restauragdo defeituosa;

1 — faixa colorida totalmente visivel. Sextante com sangramento a sondagem, auséncia de calculo ou margem de
restauragdo defeituosa;

2 - faixa colorida totalmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de calculo e/ou restauragdes mal
adaptadas;

3 — faixa colorida parcialmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de calculo, fatores retentivos de
placa, bolsas rasas de 4 a 5 mm.

4 — faixa colorida ndo visivel. Sangramento a sondagem, presenca de calculo, fatores retentivos de placa, bolsas
profundas de 6 mm ou mais.

* - utilizado para indicar mobilidade dentaria, recessdo gengival, envolvimento de furca.

X - sextante excluido (menos de dois dentes presentes no sextante);




APENDICE C - FICHA CLINICA
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Universidade Federal do Ceara

Programa de Pds-graduacdo em Odontologia
)y Mestrado em Clinica Odontoldgica

Nome
Nascimento (DDIMMIAA) Sexo Raca Idade
| | OF Om | | |
Procedéncia Cardiopatia Isquémica  Fumante
[ ] | () sim
Fatores Associados (O Nao
Comorbidades () Ex-fumante
() HAS () Obesidade
() Diabetes Mellitus () Histéria Familiar
() Dislipidemia (O Outros copico | DENTAL
Exame intra-oral (Pré-operatorio) 0 e
1 CARIADO
CPO-D
2 R C-CARIE
1817 16 1514 13 12 11 21 22 23 24. 25 26 27 28 3 B
4 P D-CARIE
9 RAZOES
48 47 46 4544 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
6 SELANTE
7 APOIO PONTE OU
COROA
G P 0 CPOD |8 |umwowno
[ ’ ‘ ] ‘ } C} EXPOSTA
T TRAUMA
9 EXCLUIDO
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U
A

0 - Faixa colorida da sonda totalmente visivel. Auséncia de sangramento a
sondagem, calculo ou margem da restauragao defeituosa.

1 - Faixa colorida totalmente visivel. Sextante com sangramento a sondagem,
auseéncia de calculo ou margem da restauragéo defeituosa.

2 - Faixa colorida totalmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de
calculo e/ou restauracdes mal adaptadas.

3 - Faixa colorida parcialmente visivel. Sangramento a sondagem, presenca de

6 3 4 célculo, fatores retentores, bolsas rasas de 4 a 5 mm.

4 - Faixa colorida n&o visivel. Sangramento a sondagem, presenca de calculo,
fatores retentores, bolsas profundas de 6 mm ou mais.

* - Utilizado para indicar mobilidade dentaria, envolvimento de furca, recessao
gengival e problemas mucogengivais.

X - Sextante Excluido (menos de 2 dentes)

N
N
w

Elemento dentario (sitio) com
maior profundidade de sondagem:

Data do exame. intra-oral: Data da coleta subgengival
Data da coleta supragengival: Sitio para Coleta Subgengival

Coleta Placa de Ateroma (Trans-operatoério)

O Vasos Coronarianos

Q Outros Vasos. Qual:

Fase Aguda

Fase Crbnica

Data: \ J




ANEXO A - Seguimento do regimento interno

Art. 46 — As dissertacdes e as teses apresentadas ao Programa de Pés-Graduacdo
em Odontologia da Universidade Federal do Ceara poderdao ser produzidas em formato
alternativo ou tradicional. O formato alternativo estabelece: a critério do orientador e com a
aprovacao da Coordenacao do Programa, que os capitulos e os apéndices poderdo conter
copias de artigos de autoria ou co-autoria do candidato, publicados ou submetidos para

11

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

publicacdo 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 inclusao dos artigos na dissertacéo ou tese, em atendimento a legislagdo que rege o
direito autoral, obtendo, se necessaria, a competente autorizacdo, deverao assinar
declaracao de que nao estao infringindo o direito autoral transferido a editora.

§2° - A dissertacdo e a tese em formatos tradicionais ou formatos alternativos
deverdo 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 Normalizagédo para Defesa de dissertagdo de Mestrado e tese de Doutorado no
formato Alternativo do PPGO, disponivel no sitio http://www.ppgo.ufc.br.
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ANEXO B — Protocolo de aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa

| Comti de

1C6d CEP-
L samanmnman

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA .
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitio Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Tedfilo - 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
ateroscleréticas de pacientes com doenga cardiovascular”.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio
analisou o projeto de pesquisa supracitado e, em tendo sido atendidas as pendéncias,
bascando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude (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 apresentagdo de relatorio ao CEP-HUWC da
pesquisa dentro de 12 meses (data prevista: 20/12/2012 ).

Fortaleza, 20 de dezembro de 2011.

o e oo dbo Tptite
Dra. Maria de Fatima de Souza
Coordenadora do CEP - HUWC



