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RESUMO

Atualmente, cada vez mais se tem evidéncias do efeito da condig@o oral na saude geral dos individuos,
através de uma série de estudos epidemioldgicos e bioldgicos que mostram uma relagdo entre a boca e
diversas doengas, incluindo as doengas cardiovasculares. Desordens estruturais e nas funcdes das
valvulas cardiacas representam uma importante causa de morbidade e mortalidade cardiovascular no
Brasil, sendo alguns processos, como a estenose aortica degenerativa, mais recentemente associados a
agentes infecciosos. O objetivo desta pesquisa foi identificar bactérias cariogénicas e
periodontopatogénicas na placa dental, saliva e valvulas cardiacas, sem endocardite clinica, de
pacientes com doenga valvar, correlacionando esses achados a condi¢do bucal dos individuos.
Avaliagdo, quanto as doengas cérie e periodontal, foi realizada, através dos indices CPO-D (Dentes
Permanentes Cariados, Perdidos e Obturados) e PSR (Registro Periodontal Simplificado),
respectivamente. Amostras de placa dental supragengival, subgengival, saliva e valvula cardiaca foram
coletadas para investigagdo da presenca de DNA, através de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase)
em tempo real, de Streptococcus mutans (S. mutans), Prevotella intermedia (P. intermedia),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Treponema denticola (T. denticola). Um total de 114
amostras foi coletado de 42 pacientes com média de idade de 55.6 + 13.8 anos. A média de dentes
perdidos devido a carie, por paciente, foi em torno de 23.52 + 9.41 e, segundo o maior grau de doenga
periodontal observado no individuo, excluindo-se os pacientes desdentados totais (44.0%), bolsa
superior a 4 mm (43.4%) e o célculo dental (34.7%) esteve presente em um maior numero de
pacientes. A analise molecular das amostras bucais revelou alta frequéncia de S. mutans e P.
intermedia nas placas supragengival, subgengival e saliva de pacientes dentados e desdentados
(variando entre 60.0% e 100.0%), enquanto que P. gingivalis e T. denticola estiveram presentes em
menor numero de amostras bucais (variando entre 17.6% e 64.0%). O micro-organismo mais
frequentemente encontrado nas amostras valvares foi o S. mutans (89.3%), seguido da P. intermedia
(19.1%), P. gingivalis (4.2%) e T. denticola (2.1%). Diferenca significativa foi encontrada entre a
presenca de P. intermedia, P. gingivalis e T. denticola na valvula e na placa dental, diferentemente do
S. mutans. A identificacdo de bactérias orais, principalmente S. mutans, em valvulas cardiacas de
pacientes com elevada experiéncia prévia de carie e ocorréncia de gengivite/periodontite, sugere o

possivel envolvimento desses patdgenos nas doengas valvares.

Palavras-chave: Valvas Cardiacas. Carie Dentéria. Periodontite. Streptococcus mutans. Prevotella
intermédia. Porphyromonas gingivalis. Treponema denticola. Placa Dentaria. Saliva. DNA. Rea¢do em

Cadeia da Polimerase em Tempo Real.



ABSTRACT

Over the past few years, there has been increasing evidence of the effect of the oral health over the
general health of individuals, supported by a series of biological and epidemiological studies that show
a relation between the mouth and many diseases, including cardiovascular diseases. Structural
deficiencies and functional abnormalities of heart valves represent an important cause of
cardiovascular morbidity and mortality in Brazil, and a few defects have been recently associated with
infectious agents. The aim of this study was to identify cariogenic and periodontopathogenic bacteria
in dental plaque, saliva and heart valves, without clinical endocarditis, of patients with heart valve
diseases, and correlate these findings with the oral health status of the patients. Oral exams using the
DMTF (decayed, missing and filled teeth) and PSR (Periodontal Screening and Recording) indexes to
evaluate caries and periodontal disease, respectively, were performed. Samples of supragingival and
subgingival dental plaque, saliva and cardiac valves were evaluated, through Real Time Polymerase
Chain Reaction, for the presence of DNA of Streptococcus mutans (S. mutans), Prevotella intermedia
(P. intermedia), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) and Treponema denticola (T. denticola). A
total of 114 samples were collected from 42 patients with a mean age of 55.6 + 13.8 years. The
average number of missing teeth due to caries was 23.52 + 9.41 teeth per patient, and according to the
highest score of periodontal disease observed for each patient, excluding edentulous patients (44.0%),
periodontal pockets over 4mm (43.4%) and dental calculus (34.7%) were detected in a higher number
of patients. The molecular analysis of the oral samples revealed high frequency of S. mutans and P.
intermedia in supragingival dental plaques, subgingival dental plaques and saliva of dentate and
edentulous patients (variation 60.0% - 100.0%), while P. gingivalis and T. denticola were detected in a
smaller number of oral samples (variation 17.6% - 64.0%). The microorganism most frequently
detected in heart valve samples was the S. mutans (89.3%), followed by P. intermedia (19.1%), P.
gingivalis (4.2%) e T. denticola (2.1%). Significant difference was observed between the frequency of
P. intermedia, P. gingivalis and T. denticola in the heart valve and dental plaque, as oposed to S.
mutans. The identification of oral bacteria, especially S. mutans, in heart valves of patients with a
previous history of dental caries and gingivitis/periodontitis suggests the possible involvement of these

pathogens in the etiopathogenesis of heart valve diseases.

Keywords: Heart Valves. Dental Caries. Periodontitis. Streptococcus mutans. Prevotella intermédia.
Porphyromonas gingivalis. Treponema denticola. Dental Plaque. Saliva. DNA. 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 satide geral
dos individuos, através de uma série de estudos epidemioldgicos e biologicos que mostram
uma relagdo entre a boca e diversas doengas sistémicas. Doenga Cardiovascular (DCV) ¢ uma
delas e, sem duvida, esta entre as mais estudadas (CULLINAN; FORD; SEYMOUR, 2009;
VIDAL et al., 2009).

Desordens estruturais e nas fungdes das valvulas cardiacas (estenose, insuficiéncia ou
ambas) sdo um tipo de DCV e representam uma importante causa de morbidade e mortalidade
cardiovascular. Febre reumadtica permanece como causa importante de lesdes valvares que
resultam em cirurgia cardiaca nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, todavia, nas
ultimas décadas, com a redugdo na incidéncia global dessa doenga, o aumento da expectativa
de vida e o avango tecnologico, novas causas para as doengas das valvulas cardiacas tém
emergido (FERNANDES et al., 2012; BOUDOLAS, 2002).

Por muitos anos, a estenose da valvula adrtica, por exemplo, era considerada como
sendo um quadro degenerativo, advindo com o avanco da idade, e causado pelo acimulo
passivo de calcio na superficie do folheto da valvula. Todavia, estudos recentes tém
demonstrado que ¢ resultado de uma formacao Ossea ativa, a qual pode ser mediada através de
um processo de diferenciacdo osteobléstica-like nesses tecidos. Achados histologicos sugerem
que lesdes iniciais nas valvulas adrticas ndo representam apenas um processo secundario a
idade, mas um processo celular ativo, de forma semelhante ao que ocorre na formacao da
placa de ateroma (GINGHINA et al, 2009; YETKIN; WALTENBERGER, 2009;
RAJAMANNAN et al., 2008).

Ao longo dos anos, tém surgido evidéncias indicando que a inflama¢do desempenha
papel importante na patogénese dessa doenca, sendo a atividade e progressdo da doenca
valvar adrtica imunomodulada por marcadores bioldgicos, como IL-1, Proteina C-Reativa,
MCP-1 (Proteina de Quimioatragdo dos Mondcitos), IL-10, fibrinogénio e osteopontina
(RAJAMANNAN et al., 2008; ZERNECKE; WEBER, 2005). Agentes infecciosos t€ém sido
associados a esse processo inflamatoério, mais recentemente, ¢ Chlamydophila pneumoniae
tem sido encontrada em alta frequéncia em valvulas adrticas estenéticas, levemente ou
severamente afetadas, e associada a intensidade da fibrose e calcificagio da valvula
(YETKIN; WALTENBERGER, 2009).

Estudos tém demonstrado que doengas infecciosas cronicas, como gastrite, por

Helicobacter pylori, pneumonia, por Chlamydophila pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae,
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assim como algumas doencgas bucais, como a cérie dentaria e doenca periodontal, estdo sendo
cada vez mais relacionados ao aumento do risco para algumas doencas cardiovasculares
(PUCAR et al., 2007; PIERRE et al., 2006; MUSSA et al., 2006; NAKANO et al., 2006;
ZERNECKE; WEBER, 2005)

Cérie dentdria ocorre quando metabolitos acidos de estreptococos orais, como o
Streptococcus mutans, reduzem o pH bucal e dissolvem os minerais das estruturas esmalte e
dentina dos dentes, resultando em cavitacdo e, se ndo tratada, comprometendo a polpa
dentdria. A colonizagdo dessas bactérias em sitios distantes tem sido reportada, sendo
justificada pela sua invasdo na corrente sanguinea (bacteremia). J4 a periodontite, doenga
imunoinflamatoria multifatorial, implica em perda de estruturas de suporte dental, e tem como
principal fator etioldégico a presenga de bactérias especificas na placa dental subgengival.
Organizacao didatica das bactérias do ecossistema periodontal em complexos de cores de
acordo com saude/doenca periodontal foi criada, e relaciona micro-organismos dos complexos
laranja e vermelho, como por exemplo, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Tannerella forsythia e Porphyromonas gingivalis, a doenga periodontal de maior gravidade
(FIGUEIRO et al., 2011; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005; SHAY, 2002).

A associacdo da doenca periodontal as alteracdes cardiovasculares ndo ¢ recente.
Estudos como os de Mattila e colaboradores, Syrjanen e colaboradores, publicados em 1989,
j& posicionavam a infec¢do oral como tendo papel etioldgico na DCV, sendo essa hipdtese
fortalecida, posteriormente, através de uma série de revisdes que discutem os achados de
grandes estudos epidemiolédgicos, e trabalhos de metanalises que indicam associagdo positiva
moderada entre essas doencas (HUMPHREY et al., 2008; MUSTAPHA et al., 2007; BEHLE;
PAPAPANOU, 2006; DEMMER; DESVARIEUX, 2006; MEURMAN; SANZ; JANKET,
2004; JANKET et al., 2003).

Periodontite cronica estd associada a resposta imune e inflamatoria sistémica
moderada, com elevacdo da concentracdo sérica de multiplas citocinas e marcadores
inflamatorios e tromboticos, como proteina C-reativa, IL-1, IL-6, TNF e fibrinogénio,
abundantemente produzidos em tecidos periodontais patologicos e fortemente associados a
patogénese da aterosclerose e, recentemente, da estenose aortica, portanto tendo uma
contribuicdo indireta nesses processos (DANESH et al., 2008; DANESH et al., 2004;
EBERSOLE, 2003; NARDIN, 2001). Estudos de intervengao, visando a obtengdo de mais
evidéncias, tém sido realizados, reporta-se redugdo significativa nos niveis séricos de alguns
desses marcadores, como fibrinogénio, proteina C-reativa e IL-6 apds tratamento periodontal

(VIDAL et al., 2009; D’AIUTO et al., 2004).
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Paralelamente, tém surgido poucos estudos para elucidar os mecanismos diretos que
ligam infecgdes orais a valvulopatias cronicas, sendo a presenca de bactérias orais na corrente
sanguinea, provavelmente, um dos fatores iniciadores de eventos bioldgicos que justificam
essa ligacdo (OLSEN, 2008). Infeccdo valvar causada por bactérias orais no tecido valvar
também pode ser um cofator causal importante para a progressdo da doenga (YETKIN;
WALTENBERGER, 2009).

A condicdo de saude bucal fornece multiplas oportunidades para repetida
disseminag¢do de patogenos orais no sangue, através de infec¢des pulpares, modificagdes
vasculares por doenga periodontal, traumatismos dentarios, além de ulceragcdes em tecidos
moles. E sabido que procedimentos odontolégicos invasivos, extragdo dental e raspagem
periodontal, também s3o indutores de bacteremia e, vale ressaltar, o impacto relevante da
doenca gengival na propagagdo hematogénica desses patdgenos em procedimentos
odontologicos ndo invasivos (profilaxia dental e restauracdes) e praticas didrias de higiene
oral (escovagdo, utilizagdo do fio dental, bem como a propria mastigacdo)
(PARAHITIYAWA et al., 2010; BAHRANI-MOUGEOT et al., 2008; BRENNAM et al.,
2007).

A ocorréncia da bacteremia levanta a hipotese de colonizagdo bacteriana em sitios
distantes. Estudos laboratoriais tém demonstrado o potencial que alguns microorganismos
apresentam em afetar a integridade endotelial, metabolismo de lipoproteinas do plasma,
coagulacdo sanguinea e fungdo plaquetaria. Patogenos cariogénicos e periodontais estdo entre
eles, e tem sido identificada a capacidade in vitro e in vivo dos mesmos em invadir e lesionar
a célula endotelial, favorecer a aderéncia de leucocitos no endotélio e promoverem a
transformagdo de macrofagos em células espumosas (NAGATA; DE TOLEDO; OHO, 2011;
MATSUMOTO-NAKANO et al., 2009; MILLER-TORBERT; SHARMA; HOLT, 2008;
ROTH et al., 2007, NAKANO ef al., 2006; STINSON; ALDER; KUMAR, 2003; FONG,
2002).

Estudos como o de Nakano et al. (2009) ja tém identificado bactérias cariogénicas e
periodontopatogénicas, como Streptococcus mutans, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola em amostras de
valvulas cardiacas sem endocardite clinica, através de exames moleculares mais sensiveis,
como a PCR, e relacionado esse achado com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares.
Todavia, levando-se em consideracdo a alta prevaléncia e gravidade das doencas valvares,

visando contribuir para a reprodu¢do de dados mais consistentes no que se refere a possivel
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associagdo entre bactérias orais e doengas valvares, torna-se imprescindivel a realizagcdo de
estudos adicionais, com o proposito de identificar micro-organismos cariogénicos e
periodontopatogénicos em tecido valvar de diferentes populagdes, correlacionando os achados

a condi¢do bucal dos individuos.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Realizar andlise molecular de bactérias orais em placa dental, saliva e valvulas cardiacas de
pacientes submetidos a cirurgia cardiovascular de troca valvar, e correlacionar a condigdo

bucal dos individuos.

2.2 Objetivos Especificos

* Identificar bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em amostras de placa
dental, saliva e valvulas cardiacas.

* Determinar a frequéncia de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em
valvulas cardiacas.

* Avaliar a condi¢do dental e periodontal dos pacientes com doengas valvares.

* Correlacionar presenca de bactérias cariogénicas em amostras de placa dental, saliva e
valvulas cardiacas a condi¢ao dental dos pacientes.

* Correlacionar presenca de bactérias periodontopatogénicas em amostras de placa
dental, saliva e valvulas cardiacas a condi¢ao periodontal dos pacientes.

* Correlacionar presenga das bactérias orais nas valvulas cardiacas ao tipo de lesdo e

localizagdo anatomica da valvula.
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3 CAPITULO

Esta dissertacdo esta 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 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 & apreciagdo do Comité de Etica em Pesquisa de seres humanos, do Hospital
Universitario Walter Cantidio (CEP/HUWC), sob protocolo de N° 117.11.11 (Anexo B).
Assim sendo, esta dissertacdo ¢ composta de um capitulo contendo um artigo cientifico que
sera submetido para publicacdo no periddico “Journal of American Dental Association -

JADA” (Anexo C), conforme descrito abaixo:

Analise molecular de bactérias orais em placa dental, saliva e valvulas cardiacas de
pacientes com doenga cardiovascular.

Oliveira FAF, Alves APNN.
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Analise molecular de bactérias orais em placa dental, saliva e valvulas

cardiacas de pacientes com doenca cardiovascular.
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RESUMO

Introdugdo: Atualmente, cada vez mais estudos bioldgicos mostram uma relagdo entre a boca
e diversas doengas, incluindo as doengas cardiovasculares. Desordens estruturais ¢ nas
funcdes das valvulas cardiacas representam uma importante causa de morbidade e
mortalidade cardiovascular, sendo alguns processos, como a estenose aortica degenerativa,
mais recentemente, associados a agentes infecciosos.

Métodos: 114 amostras de placa dental supragengival, subgengival, saliva e valvulas
cardiacas foram coletadas, em pacientes com doenga valvar. Todos os 42 pacientes foram
avaliados quanto a presenga de doencas bucais. Analise molecular de Streptococcus mutans,
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema Denticola foi realizada
através de PCR em tempo real.

Resultados: O micro-organismo mais frequentemente encontrado nas amostras valvares foi o
S. mutans (89.3%), seguido da P. intermedia (19.1%), P. gingivalis (4.2%) e T. denticola
(2.1%). Diferenca significativa foi encontrada entre a presenca de P. intermedia, P. gingivalis
e T. denticola na vélvula e na placa dental, diferentemente do S. mutans. A média de CPO-D
foi 26.4 £ 6.9 e, segundo o maior grau de doenga periodontal observado no individuo,
excluindo-se os pacientes desdentados totais (44.0%), bolsa superior a 4 mm e calculo dental
esteve presente em 43.4% e 34.7% dos pacientes, respectivamente.

Conclusao: Bactérias orais, principalmente S. mutans, foram encontradas em alta frequéncia
nas amostras de placa dental, saliva e valvulas cardiacas de pacientes com elevada experiéncia
prévia de carie e ocorréncia de gengivite/periodontite.

Relevancia Clinica: A presenca de bactérias orais em tecido valvar sugere o possivel

envolvimento desses patdgenos nas doengas valvares.

Palavras-chave: Doenca valvar, bactérias orais, carie, doenca periodontal, placa dental,

saliva, sangue, DNA, Reac¢dao em Cadeia de Polimerase (PCR).
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INTRODUCAO

Desordens estruturais e nas fun¢des das valvulas cardiacas estdo entre as principais
condi¢des que resultam em necessidade de cirurgia cardiovascular. Essas anormalidades
podem ser causadas por distirbios congénitos ou por uma variedade de doencas adquiridas
que resultam em estenose valvar, insuficiéncia valvar, ou ambas.'

Nas ultimas décadas, essas condi¢gdes tém sido objeto de grande aten¢do no campo da
cardiologia, principalmente devido a mudangas no perfil de apresentagdo e tratamento
decorrentes da significativa reducdo na incidéncia da febre reumatica e suas sequelas,
aumento da expectativa de vida, avango tecnoldgico e reconhecimento de novas causas para
as doengas valvares.”

A estenose aodrtica, doenga valvar mais comum em paises industrializados, por
exemplo, por muitos anos, era considerada como sendo um quadro degenerativo, advindo com
o avang¢o da idade, e causado pelo acimulo passivo de calcio na superficie do folheto da
valvula. Todavia, estudos recentes tém demonstrado que representa um processo ativo que
compartilha aspectos semelhantes ao que ocorre na formagio da placa de ateroma.>*

Evidéncias indicando que a inflamagdo desempenha papel importante em algumas
doencas valvares, como na estenose aodrtica, tém surgido, e agentes infecciosos podem estar
bastante associados a esses processos.” Infecgdes bacterianas cronicas, como pneumonia por
Chlamydophila pneumoniae, estdo sendo cada vez mais associadas ao aumento do risco para
desenvolvimento de algumas dessas doengas.®’

Micro-organismos orais ja tém sido indiretamente associados a outras doencas
cardiovasculares (DCVs), como a doenca aterosclerdtica. Sua presenca na periodontite
cronica esta relacionada a resposta imune e inflamatoria sistémica moderada, com elevagdo da
concentragdo sérica de maultiplas citocinas e marcadores inflamatorios abundantemente
produzidos em tecidos periodontais patologicos e fortemente associados a patogénese de
algumas DCVs.»’

A presenga de bactérias orais em tecido valvar, com e sem endocardite clinica, tem
sido investigada através de exames moleculares mais sensiveis, como a PCR, a fim de
elucidar os mecanismos diretos que podem ligar as infecg¢des orais a DCVs, sendo a presenga
dessas bactérias na corrente sanguinea, provavelmente, um dos fatores iniciadores de eventos

10-12

bioldgicos que justificam essa associagao. Mais recentemente, Nakano e colaboradores'?,

vém reportando a capacidade de bactérias cariogénicas de colonizar as valvulas cardiacas,
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todavia, nenhuma informacdo acerca da condicdo bucal dos pacientes foi reportada nesses
estudos.

Diante da escassez de dados na literatura, este estudo tem o proposito de identificar
micro-organismos cariogénicos e periodontopatogénicos na placa dental, saliva e valvulas
cardiacas de pacientes brasileiros, além de incluir a avaliacdo odontoldgica detalhada, visando
contribuir para a reproducdo de dados mais consistentes no que se refere ao possivel papel das
bactérias orais na patogénese de doengas valvares crdnicas, levando em consideracdo a

gravidade dessas doengas e a importancia desses achados.

MATERIAIS E METODOS
Exame oral e coleta das amostras

Participaram do estudo, pacientes agendados consecutivamente para cirurgia
cardiovascular de troca valvar no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e Hospital
de Messejana Dr. Carlos Alberto Studart Gomes (Fortaleza, Ceara, Brasil), durante o periodo
de Margo a Setembro de 2012. O estudo foi aprovado pelo comité de ética dos hospitais onde
foi realizada a pesquisa, e todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Em um primeiro momento, previamente a cirurgia cardiovascular, dois avaliadores
(F.A.F.O e C.P.F) devidamente calibrados (variacdo de Kappa 0.80 a 0.97) realizaram exames
bucais no leito dos pacientes, para avaliagdo da condi¢do dental e situacdo atual de doenca
periodontal, utilizando os indices CPO-D e PSR (Apéndice B), respectivamente. Informagdes
sobre historico de fumo, hipertensdo arterial, diabetes mellitus, dislipidemia e outras
comorbidades foram obtidas através de uma ficha clinica (Apéndice C). Apenas um exame
periodontal ndo pdde ser realizado, devido a debilidade do paciente.

Para pacientes dentados, no momento do exame oral, amostras de placa supragengival
foram coletadas das faces vestibular e mesial de todos os elementos dentdrios presentes,
utilizando curetas Gracey e cones de papel absorvente estéreis. Amostras de placa
subgengival também foram coletadas em pacientes dentados, apds a remocdo da placa
supragengival, com cone de papel absorvente estéril inserido na bolsa periodontal de maior
profundidade por 10s."” Apenas para pacientes desdentados, amostras de saliva foram
coletadas friccionando-se cones de papel estéreis na saliva e mucosa jugal, rebordo alveolar,
lingua e palato. As amostras foram armazenadas em recipiente estéril, contendo tampao

fosfato salino (PBS) a -20°C, para posterior analise molecular.



22

Um total de 47 valvulas cardiacas foi coletado de maneira asséptica durante as
cirurgias de troca valvar, e armazenado em recipiente estéril, contendo PBS a -20°C, para

posterior analise através de PCR.

Extragdo de DNA e PCR em tempo real

Extracdo de DNA e andlise molecular por PCR em tempo real foram realizadas no
Laboratorio de Citogenética Humana e Laboratéorio de Genética Humana e Médica,
respectivamente, da Universidade Federal do Para (Belém, Brasil).

Um total de 114 amostras de placa dental supragengival, subgengival, saliva e valvulas
cardiacas (aproximadamente 30mg) foi transferido para tubos de pléstico estéreis de 2,0 ml
com suspensdo tampao, mantendo manipulagdo asséptica e, posteriormente, homogeneizado.
Protocolo padrdo para extragdo de DNA, utilizando proteinase K e brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) para remogio de polissacarideos complexos, foi realizado."

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a PCR, em tempo real, para avaliar
presenga de DNA bacteriano de quatro diferentes espécies: Streptococcus mutans (S. mutans),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia) e Treponema
denticola (T. denticola) (Tabela 1). Primers e sondas foram confeccionados comercialmente,
considerando a regido 16S do DNA ribossomal bacteriano (life technologies®)(Tabela 1).">'®
Para realizagdo da PCR, em tempo real, acrescentou-se luL. de DNA gendmico a 8ulL de
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,35ul de primer e 3,15ul de
agua. O volume final de 14uL foi obtido com a adi¢do de Internal PCR Control (IPC)(1uL) e
IPC DNA (0,5uL) utilizado como controle interno da reacdo. Amplificacdo foi realizada em
termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia). O
DNA bacteriano foi substituido por dgua, para obten¢do de controle negativo da reagdo. O
protocolo da PCR, em tempo real, consistiu o passo inicial de desnaturagdo a 95°C por 10

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

Analise Estatistica

Avaliou-se, por meio do teste de Shapiro-Wilk, o padriao de distribui¢do amostral dos
dados quantitativos, submetidos ao teste t de student e expressos em forma de média+EPM.
As variaveis demograficas 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 corre¢do de
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Boferroni e, quando possivel, calculou-se a razdo de prevaléncia expressa em forma de razdo
de prevaléncia (intervalo de confiangca minimo - maximo).
Foi utilizado o software estatistico Epilnfo para Windows e estabeleceu-se, em todas as

analises, indice de significancia p<0.05.

RESULTADOS

Para o presente estudo, um total de 114 amostras bucais (placa dental supragengival,
subgengival, saliva) e cardiovasculares (valvulas cardiacas) foi coletado de 42 pacientes com
média de idade de 55.6+£13.8 anos. Condi¢des médicas variadas resultaram na necessidade de
cirurgia de substitui¢do valvar entre os individuos, sendo a insuficiéncia mitral (23.4%) e
estenose aortica (21.2%) as mais frequentes (Tabela 1).

Exame bucal detalhado para investigagao das doengas carie e periodontal foi realizado
nos 42 individuos. A média de dentes perdidos devido a carie, por paciente, foi em torno de
23.52+9.41, tendo todos os pacientes do estudo vivenciado alguma experiéncia prévia de carie
que resultou em perda dentédria. Segundo o maior grau de doenca periodontal observado no
individuo, excluindo-se os pacientes edéntulos totais (44.0%), bolsa superior a 4 mm (43.4%)
e o célculo dental (34.7%) estiveram presentes em um maior nimero de pacientes. Apenas
seis sextantes, 2.4% dos sextantes avaliados, apresentaram-se sadios apds o exame
periodontal. Outras caracteristicas demograficas, médicas e odontoldgicas dos pacientes
participantes do estudo estdo descritos na Tabela 2.

A anélise molecular das amostras bucais revelou alta frequéncia de S. mutans e P.
intermedia nas placas supragengival, subgengival e saliva de pacientes dentados e
desdentados (variando entre 60.0% e 100.0%), enquanto que P. gingivalis e T. denticola
estiveram presentes em menor nimero de amostras bucais (variando entre 17.6% e 64.0%)
(Figura 1A). Perfil de distribui¢do das bactérias orais entre os pacientes dentados e
desdentados revelou diferenca significativa para P. gingivalis e T. denticola (p<0.05), com
ambas significantemente menos presentes em pacientes desdentados que em pacientes
dentados (Figura 1B). De acordo com a profundidade de sondagem e grau de doenga
periodontal, essas bactérias foram encontradas com uma prevaléncia superior em pacientes
com bolsa periodontal maior que 4mm, com uma taxa acima de 75.0% (p<0.05) (Figuras 1C e
1D).

Quando avaliada a presenga das bactérias orais nas valvulas cardiacas, todos os quatro

micro-organismos foram encontrados em, pelo menos, uma amostra, estando apenas 5
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(10.6%) das valvulas livres de qualquer infeccdo por bactérias cariogénicas ou
periodontopatogénicas. O micro-organismo mais frequentemente encontrado nas amostras
valvares foi o S. mutans (89.3%), seguido da P. intermedia (19.1%), P. gingivalis (4.2%) e T.
denticola (2.1%). Diferenca significativa entre a frequéncia de S. mutans e a dos outros
microorganismos periodontopatogénicos no tecido valvar foi verificada, semelhantemente ao
que ocorreu com a P. intermedia (p<0.05) (Figura 2A). Diferindo das outras bactérias, nao
houve diferenga significativa entre a presenca de S. mutans em valvula e placa dental ou
saliva (Figura 2B). A identificacdo simultdnea da mesma espécie bacteriana na cavidade oral e
valvula cardiaca foi observada na maioria dos casos (97.2%) dos pacientes com a amostra
cardiovascular infectada.

Infec¢do da mesma valvula por 2 ou 3 bactérias orais foi observada em 23.8% e 2.3%
dos pacientes, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre a frequéncia das
bactérias orais nas valvulas, de acordo com a condicdo dental (dentado, desdentado total)
(Figura 2C), localizagdo anatomica (aodrtica ou mitral) (Figura 2D) e diagndstico clinico

(estenose, insuficiéncia ou ambos) (Figura 2E).

DISCUSSAO

Estudos como os de Mattila e colaboradores'”, Syrjanen e colaboradores™, publicados
em 1989, ja posicionavam a infec¢do oral como tendo papel etiologico nas DCVs, sendo essa
hipotese fortalecida, posteriormente, através de uma série de revisdes que discutem os
achados de grandes estudos epidemioldgicos, e trabalhos de metandlises que indicam
associagdo positiva moderada entre essas doengas.”' >

Por muitos anos, pesquisas investigaram a possivel ligacdo entre as doencas
periodontal e cardiovascular, através da avaliagdo de marcadores inflamatorios comuns aos
dois processos. Todavia, estudos recentes, como o de Nakano e colaboradores'®, tentam
elucidar os mecanismos diretos que ligam as doengas bucais as DCVs, sendo a presenca de
bactérias orais na corrente sanguinea, provavelmente, um dos fatores iniciadores de eventos
bioldgicos que justificam essa associacdo. A participagdo de bactérias cariogénicas na
patogénese de algumas DCVs tem sido estudada e a taxa de detec¢do de S. mutans em

amostras cardiacas superior a de bactérias envolvidas na doenga periodontal tem sido

reportada.'’
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Uma alta taxa de deteccao de S. mutans nas amostras de valvulas cardiacas foi

observada no presente trabalho. Essa elevada frequéncia de identificacio em comparagdo a
outros trabalhos na literatura pode estar relacionada a grande experiéncia prévia de cérie entre
os participantes deste estudo. Alto percentual de perda dentaria devido a carie foi observado,
tendo estudos epidemiologicos ja demostrado que a auséncia de dentes pode ser um fator de
risco associado a diversas doengas cardiovasculares, incluindo a estenose da valvula
abrtica.”®?’
O S. mutans esteve presente na totalidade das amostras de placa dental e saliva de
pacientes dentados e desdentados totais, respectivamente. A repetida disseminacdo desses
patégenos no sangue, através de infec¢des pulpares, modificagdes vasculares por doenca
periodontal, traumatismos dentarios, tratamento odontoldgico, praticas didrias de higiene oral
e ulceragdes em tecidos moles justifica a infeccdo desse micro-organismo em sitios
distantes.**>°

Nao existiu diferenca, no presente estudo, entre a frequéncia de S. mutans nas valvulas
cardiacas de pacientes dentados e desdentados. Pacientes desdentados totais também
apresentaram alta frequéncia da bactéria cariogénica nas amostras de saliva e valvulas
cardiacas. Essas bactérias fazem parte da composi¢cdo microbiana bucal mesmo apds a perda
dos dentes, aderidas ao tecido mole ou a proteses dentarias.’’ A colonizagdo dessas bactérias
no tecido cardiaco desses pacientes pode ter se originado por uma ancoragem pregressa a
perda de todos os dentes ou sua propagacao sanguinea, na auséncia de dentes, apds trauma em
mucosa bucal. A possivel ocorréncia de bacteremia em pacientes desdentados totais necessita
de futuras investigagoes.

Diferencga significativa foi encontrada entre a frequéncia de S. mutans e a dos outros
micro-organismos investigados nas valvulas cardiacas. Diferindo das outras bactérias
estudadas, ndo houve diferenga significativa entre a presenga de S. mutans em valvula e placa
dental ou saliva. Nos ultimos anos, estudos, in vitro e in vivo, experimentais tém reportado o
potencial dos S. mutans de modificarem a expressdo de certos genes ao responderem a
componentes do plasma, a fim de obter vantagens na circulagdo sanguinea.’> Esses achados
poderiam sugerir a alta capacidade dessa bactéria de se instalar no tecido valvar.

Jung e colaboradores™ reportaram o papel da AtlA, uma recém-descoberta proteina de
ligacdo a fibronectina, na resisténcia do S. mutans a fagocitose e na sobrevivéncia na corrente
sanguinea, sendo sua maturacao melhorada pela concentragdo fisioldgica plasmatica de calcio.
Fibronectina, elastina, laminina e coldgeno sdo considerados os mais comuns componentes da

. . 34
matriz extracelular e podem servir de receptores para o S. mutans.
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Descoberta de estruturas de superficie da bactéria, como as proteinas P1, WapA, GtfB,
GtfC, GtfD, Cnm e Cbm, tem sido importante para o entendimento das etapas de ancoragem
desse patogeno nas amostras cardiovasculares, com subsequente invasdo da célula endotelial,
inducdo de inflamagdo (producdo de citocinas), agregacao plaquetaria e formacgao de células
espumosas.3 240

Jung e colaboradores’' e Matsumoto-Nakano e colaboradores®® ja tém reportado
importante interagdo entre essa bactéria e as plaquetas em tecido valvar, através de estudos
experimentais, sendo a agregagao plaquetaria estimulada por esse micro-organismo.

Bactérias periodontopatogénicas foram encontradas, menos frequentemente, no tecido
valvar, em compara¢do com a bactéria gram-positiva S. mutans, corroborando com os achados
de Nakano e colaboradores'’. Grande variabilidade é reportada na literatura, com relagdo a
prevaléncia dessas bactérias em tecido valvar e em placas ateroscleroticas, sendo superior ou

. . \ A s 10,12,42-48
inferior a frequéncia observada neste estudo. ~~

Muitos dos estudos que reportam
frequéncia superior ao presente trabalho, referente a essas bactérias em tecido cardiovascular,
incluem no estudo apenas pacientes dentados com periodontite moderada e/ou severa. Neste
estudo, P. gingivalis e T. denticola foram encontrados em baixa frequéncia na cavidade bucal
de pacientes desdentados totais, o que pode estar relacionado a baixa taxa de deteccdo em
tecido valvar.

A maioria dos pacientes dentados tinha doenca periodontal, com célculo dental e bolsa
periodontal maior que 4 mm, o que foi determinante para que as bactérias periodontais do
complexo laranja (P. intermedia) e vermelho (P. gingivalis, T. denticola) fossem encontradas
em alta frequéncia na placa dental, principalmente, subgengival de sitios com profundidade de
bolsa superior a 6 mm, corroborando com os achados da literatura.”"*

Dentre os micro-organismos gram-negativos, P. intermedia foi significativamente
mais encontrado no tecido valvar (p<0.05), e apresentou predilecdo por valvulas acometidas,
simultaneamente, por duas lesdes (estenose e regurgitacdo). A alta taxa de detec¢do em
amostras bucais de pacientes dentados (placa supra e subgengival) e desdentados (saliva)
provavelmente explica a frequéncia maior nas amostras valvares, em comparagdo as outras
bactérias periodontopatogénicas. Um dos pacientes do estudo apresentou P. intermedia na
amostra valvar e ndo a apresentou na cavidade oral. A hipotese de que bactérias
periodontopatogénicas possam se instalar na amostra cardiovascular em um momento anterior

a perda dos dentes de um paciente que teve doenga periodontal deve ser considerada,

. 45
conforme sugerido em alguns estudos, como o de Zaremba e colaboradores.
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Em comparacdo a frequéncia de bactérias periodontopatogénicas presentes em
amostras bucais, um numero baixo de valvulas cardiacas estavam infectadas por essas
bactérias, o que pode sugerir uma dificuldade maior desses microorganismos de sobreviverem
na corrente sanguinea e ancorarem no tecido valvar, em comparagdo ao S. mutans.

P. gingivalis tem papel de destaque entre as bactérias periodontopatogénicas, no que
se refere a associacdo a doencas cardiovasculares, embora tenha sido encontrada em baixa
frequéncia neste estudo. E identificada em alta frequéncia em estudos que investigam a sua
presenga em placas aterosclerdticas e estudos in vitro e in vivo experimentais demonstram que
essas bactérias aceleram o processo de formagdo da placa aterosclerdtica por diferentes
mecanismos. ">

Estudos experimentais tém demonstrado que a infec¢do da placa de ateroma por esse
microorganismo aumenta a expressao de moléculas de adesao na célula endotelial (VCAM-1).
Essas moléculas se ligam a proteinas de adesdo dos mondcitos no sangue, sendo esse um
provavel passo inicial na formacao da placa aterosclerdtica. A célula endotelial infectada por
P. gingivalis produz altos niveis de MCP-1 e melhora a progressdo da aterosclerose, através
do recrutamento maior de monécitos.”'* A estimulagdo de uma maior produgio de mondcitos
pela medula 6ssea em pacientes com infecgdo valvar pelo P. gingivalis pode contribuir para
€sse processo.

Outras valvulas cardiacas com condicdes diferentes da estenose aortica apresentaram
infecgdes por bactérias orais, ndo havendo diferenca significativa entre a frequéncia das
bactérias orais nas valvulas, diagnostico clinico (estenose, insuficiéncia ou ambos) e
localizag¢do anatomica (aodrtica ou mitral). A relagdo entre doengas valvares cronicas e agentes
infecciosos tem sido direcionada apenas a estenose aortica, sendo a presenca de patdgenos
orais em valvulas acometidas por doenca reumdtica um cofator que pode interferir no
processo de doenca.

Recentes estudos laboratoriais t€ém suportado a ideia de que a presenca de bactérias
orais no tecido valvar pode influenciar diretamente no processo de doenga, sendo a realizacao
de estudos clinicos imprescindiveis para confirmar essa associa¢do. Avaliagdo da expressao
de diferentes biomarcadores (inflamatdrios, tromboticos e osteogénicos) em valvulas
cardiacas humanas com doenc¢a cronica e sua correlacdo com a presenca e frequéncia de
bactérias orais nessas amostras pode trazer uma associagdo positiva da infeccdo com a
intensidade do processo inflamatorio local, sendo esse um achado importante para confirmar o

ativo papel das bactérias orais na progressdo dessas doengas.
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Medidas simples e imediatas que visam a promogdo da saude bucal da popula¢ao em
geral e, principalmente, de pacientes com diagndstico de doenga valvar, tornam-se
necessarias. Uma maior atengdo odontologica deve ser direcionada a pacientes dentados e
desdentados com doenca valvar, desde o diagnostico médico e ndo apenas no momento que
antecede a cirurgia de troca valvar, como meio de prevenir uma endocardite infecciosa. A
infeccdo valvar de baixo grau causada por bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas
pode ser um cofator importante para a progressao das valvulopatias, elevando a morbidade e

mortalidade entre os individuos.

CONCLUSAO

Bactérias orais, principalmente S. mutans, foram encontradas em alta frequéncia nas
amostras de placa dental, saliva e vélvulas cardiacas de pacientes com elevada taxa de dentes
perdidos, devido a carie, e ocorréncia de gengivite/periodontite. Diferenga significativa foi
encontrada entre a presenca de P. intermedia, P. gingivalis e T. denticola na vélvula e na
placa dental, diferentemente do S. mutans. Nao houve associa¢do entre a frequéncia das
bactérias orais nas valvulas, condi¢do dental (dentado, desdentado total), localizagdo

anatomica (aortica ou mitral) e diagndstico clinico (estenose, insuficiéncia ou ambos).

RELEVANCIA CLINICA

A presenca de bactérias orais em tecido valvar sugere o possivel envolvimento desses
patdgenos nas doengas valvares. Ampliacdo de medidas assistenciais que visem a melhoria da
condicdo de saude bucal das populagdes com alta prevaléncia de carie e doenga periodontal
torna-se importante, levando-se em consideracdo a gravidade das doengas valvares e o alto

custo do tratamento dessas desordens para o sistema tercidrio de saude.
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Tabela 1: Lista de primers e sondas confeccionados para identificacdo de diferentes micro-
organismos cariogénicos ¢ periodontopatogénicos em placa dental, saliva, sangue e valvulas
cardiacas de pacientes com doenga valvar internados no HUWC e Hospital de Messejana,

Fortaleza-CE, Brasil, 2013.

Microorganismos Primer/Sonda TagMan (sequencia 5’-3”)
S. mutans
Foward GGCTCTCTGGTCTGTCACTGA
Reverse TCGTTTACGGCGTGGACTAC
Sonda FAM-CACGCTTTCGAGCCTC-NFQ
P. intermedia
Foward AGATATCATGACGAACTCCGATTGC
Reverse CGAGCTTAAGCGTCAGTAACACT
Sonda FAM-CCGTACGCTGCCTTC-NFQ
P. gingivalis
Foward AACACGTCCGCCAACAGA
Reverse CTATCCTTGTCCTTGACGGTGTAG
Sonda FAM-CCCCTCCTGCAGATCT-NFQ
T. denticola
Foward TCCTTCTGTTCTTTCCTGAAACTCTTTT
Reverse GGGATTCGAACCCCTGACCTA
Sonda FAM-CAAAGCCGCCGCTCTA-NFQ
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Tabela 2: Caracterizacdo demografica, médica e odontologica de pacientes com doenca
valvar internados no HUWC e Hospital de Messejana, Fortaleza-CE, Brasil, 2013.

Variaveis Amostras
Demograficas 42 pacientes
Idade 55.6 £ 13.8 (27-81)
Sexo
Masculino 23 (54.8)
Feminino 19 (45.2)
Diagnostico Clinico 47 valvulas cardiacas
Estenose aortica 10 (21.2)
Insuficiéncia adrtica 8 (17.0)
Dupla lesao adrtica 6(12.7)
Estenose mitral 8 (17.0)
Insuficiéncia mitral 11 (23.4)
Dupla lesao mitral 4 (8.5)
Comorbidades Médicas 42 pacientes®
HAS 28 (66.7)
Dislipidemia 14 (33.3)
Diabetes 8 (19.0)
Outras 7(16.7)
Nenhuma 5(11.9)
Historico de Fumo 42 pacientes
Presente 24 (57.1)
Ausente 16 (38.1)
Nao informado 2(4.8)

Perfil Odontologico

CPO-D

Dentes Higidos

Dentes Cariados

Dentes Restaurados

Dentes Perdidos

PSR
Sextantes sadios
Sextantes com sangramento
Sextantes com calculo
Sextantes com Bolsa 4-5mm
Sextantes com Bolsa >6mm

Sextantes excluidos (<1 dente)

Informacdes perdidas

42 pacientes/252 sextantes
264+ 6.9 (6-32)

233 (17.3)

33(2.5)

89 (6.7)

988 (73.5)

6 (2.4)
26 (10.3)
20 (7.9)
17 (6.7)

8 (3.2)
169 (67.1)
6 (2.4)

Dados quantitativos expressos em forma de “Média+SD (minima-maxima)”.

Dados qualitativos expressos em forma de “n (%)”. *Comorbidades podem estar associadas (Neomorbidades=7)-
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Figura 1: Distribui¢do percentual de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas em: A. Amostras de placa
dental e saliva. B: Dentados (placa dental) e desdentados (saliva). * 1 significancia estatistica da frequéncia de
Pg e Td, respectivamente, em relagdo aos grupos desdentados (p<0.05). C: Dentados sem bolsa periodontal
(placa dental), com bolsa periodontal (placa dental) e desdentados (saliva). ** significancia estatistica da
frequéncia de Pg em relagdo aos demais grupos (p<0.05), Tt significancia estatistica da frequéncia de Td em
relagdo aos pacientes com bolsa >4mm (p<0.05). D: Segundo o maior grau de condigdo periodontal observado
por individuo.*** significancia estatistica da frequéncia de Pg em relagdo aos pacientes com bolsa > 6 mm
(p<0.05). 111 significancia estatistica da frequéncia Pg em rela¢do aos pacientes com calculo dental, bolsa 4-5
mm, bolsa > 6 mm (p<0.05). 1ii significancia estatistica da frequéncia de Td em relagdo aos pacientes com
bolsa > 6 mm (p<0.05). Sm: Streptococcus mutans, Pi: Prevotella intermedia, Pg: Porphyromonas gingivalis,

Td: Treponema denticola. (P<0.05, X* ou Fisher).
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Figura 2: Distribui¢do percentual de bactérias cariogénicas e periodontopatogénicas: A: Nas 47 amostras
valvares, *significancia estatistica em relagdo a Pi, Pg e Td (p<0.05), T significancia estatistica em relagdo a Pg e
Td (p<0.05). B: Na placa supragengival, subgengival, saliva e valvulas cardiacas. *significancia estatistica em
relagdo a presenga de Pi nas demais amostras (p<0.05), T significancia estatistica em relagdo a presenga de Pg na
placa supra e subgengival (p<0.05), I significancia estatistica em relagdo a presenga de Td nas demais amostras
(p<0.05). C: Nas valvulas de pacientes dentados e desdentados. D: De acordo com a valvula acometida. E: De
acordo com o tipo de lesdo valvar (lesdo unica ou dupla les@o), odds ratio de P. Intermedia: 4.27 (0.69 — 27.52).
Sm: Streptococcus mutans, Pi: Prevotella intermedia, Pg: Porphyromonas gingivalis, Td: Treponema denticola.

(P<0.05, X* ou Fisher).
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4 CONCLUSAO GERAL

Da avaliagdo dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

* Os pacientes com doenga valvar, submetidos a cirurgia de troca valvar, possuiam
elevado historico de cérie dentdria e gengivite/periodontite.

* Alta frequéncia de S. mutans foi encontrada em valvulas cardiacas e amostras bucais
de pacientes com elevada taxa de dentes perdidos devido a cérie.

* Alta frequéncia de P. intermédia foi encontrada nas amostras bucais. Importante
parcela das amostras valvares de pacientes dentados e desdentados também estava
infectada por essa bactéria.

* Moderada e baixa frequéncia das bactérias do complexo vermelho (P. gingivalis e T.
denticola) foram encontradas em amostras bucais e cardiovasculares, respectivamente,
de pacientes dentados.

* Diferenca significativa entre a frequéncia de S. mutans e micro-organismos
periodontopatogénicos no tecido valvar foi verificada.

* Nao houve diferencga significativa entre a frequéncia das bactérias orais nas valvulas,
de acordo com a localizacdo anatdmica (adrtica ou mitral) e diagnostico clinico

(estenose, insuficiéncia ou ambos).



39

REFERENCIAS

BAHRANI-MOUGEOT, F. K.; PASTER, B. J.; COLEMAN, S.; ASHAR, J.; BARBUTO, S.;
LOCKHART, P. B.; Diverse and novel oral bacterial species in blood following dental
procedures. J. Clin. Microbiol., v. 46, n. 6, p. 2129-2132, 2008.

BEHLE, J. H.; PAPAPANOU, P. N. Periodontal infections and atherosclerotic vascular
disease: An update. Int. Dent. J., v. 56, n. 4, Suppl. 1, p. 256-262, 2006.

BOUDOULAS, H. Etiology of valvular heart disease in the 21st century. Hellenic J.
Cardiol., v. 43, p.183-188, 2002.

BRENNAN, M. T.; KENT, M. L.; FOX, P. C.; NORTON, H. J.; LOCKHART, P. B. The
impact of oral disease and nonsurgical treatment on bacteremia in children. J. Am. Dent.
Assoc., v. 138, n. 1, p. 80-85, 2007.

CULLINAN, M. P.; FORD, P. J.; SEYMOUR, G. J. Periodontal disease and systemic health:
Current status. Aust. Dent. J., v. 54, p. S62-69, 2009.

D'AIUTO, F.; PARKAR, M.; ANDREOU, G.; SUVAN, J.; BRETT, P. M.; READY, D;
TONETTI, M.S. Periodontitis and systemic inflammation: Control of the local infection is
associated with a reduction in serum inflammatory markers. J. Dent. Res., v. 83, n. 2, p. 156-
160, 2004.

DANESH, J.; WHEELER, J. G.; HIRSCHFIELD, G. M.; EDA, S.; EIRIKSDOTTIR, G.;
RUMLEY, A.; LOWE, G. D.; PEPYS, M. B.; GUDNASON, V. C-reactive protein and other
circulating markers of inflammation in the prediction of coronary heart disease. N. Engl. J.
Med., v. 350, n. 14, p. 1387-1397, 2004.

DANESH, J.; KAPTOGE, S.; MANN, A. G.; SARWAR, N.; WOOD, A.; ANGLEMAN, S.
B.; WENSLEY, F.; HIGGINS, J. P.; LENNON, L.; EIRIKSDOTTIR, G.; RUMLEY, A,
WHINCUP, P. H.; LOWE, G. D.; GUDNASON, V. Long-term interleukin-6 levels and
subsequent risk of coronary heart disease: two new prospective studies and a systematic
review. PLoS Med., v. 5, n. 4, p.78, 2008.

DE NARDIN, E. The role of inflammatory and immunological mediators in periodontitis and
cardiovascular disease. Ann. Periodontol., v. 6, n. 1, p. 30-40, 2001.

EBERSOLE, L. Humoral immune responses in gingival crevice fluid: local and systemic
implications. Periodontol. 2000, v. 31, p.135-166, 2003.

FERNANDES, A. M. S.; BITENCOURT, L. S.; LESSA, I. N.; VIANA, A.; PEREIRA, F,;
BASTOS, G.; MACEDO, C. R. B.; ARAS JUNIOR, R. Impact of socio-economic profile on
the prosthesis type choice used on heart surgery. Rev. Bras. Cir. Cardiovasc., v. 27, n. 2, p.
211-216, 2012.



40

FIGUERO, E.; SANCHEZ-BELTRAN, M.; CUESTA-FRECHOSO, S.; TEJERINA, J. M.;
DEL CASTRO, J. A.; GUTIERREZ, J. M.; HERRERA, D.; SANZ, M. Detection of
periodontal bacteria in atheromatous plaque by nested polymerase chain reaction. J.
Periodontol., v. 82, n. 10, p. 1469-1477, 2011.

FONG, I. W. Infections and their role in atherosclerotic vascular disease. J. Am. Dent.
Assoc., v.133, Suppl. 1, p. 7S-138S, 2002.

GINGHINA, C.; FLORIAN, A.; BELADAN, C.; IANCU, M.; CALIN, A.; POPESCU, B. A ;
JURCUT, R. Calcific aortic valve disease and aortic atherosclerosis--two faces of the same
disease? Roma J. Intern. Med., v. 47, n. 4, p. 319-329, 20009.

HARASZTHY, V. L; ZAMBON, J.J.; TREVISAN, M.; ZEID, M.; GENCO, R. J.
Identification of periodontal pathogens in atheromatous plaques. J. Periodontol., v. 71, n. 10,
p. 1554-1560, 2000.

HUMPHREY, L. L.; FU, R.; BUCKLEY, D. I.; FREEMAN, M.; HELFAND, M. Periodontal
disease and coronary heart disease incidence: A systematic review and meta-analysis. J. Gen.
Intern. Med., v. 23, n. 12, p. 2079-2086, 2008.

JANKET, S. J.; BAIRD, A. E.; CHUANG, S. K.; JONES, J. A. Meta-analysis of periodontal
disease and risk of coronary heart disease and stroke. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol.
Oral Radiol. Endod., v. 95, n. 5, p. 559, 2003.

MATSUMOTO-NAKANO, M.; TSUJI, M.; INAGAKI, S.; FUJITA, K.; NAGAYAMA, K;
NOMURA, R.; OOSHIMA, T. Contribution of cell surface protein antigen c of streptococcus
mutans to platelet aggregation. Oral Microbiol. Immunol., v. 24, n. 5, p. 427-430, 2009.

MEURMAN, J. H.; SANZ, M.; JANKET, S. J. Oral health, atherosclerosis, and
cardiovascular disease. Crit. Rev. Oral Biol. Med., v. 15, n. 6, p. 403-413, 2004.

MILLER-TORBERT, A.; SHARMA, S.; HOLT, R.G. Inactivation of a gene for a fibronectin-
binding protein of the oral bacterium streptococcus mutans partially impairs its adherence to
fibronectin. Microb. Pathog., v. 45, n. 1, p. 53-59, 2008.

MUSSA, F. F.; CHAI H.; WANG, X.; YAO, Q.; LUMSDEN, A.B.; CHEN, C. Chlamydia
pneumoniae and vascular disease: An update. J. Vasc. Surg., v. 43, n. 6, p. 1301-1307, 2006.

MUSTAPHA, 1. Z.; DEBREY, S.; OLADUBU, M.; UGARTE, R. Markers of systemic
bacterial exposure in periodontal disease and cardiovascular disease risk: A systematic review
and meta-analysis. J. Periodontol., v. 78, n. 12, p. 2289-2302, 2007.

NAGATA, E.; DE TOLEDO, A.; OHO, T. Invasion of human aortic endothelial cells by oral
viridans group streptococci and induction of inflammatory cytokine production. Mol. Oral
Microbiol., v. 26, n. 1, p. 78-88, 2011.

NAKANO, K.; INABA, H.; NOMURA, R.; NEMOTO, H.; TAKEDA, M.; YOSHIOKA, H.;
MATSUE, H.; TAKAHASHI, T.; TANIGUCHI, K.; AMANO, A.; OOSHIMA, T. Detection
of cariogenic streptococcus mutans in extirpated heart valve and atheromatous plaque
specimens. J. Clin. Microbiol., v. 44, n. 9, p. 3313-3317, 2006.



41

NAKANO, K.; NEMOTO, H.; NOMURA, R.; INABA, H.; YOSHIOKA, H.; TANIGUCHI,
K.; AMANO, A.; OOSHIMA, T. Detection of oral bacteria in cardiovascular specimens. Oral
Microbiol. Immunol., v. 24, n. 1, p. 64-68, 2009.

OLSEN, I. Update on bacteraemia related to dental procedures. Transfus. Apher. Sci., v. 39,
n. 2, p. 173-178, 2008.

PARAHITIYAWA, N. B.; SCULLY, C.; LEUNG, W. K.; YAM, W. C; JIN, L. J;
SAMARANAYAKE, L. P. Exploring the oral bacterial flora: Current status and future
directions. Oral Dis., v. 16, n. 2, p. 136-145, 2010.

PIERRI, H.; HIGUCHI-DOS-SANTOS, M. H.; HIGUCHI, M. D. E. L.; PALOMINO, S.;
SAMBIASE, N. V.; DEMARCHI, L. M.; RODRIGUES, G. H.; NUSSBACHER, A
RAMIRES, J. A.; WAINGARTEN, M. Density of chlamydia pneumoniae is increased in
fibrotic and calcified areas of degenerative aortic stenosis. Int. J. Cardiol., v. 108, n. 1, p. 43-
47, 2006.

PUCAR, A.; MILASIN, J.; LEKOVIC, V.; VUKADINOVIC, M.; RISTIC, M.; PUTNIK, S.;
KENNEY, E. B. Correlation between atherosclerosis and periodontal putative pathogenic

bacterial infections in coronary and internal mammary arteries. J. Periodontol., v. 78, n. 4, p.
677-682, 2007.

RAJAMANNAN, N. M. Update on the pathophysiology of aortic stenosis. Eur. Heart J.
Suppl., v. 10, Suppl. E, p. E4, 2008.

ROTH, G. A.; MOSER, B.; ROTH-WALTER, F.; GIACONA, M. B.; HARJA, E;
PAPAPANOU, P. N.; SCHMIDT, A. M.; LALLA, E. Infection with a periodontal pathogen

increases mononuclear cell adhesion to human aortic endothelial cells. Atherosclerosis, v.
190, n. 2, p. 271-281, 2007.

SANZ, M.; LAU, L.; HERRERA, D.; MORILLO, J. M.; SILVA, A. Methods of detection of
actinobacillus actinomycetemcomitans, porphyromonas gingivalis and tannerella forsythensis
in periodontal microbiology, with special emphasis on advanced molecular techniques: A
review. J. Clin. Periodontol., v. 31, n. 12, p. 1034-1047, 2004.

SHAY, K. Infectious complications of dental and periodontal diseases in the elderly
population. Clin. Infect. Dis., v. 34, n. 9, p. 1215-1223, 2002.

STINSON, M. W.; ALDER, S.; KUMAR, S. Invasion and killing of human endothelial cells
by viridans group streptococci. Infect. Immun., v. 71, n. 5, p. 2365-2372, 2003.



42

VIDAL, F.; FIGUEREDO, C. M.; CORDOVIL, I.; FISCHER, R. G. Periodontal therapy
reduces plasma levels of interleukin-6, c-reactive protein, and fibrinogen in patients with

severe periodontitis and refractory arterial hypertension. J. Periodontol., v. 80, n. 5, p. 786-
791, 2009.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global atlas on cardiovascular disease prevention
and control. Geneva, 2011. Disponivel em:
<http://whqlibdoc.who.int/publications/2011/9789241564373 eng.pdf>. Acesso em: 20 Sept.
2011.

YETKIN, E.; WALTENBERGER, J. Molecular and cellular mechanisms of aortic stenosis.
Int. J. Cardiol., v. 135, n. 1, p. 4-13, 2009.

ZERNECKE, A.; WEBER, C. Inflammatory mediators in atherosclerotic vascular disease.
Basic Res. Cardiol., v.100, n. 2, p. 93-101, 2005.



43

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 valvulas
cardiacas de pacientes com doenca cardiovascular”, que tem por objetivo identificar,
através de um exame, se bactérias da boca também estdo presentes no coragao.

Exame da boca sera realizado no leito do hospital at¢ um dia antes da cirurgia,
com a utilizacdo de materiais odontologicos basicos, como explorador e espelho, para
avaliar os dentes, se estdo cariados, com restauracdo ou se ja foram extraidos, e verificar
também a satde da gengiva. Dois dentistas realizardo esse exame e, apOs essa avaliacao,
irdo colher um pouco da sua saliva com a ajuda de um cone de papel para realizar uma
andlise, mas isso ndo ira causar dor para voce.

Durante o exame odontoldgico, vocé€ pode sentir pequeno desconforto, que logo
passara quando o exame terminar. Durante a cirurgia do corag¢do, materiais danificados
(vélvula cardiaca), que seriam descartados como residuos de materiais bioldgicos, serdo
coletados pelo cirurgido cardiovascular e utilizados para se avaliar se existem bactérias da
boca nesses materiais do coragao.

Essa coleta ndo ird trazer nenhum risco para vocé. Vocé pode desistir do estudo
quando quiser, € mesmo assim ainda poderd 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 ira gastar nenhum dinheiro se participar dessa pesquisa, nem em exames e consultas.
Mas vocé também nao ird receber nenhum dinheiro para participar.

Em qualquer etapa do estudo, vocé poderd falar com os dentistas responsaveis
pela pesquisa para tirar qualquer duvida. Um dos dentistas ¢ o Dr. Francisco Artur Forte
Oliveira, que pode ser encontrada no endereco: Rua Padre Moror6, 1813, casa 32, Farias
Brito. CEP: 60015-221; telefones: (85) 32810801; Cel: (85) 96566343. Email:
arturforte@ymail.com.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em

contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do HUWC (Hospital Universitario
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Walter Cantideo) — Rua Francisco Pedro, 1290 — Rodolfo Teéfilo - Fortaleza/Ce; fone:
(85) 3366-85-89 — E-mail: : cephuwc@huwc.ufc.br”

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 s participa desse
estudo se quiser, ¢ que vocé ndo ird receber nenhum dinheiro para participar dessa

pesquisa, pedimos que assine no espago 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 nimeros 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) Condigao 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, presenga de calculo e/ou restauragdes mal
adaptadas;

3 — faixa colorida parcialmente visivel. Sangramento a sondagem, presen¢a 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

. . , N°
Universidade Federal do Ceara
P‘;& Programa de Pdés-graduacao em Odontologia
CHRFE) Mestrado em Clinica Odontoldgica
\IRTVS VNITA F&maﬁ
Nome
Nascimento (DDIMMIAA) Sexo Racga Idade
| | OF Owm | I |
Procedéncia Valvulopatia Fumante
{ } O Sim
Comorbidades Q N3o
(O HAs () Ex-fumante
Q Diabetes Mellitus
() Dislipidemia
Q Outras CODIGO IIEDSETS'EI)'XL
Exame intra-oral (Pré-operatério) 0 Hieibo
1 CARIADO
CPO-D
2 R C-CARIE
1817 16 1514 131211212223 2425262728 |3 RS-CARIE
4 P D-CARIE
5 RAZOES
48 A7 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 35 36 37 38
6 SELANTE
7 APOIO PONTE OU
COROA
C P 0 CPOD 8 |nmrowreo
e e
T TRAUMA
9 EXCLUIDO
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i)
A

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

1 - Faixa colorida totalmente visivel. Sextante com sangramento a sondagem,
auséncia de célculo ou margem da restauragao defeituosa.

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

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

6 S 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 dentéaria, envolvimento de furca, recesséao
gengival e problemas mucogengivais.

X - Sextante Excluido (menos de 2 dentes)

—
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 Valvula Cardiaca (Trans-operatorio)

() Adrtica
() Mitral
() Tricuspide
Q Pulmonar D Ambos

D Estenose

|| Insuficiéncia

Data: [




ANEXO A - SEGUIMENTO DO REGIMENTO INTERNO
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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

11

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM

publicacéo em revistas cientificas, escritos no idioma exigido pelo veiculo de divulgacéo.

§1° - O crientador 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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Zo 3

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

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

Protocolo n®: 117.11.11

Pesquisador(a) Responsével: Francisco Artur Forte Oliveira

Departamento / Servigo: Servigo de Cardiologia - HUWC/UFC

Titulo do Projeto: Andlise molecular de bactérias orais em biofilme dental e véalvulas

cardiacas 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,
baseando-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 apresentacdo de relatério ao CEP-HUWC da
pesquisa dentro de 12 meses (data prevista: 20/12/2012 ).

Fortaleza, 20 de dezembro de 2011.

Coordenadora do CEP - HUWC




