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Resumo

SILVEIRA, Taciane Menezes da. Influéncia da hipertensao arterial sistémica na
ocorréncia de periodontopatégenos: resultados preliminares de um estudo
transversal. 2021. 64 f. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) — Programa de Pés-

Graduacdo em Odontologia da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

Periodontite e hipertensdo arterial sistémica s&o duas das patologias que atingem
grande parte da populacdo mundial, e evidéncias relatadas até o0 momento tém sido
favoraveis a existéncia de uma associacdo entre essas condicdes. Este estudo
transversal tem como objetivo avaliar e comparar a quantidade de espécies
bacterianas periodontopatégenas de pacientes hipertensos e normotensos com
periodontite. Foram coletados dados sociodemograficos, comportamentais e de saude
sistémica dos individuos. Os dados clinicos periodontais foram avaliados a partir dos
seguintes parametros: indice de placa visivel (IPV), indice de sangramento gengival
(ISG), fatores retentivos de placa (FRP), sangramento a sondagem (SS), profundidade
de sondagem (PS) e perda de insercéo clinica (PI). O desfecho microbioldgico foi a
contagem de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum mensuradas pela técnica de
PCR em tempo real. Trinta e oito pacientes foram incluidos nesta analise preliminar,
divididos em dois grupos: Grupo Normotenso (N-P) (n=14), composto por pacientes
normotensos com diagndstico de periodontite; e Grupo Hipertenso (H-P) (n=24),
composto por pacientes hipertensos com diagnostico de periodontite. Os resultados
demonstraram que os individuos hipertensos apresentaram maiores percentagens de
IPV, ISG, FRP, média de PI e PI entre 1-3mm (p<0,05) do que os normotensos. Os
demais parametros periodontais ndo apresentaram diferencas siginificativas entre os
grupos. Além disso, individuos hipertensos apresentaram maiores contagens de
Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum quando
comparados aos normotensos. Com estes dados preliminares, pode-se concluir que
a presenca da hipertensdo arterial sistémica pode estar associada com maior
guantidade de determinadas espécies bacterianas periodontopatégenas em
individuos com periodontite.

Palavras-chave: periodontite; hipertensédo arterial sistémica; bactérias; reacdo em

cadeia da polimerase em tempo real.



Abstract

SILVEIRA, Taciane Menezes da. Arterial hypertension influence on the
occurrence of periodontopathogens: preliminary results of a cross-sectional
study. 2021. 64 f. Dissertation (Master's degree in Dentistry) — Graduate Dentistry

Program, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2021.

Periodontitis and arterial hypertension are two of the pathologies with the
highest global prevalence, evidences reported so far has been favorable to an
association between them. This cross-sectional study aims to evaluate and compare
the amount of periodontopathogenic bacterial species in hypertensive and
normotensive patients with periodontitis. Sociodemographic, behavioral, and systemic
health data were collected. Periodontal clinical data were assessed using the following
parameters: visible plaque index (VPI), marginal bleeding index (MBI), plaque retentive
factors (PRF), bleeding on probing (BOP), probing pocket depth (PPD), and clinical
attachment loss (CAL). The microbiological outcome was the count of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, and
Fusobacterium nucleatum measured by the real-time PCR. Thirty-eight patients were
included in this preliminary analysis, divided into two groups: Normotensive Group
(NG) (n = 14), composed of normotensive patients diagnosed with periodontitis; and
Hypertensive Group (HG) (n = 24), composed of hypertensive patients diagnosed with
periodontitis. The results showed that hypertensive individuals had higher percentages
of VPI, MBI, PRF, CAL mean, and CAL 1-3mm (p<0.05) than NG. The other
periodontal parameters did not show any statistical difference between groups. Also,
hypertensive individuals had higher Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis,
and Fusobacterium nucleatum counts when compared to normotensive individuals.
With these preliminary data, it can be concluded that the presence of arterial
hypertension may be associated with a greater quantity of periodontopathogenic

bacterial of some species in individuals with periodontitis.

Keywords: periodontitis; hypertension; blood pressure; bacteria; real-time polymerase

chain reaction.



Lista de Abreviaturas e siglas

DP Doenca periodontal

HAS Hipertenséo arterial sistémica

H-P Grupo hipertensos com periodontite
N-P Grupo normotenso com periodontite
PA Pressao arterial

TCLE Termo de consentimento livre e esclarecido
FCG Fluido crevicular gengival

IPV indice de placa visivel

ISG indice de sangramento gengival
JCE Juncéo cemento-esmalte

PS Profundidade de sondagem

SS Sangramento a sondagem

Pl Perda de inserc¢ao clinica

PCR Reacdo em Cadeia de Polimerase
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1. Introducéo

A doenca periodontal (DP) é uma inflamacéao cronica multifatorial dos tecidos
periodontais associada a disbiose do biofilme e relacionada com a perda 6ssea
alveolar progressiva (CATON et al., 2018). Tem sido relatada estar presente em mais
de 50% da populacdo em geral (TSIOUFIS et al.,, 2011), sendo considerada um
problema de saude publica principalmente nos paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (BOTERO et al., 2015; PETERSEN; BAEHNI, 2012). De acordo
com o estudo Global Burden of Disease, a prevaléncia de periodontite severa em 2015
atingiu 616 milhdes de individuos, sendo a sexta doenca cronica mais prevalente no
mundo (KASSEBAUM et al., 2014; ZHAO et al., 2019b).

Os complexos bacterianos Gram-negativos (Treponema, Bacteroides,
Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga, Peptostreptococcus, Fusobacterium,
Actinobacillus e Eikenella) estdo citados entre os mais comuns da cavidade oral
relacionados a etiopatogenia da doenca periodontal (LARJAVA et al., 2011; PASTER
et al.,, 2001; SOCRANSKY et al., 1998). Esta comunidade microbiana € conhecida
como microbiota oral, microflora oral ou microbioma oral (DEWHIRST et al., 2010;
ZAMBON, 1996), que esta presente na saliva, epitélio gengival, em outras superficies
internas da cavidade bucal e concentrada na placa dental (BUI et al., 2019). A medida
gue o biofilme amadurece, a disbiose microbiana ocorre, causando uma mudanca
progressiva de espécies anaerébias Gram-positivas para predominantemente Gram-
negativas, resultando na formacdo de biofilme patogénico sob a superficie dental
(RUDNEY et al., 2015).

E importante relatar que a periodontite pode ser influenciada por uma série de
fatores de risco, incluindo condi¢cbes sistémicas como diabetes, imunodeficiéncia,
estresse, hipertensdo e osteoporose (ALBANDAR; SUSIN; HUGHES, 2018; DHIR;
KUMAR, 2018; GARCIA; HENSHAW; KRALL, 2001; JEPSEN et al., 2018;
KORNMAN; PAGE; TONETTI, 1997; PAGE, 1998). Da mesma forma, pesquisas tém
demonstrado potencial acéo da periodontite na iniciagcdo e/ou progresséao de diversas
doencas sistémicas (KIM; AMAR, 2006; WHITMORE; LAMONT, 2014). A DP
atualmente € considerada a sexta principal complicagdo do diabetes mellitus e
estudos epidemiolégicos reportam o diabetes como um fator de risco para periodontite
(KOCHER et al., 2018; LOE, 1993; MORRAN et al., 2009; ROBERT et al., 2010;
SANTOS et al., 2014). Associacdes significativas entre a DP e a obesidade também
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sdo reportadas (CHAFFEE; WESTON, 2010), apontando que individuos com
sobrepeso e obesos apresentaram respectivamente 27 e 81% maior predisposicao a
periodontite quando comparados a individuos com peso normal (NASCIMENTO et al.,
2016; SUVAN et al., 2020).

Evidéncias relatadas até o momento tém sido favoraveis a existéncia de uma
associacao entre a DP, presséao arterial (PA) e a hipertensédo arterial sistémica (HAS)
(ANGELI et al., 2003; DESVARIEUX et al., 2010; HUJOEL, 2000; MARTIN-CABEZAS
et al., 2016; TSAKOS et al.,, 2010). A HAS é uma doenca clinica multifatorial
caracterizada pela PA elevada, onde a pressao sistélica é igual ou superior a 130
mmHg ou a pressado diastodlica é igual ou superior a 80 mmHg, que envolve fatores
ambientais, genéticos e comportamentais (ROSSIER; BOCHUD; DEVUYST, 2017). A
HAS é considerada um problema de saude publica devido a alta prevaléncia e baixa
taxa de adesao ao tratamento, sendo um dos principais fatores de risco modificaveis
para Doencas Cardiovasculares (DCV) (VANCINI-CAMPANHARO et al.,, 2015).
Estima-se que 30 a 45% da populacdo mundial seja afetada pela hipertenséo, e um
aumento da prevaléncia desta condi¢cdo é observado conforme o envelhecimento do
individuo (CHRISTIAENS & NILSSON, 2013). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, em 2008 cerca de 40% da populacdo adulta com 25 anos ou mais apresentava
HAS. Uma revisdo das tendéncias atuais mostra que o numero de adultos com
hipertensdo aumentou de 594 milhdes em 1975 para 1,13 bilhdo em 2015, com o
aumento visto em grande parte em paises de baixa e média renda (OMS, 2019).

No Brasil, um estudo realizado pelo Ministério da Saude revelou que a
prevaléncia da HAS aumentou de 21,5% em 2006 para 24,3% em 2012 (BRASIL,
2012). A etiologia da hipertenséo arterial sistémica € considerada em grande parte
indefinida, multifatorial e complexa. Cerca de 90% dos pacientes sédo hipertensos
primarios ou essenciais, enquanto que o0s demais apresentam hipertenséo
secundaria, resultante de doencas do parénquima renal, doencas vasculares e lesdes
das glandulas adrenais (YE et al., 2000). Além disso, fatores relacionados aos habitos
diarios como fumo, consumo de alcool e ma alimentacdo também podem contribuir
para a ocorréncia da hipertensdo (KAWABATA et al., 2016). Estudos tém relatado a
contribuicdo de mecanismos inflamatorios e substancias vasoativas relacionadas ao
endotélio na elevacdo cronica da PA, sugerindo que estados inflamatérios cronicos
também possam atuar no desenvolvimento da hipertensdo (ANDROULAKIS et al.,
2009; BOOS; LIP, 2006; KAWABATA et al., 2016).
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Assim, alguns autores reportam uma via de associacao bidirecional entre
hipertensdo e DP (MARTIN-CABEZAS et al., 2016). O mecanismo fisiolégico da
interacdo entre estas condicdes pode ser explicado por vias indiretas, como o
compartilhamento de fatores de risco, e também por vias diretas através de
ramificacdes sistémicas adversas (NAKAJIMA; YAMAZAKI, 2009; SANZ et al., 2010).
Um dos mecanismos sugeridos é de que a elevacao da PA possa afetar a membrana
dos vasos sanguineos periodontais, induzindo o mal funcionamento de pequenas
artérias e promovendo sangramento gengival e alteracédo no suporte alveolar (FORD;
YAMAZAKI; SEYMOUR, 2007; LEITE et al., 2005; TSIOUFIS et al., 2011). Um estudo
recente demonstrou que individuos hipertensos apresentam maiores niveis de perda
O0ssea quando comparados a pacientes sistemicamente saudaveis (ZHAO et al.,
2019a). Também é relatado que a profundidade de sondagem média de pacientes
idosos com hipertensdo apresenta-se significativamente maior quando comparada a
pacientes normotensos (AOYAMA et al., 2018).

Por outro lado, sugere-se que a dissemina¢do de componentes infecciosos e
inflamatérios do periodonto através da corrente sanguinea, sistema imunologico ou
metabolismo de glicose e lipideos poderia contribuir para um estado de inflamacéo
generalizada (ANDROULAKIS et al., 2009; BOOS; LIP, 2006; KAWABATA et al.,
2016; TSIOUFIS et al., 2011). Sendo assim, a DP poderia desempenhar um
importante papel como um possivel fator desencadeador da elevacdo da PA
(MARTIN-CABEZAS et al., 2016).

No contexto da microbiologia periodontal, é reportado que a proliferacéo
bacteriana que ocorre durante a progressdao da doenca poderia desencadear
consequéncias sistémicas por permear ceélulas epiteliais do periodonto através de
mecanismos transcelulares (TAKEUCHI et al., 2011). Essas bactérias seriam capazes
de alcancar a circulagdo através do tecido gengival em locais com doenca periodontal
ativa, onde a barreira epitelial € ulcerada e descontinua, permitindo a disseminacao
de microorganismos para o tecido conjuntivo subjacente e capilares e, eventualmente,
para a circulacao sistémica (OLSEN, 2008, 2015). Estudos in vitro reportam que
algumas bactérias periodontais tém a capacidade de invadir células cardiovasculares
humanas (HERTZEN et al., 2010; REYES et al., 2013) e que ap0ds a invasio, varias
formas de disfuncéo endotelial podem ser induzidas.

Armingohar et al. (2014), investigou a diversidade bacteriana em biopsias de

placa aterosclerdtica e parede aneurismatica de pacientes com doenca cardiovascular
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com e sem periodontite. A diversidade média bacteriana detectada nas bidpsias
vasculares foi significativamente maior nos pacientes com periodontite, incluindo
algumas bactérias orais conhecidas (Streptococcus spp., Prevotella sp. e
Capnocytophaga sp.), comparados aqueles sem periodontite (ARMINGOHAR et al.,
2014). Ainda, Gaetti-Jardim et al. (2009) demonstraram que o DNA bacteriano
periodontal representou 47,3% do DNA bacteriano encontrado em amostras
ateromatosas de pacientes com periodontite e 7,2% do DNA bacteriano detectado em
ateroma de individuos periodontalmente saudaveis (GAETTI-JARDIM et al., 2009),
reforcando a plausibilidade de associacdo dessas condigdes. Recentemente, um
estudo envolvendo 611 pacientes idosos com doenca cardiovascular encontrou casos
de periodontite mais severa em individuos com hipertensdo, em comparacdo a
individuos sem hipertensao. Os autores relataram maiores perdas de insercdo em
pacientes hipertensos do sexo masculino, na faixa etéria entre 71-80 anos (AOYAMA
et al., 2018). Bactérias periodontopatogénicas especificas como o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Prevotella intermedia, foram altamente detectadas em
individuos com hipertensdo em comparacdo aos individuos sem hipertensao
(AOYAMA et al., 2018).

A identificagcdo de individuos com o maior risco para a severidade e progresséao
da doenca periodontal bem como para a hipertensdo arterial € essencial para o uso
de medidas clinicas preventivas e terapéuticas adequadas. Reconhecendo a possivel
via de mao dupla da associacdo destas doencas, a avaliagdo de indicadores
sisttmicos e microbiologicos relacionados a hipertensdo poderia facilitar a
compreensao de todo este processo. Estudos experimentais e clinicos que avaliem a
ocorréncia de organismos periodontopatdogenos sdo de extrema importancia na
literatura (PAIZAN; VILELA-MARTIN, 2014). Desta forma, as questdes criticas
relacionadas a fisiologia das interacbes hospedeiro-parasita nas doencgas
periodontais, podem propor novos achados referentes a patogenia dos distlrbios
sistémicos e vice-versa. Sendo assim, o objetivo deste estudo é avaliar as possiveis
associacdes bioldgicas entre DP e HAS, através da analise microbiolégica e exames
clinicos periodontais de pacientes hipertensos e normotensos com periodontite, por

meio de identificacdo e quantificacdo de espécies bacterianas especificas.
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1.1 Objetivo Geral
Avaliar a ocorréncia de determinados organismos periodontopatdgenos de

pacientes com hipertensao arterial sistémica e normotensos, com periodontite.

1.2 Objetivos Especificos

- Isolar as cepas Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella
intermédia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis de pacientes
normotensos e hipertensos com periodontite, por meio de PCR em tempo real;

- Quantificar e comparar as cepas Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Prevotella intermédia, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis de

pacientes normotensos e hipertensos com periodontite, por meio PCR em tempo real;

1.3 Hipotese

A hipotese testada é de que a quantidade dos periodontopatdégenos isolados
seja significativamente maior nos pacientes com HAS e periodontite. A hipétese nula
€ a de que nao haja diferencas estatisticamente significativas relacionadas aos

periodontopatdgenos em pacientes normotensos e hipertensos com periodontite.

2. Projeto de pesquisa

2.1 Tipo de estudo

Este estudo sera conduzido como um estudo transversal com grupo
comparacdao. As diretrizes propostas no STrengthening the Reporting of OBservational
studies in Epidemiology checklist STROBE (VON ELM et al., 2008) servem como

referéncia para o reporte deste estudo.

2.2 Aspectos éticos

O estudo sera realizado em individuos que buscarem por atendimento na
Faculdade de Odontologia e no Centro de Pesquisa em Saude Dr. Amilcar Gigante,
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Todos os individuos serdo convidados a
participar e informados sobre os objetivos do estudo, riscos e beneficios, e como se
dara a sua participacdo. Concordando em participar, o sujeito devera assinar o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Anexo 1). O protocolo de pesquisa que
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contempla este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FAMED-UFPel (1.043.441 — Anexo 2).

2.3 Selecéo da amostra

2.3.1 Célculo amostral

O tamanho da amostra foi estimado com base em uma média e desvio padrao
da contagem de bactérias de 6,48 + 0,84 em individuos com diabetes e periodontite,
e média e desvio padréo da contagem de bactérias de 7,13 + 1,01 em individuos néo
diabéticos com periodontite (FIELD et al., 2012). Além disso, foram considerados 80%
de poder do teste e nivel de significancia de 5%, resultando em um tamanho amostral
de 33 individuos em cada grupo. Levando-se em consideracdo recusa e possiveis
desisténcias, o tamanho da amostra foi aumentado em 20%, resultando em um total

de 78 individuos (39 hipertensos e 39 normotensos).

2.3.2 Grupo Experimental e Critérios de Inclusédo

Os pacientes selecionados e que concordarem em participar do estudo,
passardo por uma breve entrevista dialogada (Apéndice 1) e exame fisico de afericéo
da presséo arterial, peso (balanca digital — G-Life Slim, G-Life Ltda., Sdo Paulo, SP,
Brasil), circunferéncia abdominal (fita métrica) e altura, a fim de confirmar sua
elegibilidade a pesquisa. Os participantes selecionados serdo divididos em dois
grupos: Grupo H-P (Hipertensos com periodontite) (n=39), e Grupo N-P (Normotensos
com periodontite) (n=39).

Os critérios adotados para o diagnostico de periodontite terdo com base 0s
valores médios estimados de PS e PI, de acordo com os critérios do Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas em associagdo com os critérios da Academia
Americana de Periodontologia (CCPD/AAP) a classificacdo das doengas periodontais
(EKE et al., 2012).

Os critérios adotados para inclusdo dos pacientes H-P neste estudo serao:

» Apresentar idade entre 35 e 75 anos, sem distingdo de género;

« Apresentar, no minimo, 8 dentes permanentes, possibilitando a afericdo de

4 a 6 sitios de coleta de fluido crevicular gengival (FCG);

» Ter diagnodstico de hipertenséo arterial sistémica compensada, segundo

(WHELTON et al.,, 2018) (Tabela 1) e fazer uso de medicamentos anti-
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hipertensivos sem alteracdes/trocas de medicacdo por pelo menos 6 meses.

Tabela 1. Critérios para o diagnostico de Hipertenséo Arterial.

Classificacao Presséo arterial Presséo arterial
sistolica diastolica

Normal <120 mmHg E < 80 mmHg

Pré-hipertenséo 120 — 129 mmHg ou > 80 mmHg

Hipertensao

Estagio 1 130 — 139 mmHg ou 80 — 89 mmHg

Estagio 2 = 140 mmHg ou = 90 mmHg

Fonte: Whelton, P. K. et al. Guideline for the Prevention, Detection, Evaluation, and
Management of High Blood Pressure in Adults: Executive Summary. Journal of the
American Society of Hypertension, v. 12, n. 8, p. 579.e1-579.e73, 2018.

N&o serdo incluidos os pacientes que apresentarem os seguintes critérios:

» Pacientes autodeclarados hipertensos, que apresentarem pressao arterial
(PA) aferida acima de 140/90 mmHg e que relatarem néo fazer uso de medicamentos
para o controle da PA,;

» Pacientes que apresentarem quadro de pré-hipertensdo e/ou historico de
acidente vascular cerebral ou infarto do miocardio;

» Pacientes tabagistas, obesos, diabéticos, com sindrome metabdlica ou
doencas autoimunes;

« Pacientes gestantes;

* Pacientes que tenham feito uso de antibidticos, anti-inflamatérios,
imunoestimuladores ou imunossupressores nos ultimos 6 meses;

» Pacientes que receberam tratamento periodontal nos ultimos 6 meses;

» Pacientes que fazem uso de aparelho ortodoéntico fixo.

Os pacientes do grupo N-P deverdo obedecer aos mesmos critérios de

elegibilidade, a excecédo do diagndstico de hipertensao.

2.4 Coleta de dados
A sequéncia das coletas de dados se dara da seguinte forma:

+ 1° Visita: Convite ao estudo, confirmacdo da elegibilidade (breve entrevista
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confidencial e exames fisicos — afericdo da PA, peso, circunferéncia abdominal e
altura), assinatura do TCLE, anamnese completa, exame clinico periodontal e
instrucdes sobre o retorno (agendamento da 22 visita, e instru¢cdes para 0s exames
hematolégicos - necessidade de jejum de 12 horas).

+ 20 Visita: Coleta das amostras do FCG seguida de profilaxia e instrugcéo de higiene

oral.

2.4.1 Avaliacéo da pressao arterial (PA)

A PA serd aferida no braco esquerdo com o0s pacientes na posi¢do sentada,
apos 5 minutos de repouso por trés vezes, com intervalo de dois minutos entre cada
afericdo — o valor registrado sera correspondente a média das trés afericdes. Sera
utilizado para afericado um medidor digital (HEM-7113, OMRON, S&o Paulo, SP,
Brasil). Os pacientes normotensos serdo considerados aqueles que apresentarem
pressédo sistélica < 120 mmHg e diastolica < 80 mmHg. Os pacientes hipertensos
serdo considerados aqueles que apresentarem pressao sistolica = 130 mmHg e
diastolica > 80 mmHg. Pacientes hipertensos descompensados seréo considerados
agueles que se autodeclararem hipertensos e/ou que apresentarem PA aferida acima
de 140/90 mmHg. Os pacientes identificados com PA elevada que n&o tenham
apresentado histérico prévio e os pacientes hipertensos descompensados serao
encaminhados para uma referéncia médica para avaliacdo cardiolégica e ndo seréo

incluidos na pesquisa neste momento.

2.4.2 Anamnese

Sera aplicado um questionario para investigacdo das condi¢cées de saude
odontoldgica e geral dos individuos selecionados, bem como levantamento de dados
demograficos, comportamentais e socioecondmicos (Apéndice 2). Nesta etapa
também, serdo coletadas informa¢des detalhadas sobre a condicdo sistémica dos
pacientes hipertensos, bem como sobre o0s medicamentos utilizados. Caso

necessario, exames médicos anteriores serdo solicitados aos pacientes.

2.4.3 Exame clinico periodontal
O exame periodontal compreenderd os seguintes indicadores:
- O Indice de Placa Visivel (IPV): sera avaliado de forma dicotdmica, como

ausente ou presente;
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- O Indice de Sangramento Gengival (ISG): sera avaliado apos insercéo de
1mm da sonda periodontal no sulco gengival percorrendo toda a superficie dental, de
forma dicotémica, como ausente ou presente;

- Profundidade de sondagem (PS): correspondente a distancia da margem
gengival até o ponto mais apical sondavel do sulco/bolsa, arredondando para o
milimetro inteiro mais proximo;

- Sangramento a sondagem (SS): o sangramento sera avaliado apos 60s da
insercéo da sonda periodontal para medida da profundidade de sondagem, de forma
dicotbmica, como ausente ou presente;

- Perda de insercéo clinica (Pl): correspondente a distancia entre a juncao
cemento-esmalte (JCE) até o ponto mais apical sondavel do sulco/bolsa,
arredondando para o milimetro inteiro mais proximo;

- Fator retentivo de placa (FRP): sera avaliado de forma dicotémica, como
presente ou ausente.

Os indicadores clinicos serdo avaliados em 6 sitios por dente (mésio-vestibular,
vestibular, disto-vestibular, meésio-palatino/lingual, palatino/lingual e disto-
palatino/lingual), em todos os dentes erupcionados, utilizando-se sonda periodontal
milimetrada (UNC 15, Trinity, Trinity-odontologia, S&o Paulo, SP, Brasil) e espelho

plano. Todos os dados serdo registrados em fichas clinicas proprias (Apéndice 3).

2.5 Treinamento e calibragem dos examinadores

Os exames clinicos periodontais serdo conduzidos por dois examinadores
treinados (para afericbes de IPV, ISG, SS e FRP) e calibrados (para aferices da PS
e PI). A calibragem sera realizada previamente ao inicio do estudo, em
aproximadamente 10% da amostra, por meio de exames repetidos de PS e PI, com
intervalos de no minimo 1 hora entre os exames. Os pacientes avaliados na
calibragem nao serao inseridos na amostra final do estudo. Durante o estudo, também
estara prevista a calibragem, em 5% da amostra. A reprodutibilidade dos exames sera
verificada pelo teste do coeficiente de Kappa ponderado (+-1mm) e Coeficiente de
Correlacdo Intra-Classe. Os examinadores também serdo capacitados para afericéo
da PA, avaliacdo de peso, circunferéncia abdominal e realizacdo de anamnese néo

tendenciosa.



22

2.6 Coleta do fluido crevicular gengival (FCG)

Para coleta das amostras do FCG seréo selecionados seis sitios, em dentes
diferentes e em sitios ndo vizinhos, com as maiores medidas de PS. A placa
supragengival desses elementos sera removida cuidadosamente com auxilio de gaze
e 0s sitios serdo secos com jatos de ar, sendo posteriormente isolados com roletes
de algodéao estéreis. As amostras do FCG serdo obtidas com a utilizacdo de cones de
papel absorvente estéreis numero 35 (AllPrime, Meta Biomed Co. Ltd., Heungdeok-
gu, Coréia do Sul). As pontas serdo inseridas delicadamente junto a margem do sulco
gengival até a por¢cdo mais apical da bolsa, permanecendo por um periodo de 30
segundos. Posteriormente, as mesmas serdo colocadas em microtubos esterilizados,
0S quais permanecerdo armazenados a uma temperatura de -70°C até o

processamento das amostras.

2.7 Avaliagdo microbiolodgica

2.7.1 Microrganismos
O DNA das cepas padrdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC
33384), Prevotella intermédia (ATCC 25611), Fusobacterium nucleatum (ATCC
49256) e Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) serao utilizadas para padronizacao

da técnica de PCR em Tempo Real.

2.7.2 Extragcdo do DNA

Apoés descongelar os microtubos, a extracdo de DNA bacteriano das amostras
serd realizada através de Kit de purificagdo de DNA gendémico em sangue (Ludwig
biotecnologia, Porto Alegre, Brasil), conforme o protocolo descrito pelo fabricante. O
processo de extracdo sera realizado em cabine asséptica de fluxo laminar. Sera
adicionado em cada amostra 200ul de solucdo de ressuspensdo (Tampéo fosfato-
salino ou Phosphate Buffered Saline - PBS) e os microtubos seréo inseridos no vortex
por aproximadamente 5 segundos para homogeneizar a mistura. Posteriormente,
serdo incluidos 20ul de proteinase e 200ul de reagente de lise (Buffer CB), inserido
no vortex novamente por aproximadamente 5 segundos. Na sequéncia, 0s microtubos
serdo colocados em banho-maria a 60°C por 30 minutos. Apoés, serdo incluidos 100ul
de isopropanol (propan-2-ol), colocados no vortex novamente, ficando em repouso por

1 minuto, e as amostras serdo transferidas para as colunas do Kit de purificagdo de
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DNA gendmico em sangue (Ludwig biotecnologia, Porto Alegre, Brasil). Todo o
volume lisado sera transferido de um frasco para outro. Os microtubos seréo
colocados na centrifuga a 10.200 RPM, a 4°C por 1 minuto. Apds, o DNA conservado
nas colunas sera lavado em trés etapas, iniciando com 500uL de buffer de lavagem
gendmica (buffer IR), e as amostras serdo centrifugadas a 10.200 RPM, a 4°C por 1
minuto novamente, mais uma vez o DNA sera lavado com 600uL de buffer de lavagem
gendmica (buffer WB), sendo centrifugados com 10.200 RPM a 4° C por 1 minutos,
finalizando a lavagem com a repeticdo da Ultima etapa citada. Toda a solucéo sera
removida e o tubo centrifugado mais uma vez com 10.200 RPM a 4°C por 1 minuto. A
partir disso, a amostra sera diluida com 50uL de agua para inje¢ao inserida bem no
meio da coluna. Apés 1 minuto em temperatura ambiente, serdo centrifugados a

10.000 RPM por 1 minuto para diluir as amostras.

2.7.3 PCR em tempo real

As amostras serdo analisadas por meio do PCR em tempo real utilizando
SYBER Green Mix/ROX. Os DNAs extraidos serdo amplificados e marcados com o
reagente Syber Green Mix/ROX (Sigma-Aldrich, Foster City, California, USA). O
mesmo é um marcador fluorescente que possui ligagédo altamente especifica ao DNA
dupla-fita e detecta o produto da reacdo em tempo real, conforme ele se acumula
durante os ciclos da reacéao.

As reacdes do PCR em tempo real serdo realizadas utilizando o aparelho Step
One™ Real Time PCR System (Image Quant 100 — GE Healthcare®, Piscataway, New
Jersey, USA). Todas as reacgdes serao realizadas em volume total de 15uL contendo
7,65uL Sybr Green mix/ROX (Sigma-Aldrich, Foster City, California, USA), 0,30ul de
cada oligonucleotideo IDT® (Integrated DNA technologies, lowa, USA) e 6,75 ul DNA
extraido da amostra. Todas as reacdes serdo realizadas na presenca de controle
positivo, contendo DNA genbmico especifico da bactéria em andlise, e controle
negativo, sem DNA. Apés a reacdo de PCR ter sido concretizada, sera realizada uma
curva de dissociacao (curva de melting) com temperatura entre 60°C e 95°C para
determinar a especificidade da reacdo de PCR. Todas as reacOes serdo realizadas
em tubos MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate (Applied Biosystems®,
Concord, Ontario, Canada). Os dados serédo analisados utilizando o programa Step

One™ (Apllied Biosystems®, Concord, Ontario, Canada).
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Seguindo o protocolo utilizado por Casarin et al., (2017), as seguintes etapas
para amplificacdo serdo utilizadas em um termociclador (ESCO®, Hatboro,
Pensilvania, USA): desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 55,4°C (Porphyromonas
gingivalis), 55°C (Aggregatibacter actinomycetemcomitans), 58°C (Fusobacterium
nucleatum e Prevotella intermédia) por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e uma

extensao final a 72°C por 10 minutos (CASARIN et al., 2017). As seguintes sequéncias

de primers serao utilizados: Porphyromonas gingivalis direto
TGCAACTTGCCTTACAGAGGG e reverso ACTCGTATCGCCCGTTATTC;
Aggregatibacter actinomycetemcomitans direto

CAAGTGTGATTAGGTAGTTGGTGGG e reverso CCTTCCTCATCACCGAAAGAA;
Prevotella intermédia direto CCACATATGGCATCTGAGGTG e reverso
TCAATCTGCACGCTACTTGG; e Fusobacterium nucleatum direto
GAAGAAACAAATGACGGTAACAAC e reverso GTCATCCCCACCTTCCTCCT (IDT
Integrated DNA Technologies, lowa, USA).

Serao realizadas 4 diluicbes do DNA de cada bactéria, onde a concentracao ja
€ previamente conhecida, essas diluicdes serdo utilizadas para confeccéo da curva
padrdo, com DNA extraido da cultura da bactéria pura. A curva padréo (a qual possuira
concentracdo conhecida) sera utilizada para converter os scores de Ct (Cycle

Treshold) obtidos com as amostras em nameros exatos de concentracédo de DNA.

2.8 Analise dos resultados

Os dados serdo agrupados e submetidos a andlise estatistica para verificar
diferencas entre os grupos. A normalidade dos dados sera analisada e 0os mesmos
serdo submetidos ao teste paramétrico ou ndo paramétrico mais adequado. Para
todos os testes, o individuo serd a unidade de analise, e um nivel de significancia de
5% sera adotado. Os dados serdo analisados utilizando-se o programa de computador
Stata Release 16 (StataCorp. 2019. Stata Statistical Software: Release 16. College
Station, TX: StataCorp LLC).
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2.9 Cronograma do estudo

2019 2020 2021

Atividade JIA S/O N/D JIF M/A M/J JIA S/O N/D JIF M/A

Treinamento e
calibragem dos X X
examinadores

Periodo
experimental
(Selecéo de X X X X X X

pacientes e Coleta
de dados)

Andlise laboratorial X X X

Analise dos dados X X

Redacao de artigos
e encaminhamento X X
para publicacéo




2.10 Orcamento

26

Material Descricdo Quantidade Valor Total
Biosseguranca e consumo
Barreiras 03 rolos R$ 15,94 (100m) R$ 47,82
Campos 03 pacotes R$ 17,90 (100 un.) R$ 53,70
descartaveis
Saquinho de sacolé | 04 pacotes R$ 3,50 (100 un.) R$ 14,00
Canudo pléstico 02 pacotes R$ 2,50 (80 un.) R$ 5,00
Luvas de 04 pacotes R$ 21,90 (100 un.) R$ 87,60
procedimento
Sugador 04 pacotes R$ 2,89 (40 un.) R$ 11,56
Sub-total R$ 219,68
Exame periodontal (custeio)
Espelho bucal 20 unidades R$ 10,85 (un.) R$ 217,00
Pinca 20 unidades R$ 11,45 (un.) R$ 229,00
Sonda Milimetrada | 20 unidades R$ 25,00 (un.) R$ 500,00
Sub-total R$ 946,00
Escritorio
Canetas 10 unidades R$ 2,00 (un.) R$ 20,00
esferograficas
Copias (fichas) 2000 R$ 00,15 (un.) R$ 300,00
unidades
Sub-total R$ 320,00
Coleta sanguinea e Andlise laboratorial (custeio)
Kit 20 selos 6pticos | 2 unidades R$ 340,00 (un.) R$ 680,00
Ponteiras 4 sacos R$ 50,00 (1000 un.) R$ 200,00
Sub-total R$ 4.346,36
Materiais para avaliagdo microbiolégica
Kit de purificagdo de produtos de PCR em coluna R$ 460,00
g-PCR-SYBR-Green mix/ROX 200 reagdes R$ 515,00
Materiais para coleta de amostra do fluido gengival R$ 1.398,64
Sub-total R$ 2.373,64
TOTAL R$ 8.205,68
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3. Relatorio do trabalho de campo

O projeto descrito acima foi contemplado com financiamento pelo edital
Programa Primeiros Projetos da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul (FAPERGS) e esta registrado sobre o niumero de processo: 16/2551-
0000 186-3. O estudo clinico deste projeto ainda se encontra em fase de inclusédo de
pacientes e tera continuidade. Atualmente, jA foram entrevistados 146 pacientes,
sendo que foram incluidos 24 pacientes no grupo caso e 14 pacientes no grupo
comparacao. Todos os pacientes incluidos ja realizaram exame de sangue e coleta
fluido gengival. E importante relatar que este projeto esta sendo desenvolvido em
conjunto com o Centro de Diabetes e Hipertensdo da Faculdade de Medicina da
UFPel, estrutura localizada no Centro de Pesquisas em Saude Dr. Amilcar Gigante, e
tem atendido a demanda das necessidades curativas e preventivas periodontais dos
pacientes atendidos neste centro de referéncia, e que ndo tinham até entdo acesso a
este servico. No inicio do desenvolvimento deste projeto (Janeiro/2018) supunha-se
gue a parceria com o Centro fosse contribuir com a inclusdo da maioria dos pacientes
casos. Contudo, apoés realizacdo de levantamento dos prontuarios e de entrevistas,
foi possivel observar que grande parte dos pacientes que realizavam
acompanhamento clinico no Centro ndo preenchiam os requisitos dos critérios de
inclusdo propostos no projeto. Isto se deu principalmente pelo fato de que estes
pacientes apresentam outros comprometimentos sistémicos além da hipertenséo,
sendo os mais comuns o diabetes mellitus tipo 2, obesidade, insuficiéncia cardiaca,
doenca pulmonar obstrutiva crénica e doenca renal cronica. Ao todo, foram avaliados
175 prontuarios de pacientes hipertensos possivelmente elegiveis. Destes, 62
pacientes possuiam Diabetes Mellitus tipo Il, 26 apresentavam algum tipo de
comprometimento cardiaco, como insuficiéncia cardiaca e historico recente de infarto
agudo do miocardio, e 9 pacientes com insuficiéncia renal cronica. Ao todo, 65,14%
dos prontuarios avaliados ndo puderam ser incluidos por apresentarem algum
comprometimento importante além da hipertensdo. Dos 61 prontuarios que foram
contatados via telefone e convidados a participar da pesquisa, 32 relataram néo ter
interesse em participar, 7 informaram ndo possuir mais dentes e o restante aceitou
participar da entrevista. A partir disto, entendeu-se a necessidade de buscar outras
formas de incluir os participantes a fim de obter o total da amostra. Com a intengéo de
controlar o risco de viés de selecdo e amostra de conveniéncia, optou-se por néo

incluir pacientes do servico de triagem da Faculdade de Odontologia visto que o fato
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destes pacientes estarem procurando por tratamento ja indica a presenca de algum
problema odontoldgico. Como opcéao alternativa para a inclusdo de novos pacientes,
0 projeto de pesquisa foi divulgado em redes sociais com algumas informacdes
basicas relacionadas aos critérios de incluséo, e esta ferramenta acabou por auxiliar
a inclusao de novos pacientes.

Contudo, as limitacdes enfrentadas no recrutamento de novos pacientes
persistiram e, em 2020, foram somadas ao cenario de pandemia, o que impossibilitou
a coleta de novos dados. Dessa forma, este estudo traz dados parciais, referentes a
analise laboratorial microbiolégica do FCG, parametros periodontais, dados
socioecondmicos e sistémicos do total de 38 pacientes, sendo 24 hipertensos e 14

normotensos com periodontite.
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Artigo formatado segundo as normas do periédico Clinical Oral Investigations

Abstract

Objectives: This study aims to evaluate and compare the clinical and microbiological aspects of
hypertensive and normotensive patients with periodontitis. Materials and Methods: Sociodemographic,
behavioral, and systemic health data were collected. Periodontal clinical data were assessed using the following
parameters: visible plaque index (VPI), marginal bleeding index (MBI), plaque retentive factors (PRF), bleeding
on probing (BOP), probing pocket depth (PPD), and clinical attachment loss (CAL). The microbiological outcome
was the count of Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, and
Fusobacterium nucleatum, measured by the real-time PCR through gingival crevicular fluid samples. Data analysis

was performed with a level of significance of 5%. Results: Thirty-eight patients were included in this preliminary

analysis, divided into two groups: Normotensive Group (NG) (n = 14), composed of normotensive patients

diagnosed with periodontitis; and Hypertensive Group (HG) (n = 24), composed of hypertensive patients
diagnosed with periodontitis. The hypertensive individuals had higher P. intermedia, P. gingivalis, and F.
nucleatum counts when compared to normotensive individuals (p<0.05). Also, HG group presented higher
percentages of VPI, MBI, PRF, CAL mean, and CAL 1-3mm (p<0.05) than NG. The other periodontal parameters
and A. actinomycetemcomitans count did not presented statistical differences between groups. Conclusions: With
these preliminary data, it can be concluded that the presence of arterial hypertension may be associated with a
greater quantity of periodontopathogenic bacterial of some species in individuals with periodontitis. Clinical
Relevance: This research presents preliminary evidence to support the possible associated mechanisms between

arterial hypertension and periodontitis, two extremely prevalent worldwide conditions.

Keywords: periodontitis; hypertension; blood pressure; bacteria; real-time polymerase chain reaction.
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Introduction

Periodontitis is a complex polymicrobial inflammatory pathology associated with dysbiotic plaque
biofilms and identified by the gradual tooth support loss [1]. The prevalence of severe chronic periodontitis in
2015 has reached 616 million, and it is estimated that the worldwide prevalence of periodontitis ranges between
20 and 50% of the population [2, 3]. Considering its high occurrence, the identification of periodontitis as a
potential risk factor of various systemic diseases is extensively investigated. In this scenario, previously published
studies and reviews have shown that periodontitis could increase the risk of cardiovascular diseases (CVD) [4-6].
The Consensus Report of the Joint EFP/AAP Workshop on Periodontitis and Systemic Diseases explains the
biological plausibility of this association, once periodontitis affects the entry of bacteria into the bloodstream.
Then, the host immune response is activated by multiple mechanisms, which favors atheroma formation,
maturation, and exacerbation [7].

Regarding modifiable risk factors for CVDs, arterial hypertension is one of the most important and
prevalent, affecting 30 to 45% of the adult population. It is also estimated that by 2025 a third of the world’s
population could be hypertensive [8]. Moreover, it has been described that periodontal disease could have effects
on blood pressure (BP) [9]. Mean systemic BP can be higher among patients with moderate and severe
periodontitis compared to those with a mild form of the disease, despite age [10]. Besides, the literature has
reported a significant association between periodontal diseases and hypertension (HT) [11, 12]. Several studies
included in a systematic review performed by Martin-Cabezas et al. [11] analyzed the relation between
periodontitis and HT and reported odds ratio values ranging from 0.039 (95% CI 0.02-0.09) to 7.24 (95% CI 1.6-
38.36), with an influence on periodontitis severity.

Some association mechanisms between periodontal disease and hypertension are reported. The
periodontal bacterial load and transient bacteremia, the subsequent immune response, a systemic inflammatory
generalization and glucose - lipid metabolism are pathologic pathways related to periodontitis that can contribute
to a state of generalized inflammation, acting as a substrate for an increase in BP [13, 14]. On the other hand, BP
elevation could affect the membrane of periodontal blood vessels, inducing the rupture of small arteries and
promoting gingival bleeding and alteration in alveolar support [13].

However, the evidence of the interrelationships between the conditions is still conflicting [15], which
justifies the necessity to investigate the mechanisms and factors that could strengthen or weaken this association.

Therefore, this study aimed to evaluate and compare the clinical and microbiological aspects of hypertensive and
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normotensive patients with periodontitis, to understand possible associations between periodontal diseases and

arterial hypertension.

Material and methods
Study design and ethical considerations

This study presents the preliminary results from a cross-sectional investigation and is reported according
to the guidelines proposed in the STROBE statements [16]. Individuals invited to participate in the study were
informed about the objectives, risks and benefits. Informed consent was obtained from all individual participants
included in the study. The research protocol was approved by the Ethics Committee in Research of the Medicine

School of Federal University of Pelotas (1,043,441).

Patient recruitment

The study was conducted with individuals from Pelotas/RS, Brazil. The sample was partially recruited at
Amilcar Gigante Health Research Center, a public hospital from the Federal University of Pelotas (UFPel), and
also by publicity on medical clinics and at social media on the Internet (e.g. Instagram and Facebook), to
contemplate the hypertensive group (HG) and normotensive group (NG). The recruitment period comprised of
April 2018 to July 2019. The examinations and data collection were performed in a dental office in the Amilcar
Gigante Health Research Center or in the School of Dentistry of UFPel.

The sample size was estimated based on a mean and standard deviation of the bacteria count of 6.48 +0.84
in individuals with diabetes and periodontitis, and mean and standard deviation of the bacteria count of 7.13 £1.01
in individuals nondiabetic with periodontitis [17]. Besides, were considered 80% test power and 5% significance
level, yielding a sample size of 33 individuals in each group. Taking into account recuses and possible dropouts,

the sample size was increased by 20%, resulting in a total of 78 individuals (39 hypertensive and 39 normotensive).

Eligibility criteria

Patients aged between 35 and 75 years, without distinction of sex, and presenting at least 8 permanent
teeth were included in this research. It was adopted specific inclusion criteria for hypertension diagnoses according
to arterial pressure gauging [18]. Hypertensive patients presented systolic pressure >130 mmHg and diastolic
pressure >80 mmHg, with hypertension status established more than 6 months previously the study beginning and

in current use of anti-hypertensive medicines; Normotensive patients presented a negative history of arterial
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hypertension and with systolic pressure <130 mmHg and diastolic pressure <80 mmHg. Patients that were
identified with high blood pressure during the screening, which had not presented a previous history of
hypertension, were forwarded to a medical cardiological evaluation and were not included in the study.

The exclusion criteria were: smoking habit; obesity; diabetes mellitus; metabolic syndrome; autoimmune
diseases; pregnancy; use of antibiotics, anti-inflammatory or immunosuppressive medications in the last 6 months;
history of periodontal treatment in the last 6 months; current use of a fixed orthodontic appliance. Self-declared
hypertensive patients, who had blood pressure (BP) measured up to 140/90 mmHg and do not reported using
medication to control BP; and/or who had prehypertension, history of stroke, or myocardial infarction, were

furthered to a cardiologic evaluation and were not included in the study.

Data collection

The data collection was performed in two sessions. In the first one, a questionnaire to investigate the
dental and general health, as well as demographic, behavioral, and socioeconomic data of the individuals were
applied by trained examiners. Systemic conditions report and the medications used by normotensive and
hypertensive patients were also requested. Patients underwent physical and periodontal examinations. In the
second moment, a blood test was performed by a private laboratory (Sancti Laboratory of Clinical Analysis,
Pelotas, RS, Brazil) to evaluate plasma levels of glucose, triglycerides, cholesterol (HDL and LDL), C-reactive
protein (CRP), and fibrinogen. The collection of gingival crevicular fluid (GCF) samples, prophylaxis, and oral
hygiene guidance were also performed.

For physical exam, the weight, height, and waist circumference of all participants were collected. BP was
measured using a calibrated digital device (HEM-7113, OMRON, S&o Paulo, SP, Brazil), in the patient's left arm
while in the sitting position, after 5 minutes of rest. The measurement was performed three times, with an interval

of two minutes between each measurement, and the recorded value corresponded to the average of the three values.

Periodontal condition

To evaluate the periodontal condition, the Visible Plaque Index (VPI), Marginal Bleeding Index (MBI),
Plague Retentive Factor (PRF), Probing Pocket Depth (PPD), Bleeding on Probing (BOP), and Clinical
Attachment Loss (CAL) were performed by two calibrate dentists. The Intra-class Correlation Coefficient (ICC)
was used to verify the intra and inter-examiners agreement. The ICC values were 0.952 (PPD), 0.984 (CAL) and

0.939 (PPD), 0.981 (CAL) for the examiners 1 and 2, respectively. The inter-examiner ICC value was 0.911 (PPD)
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and 0.976 (CAL). The values were assessed on six sites of all present teeth (except to 3rd molars) using a
periodontal probe (UNC 15, Trinity, Trinity-odontologia, Sdo Paulo, SP, Brazil). The periodontitis diagnosis based
on the full-mouth estimated PPD and CAL values, according to the Center for Disease Control and Prevention in

association with the American Academy of Periodontology (CDC/AAP) criteria [19].

Microbiological analysis

The GCF samples were collected from six sites non-adjacent of different teeth with the greatest probing
depths in each subject using sterile absorbent paper strips number 35 (AllPrime, Meta Biomed Co. Ltd.,
Heungdeok-gu, South Korea). The supragingival plaque of dental surface was removed and the sites were carefully
dried with air spray, and isolated from saliva with sterile cotton rolls for the sampling collection. The point was
gently inserted along the gingival margin sulcus to the most apical portion of the pocket per 30s, all the cones were
then immediately transferred to a single microtube (Eppendorf do Brasil, S&o Paulo, SP, Brazil). The samples were
placed in a polystyrene box containing ice and stored at -70 °C until processing.

The DNA were extracted using a commercial kit for detection of bacterial colonization (Ludwig
biotecnologia, Porto Alegre, Brasil) following the manufacturer’s protocol. All samples were analysed for DNA
quantity and purity based on optical density in a spectrophotometer (Pharmacia Biotech, DE, USA). Sufficient
samples had an absorbance reading of 260 nm and an initial concentration between 0.5 and 0.6 pg/ul™ for the
relationship between absorbances at 260/280 nm.

Microbiological analysis of the periodontal pathogens with DNA of the standard strains of
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 33384), Prevotella intermedia (ATCC 25611), Fusobacterium
nucleatum (ATCC 49256), and Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) were carried out using real time
polymerase chain reaction analysis (RT-PCR) in the Laboratory of Microbiological Research - Biochemistry,
Molecular Biology and Cell Culture, UFPel. The following were the primer sequences: P. gingivalis forward
TGCAACT TGCCTTACAGAGGG and reverse ACTCGTATCGCCCGTTATTC; A. actinomycetemcomitans
forward CAAGTGTGATTAGGTAGTTGGTGGG and reverse CCTTC CTCATCACCGAAAGAA; P.
intermedia forward CCACATATGGCATCTGAG GTG and reverse TCAATCTGCACGCTACTTGG; and F.
nucleatum forward GAAGAAACAAATGACGGTAACAAC and reverse GTCATCCCCAC CTTCCTCCT
(IDT", Integrated DNA Technologies, lowa, USA).

The oral samples’ DNAs were amplified and marked with the Syber Green Mix/ROX reagent (Sigma-

Aldrich, Foster City, California, USA) in RT-PCR reactions conducted using the Step One™ Real-Time PCR
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System (Image Quant 100 - GE Healthcare®, Piscataway, New Jersey, USA) following the protocol used by
Casarin et al. [20], . All reactions were performed in a total volume of 15uL containing 7.65uL Syber Green
mix/ROX (Sigma-Aldrich, Foster City, California, USA), 0.30ul of each pair IDT® oligonucleotide primers
(Integrated DNA technologies, lowa, USA) and 6.75ul DNA extracted from the sample. All reactions were carried
out in the presence of positive control, containing genomic DNA specific to the bacteria under analysis, and
negative control, without DNA. Thermocycling was conducted as follows: 94°C for 5 min, followed by 40 cycles
of denaturation at 94°C for 45 s, annealing at 55.4°C (P. gingivalis), 55°C (A. actinomycetemcomitans) and 58°C
(F. nucleatum and P. intermedia) for 1 min, extension at 72°C for 1 min and a final extension at 72°C for 10 min.
After the PCR reaction was carried out, a dissociation curve (melting curve) with a temperature between 60°C and
95°C was performed to determine the specificity of the PCR reaction. All reactions were accomplished in
MicroAmp™ Fast Optical 48-Well Reaction Plate tubes (Applied Biosystems®, Concord, Ontario, Canada). After
optimization, four dilutions were selected for the standard curve with DNA extracted from the pure bacterial
culture. This standard curve of known concentration was used to convert the cycle threshold score obtained from
the samples into exact numbers of DNA concentrations [21]. The data were analyzed using the Step One™

program (Applied Biosystems®, Concord, Ontario, Canada).

Statistical analysis

The data were expressed as mean, standard deviation, and median values. The Shapiro—Wilk test was
used to determine the distribution (normal or non-normal) of the data. As hon-normal distribution was determined,
the characteristics of the sample were compared using the Mann-Whitney and Chi-square test for clinical
comparison. The total count of which bacterial species were the outcome. The independent variables were age in
years (median < 55 / > 55), gender (female/males), self-reported ethnicity (caucasian/non-caucasian), education
level (>8/<8 completed years of study — corresponding to a primary school education in Brazil), household income
based on the Brazilian monthly minimum wage (BMMW), which was R$954.00 (equivalent to approximately
US$250 during the study period): >1 BMMW / <1 BMMW and cigarette smoking status (never smoker/former
smoker). Data analysis was performed with the software STATA 14 (Stata Corporation; College Station, TX,

USA). The level of significance was 5%.

Results

Patients
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From 156 individuals evaluated for eligibility, 38 patients were included until this moment. The reasons
for not inclusion were: smoking habit (n = 27), diabetes (n = 20), absence of teeth (n = 29), self-reported pregnancy
(n = 1), use of antibiotics at last 3 months (n = 9) and non-diagnostic of periodontitis (n = 32). Among the 38
patients, 24 were hypertensive and 14 were normotensive patients.

Table 1 presented the demographic, socioeconomic, and behavioral characteristics of hypertensive and
normotensive patients. The normotensive group was mostly <55 (n=11), while the hypertensive group was mainly
>55 (n=14). Both groups were composed, mostly, by white (NG: 13; HG: 18), female (NG: 10; HG: 15), and never
smokers (NG: 9; HG: 15) components. Regarding education, it was observed that the majority of normotensive
patients had >8 years of schooling (n=12), while the hypertensive group was divided in half between <8 years and
>8 years. Although some patients did not answer about income, most of the responses were in the range of around
one Brazilian minimum wage.

Systemic conditions and inflammatory markers were assessed as independent variables according to
establish cut-off points as increased levels, and a similar distribution could be observed in both groups.
Triglycerides >150mg/dL. (NG:4; HG:5); glycaemia >99mg/dL. (NG:1; HG:2); fibrinogen >300 mg/dL (NG:5;
HG:9); C-reactive protein >6mg/L (NG:2; HG:2); obesity — Body Mass Index (BMI) >30 (NG:1; HG:3); HDL
cholesterol >50mg/dL (NG:10; HG:16) and LDL cholesterol >130mg/dL (NG:6; HG:9); and total cholesterol
>200mg/dL (NG:7; HG:10). The use of medication was mainly reported by the hypertensive group for
antihypertensive drugs: p=0.001; for antidepressant drugs: p=0.041, and for diuretic drugs: p=0.003). Also, the
blood pressure was slightly higher in the hypertensive group (128.2mmHg + 12.78 / 80.7mmHg * 8.63) compared

to the normotensive group (118.5mmHg * 12.17 / 70.21mmHg + 9.29) (Table 2).

Periodontal condition

Comparing the periodontal parameters of the two groups, hypertensive individuals demonstrated higher
percentage of VVPI (p=0.048), MBI (p=0.019), PRF (p=0.023), and sites with 1-3 mm CAL (p=0.031). Besides,
statistical difference was observed between the groups regarding the mean CAL value at all evaluated sites
(p=0.022). Concerning PPD, BOP and diagnosis of moderate or severe periodontitis, there were no statistical
differences between groups (Table 3). It was previously established that the six sites with the highest PPD of each
individual should be selected for the GCF sample collection for PCR. The PPD averages of the collection sites

were compared and did not show statistical differences between groups for any of the sites (p>0.05).
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Microbiological analysis

Table 4 and Figure 1 exposes the comparison of each bacterial species in normotensive and hypertensive
individuals. The comparison was carried out through the bacterial species counting means. There was a statistical
difference among groups for the following species: P. gingivalis (p=0.014), P. intermedia (p=0.005) and F.

nucleatum (p=0.009). Nonetheless, A. actinomycetemcomitans did not differ between groups (p=0.127).

Discussion

This study aimed to explore the association between periodontitis and arterial hypertension through the
evaluation and comparison of clinical and microbiological aspects of hypertensive and normotensive patients, both
with periodontitis. Our preliminary results revealed a significant association between arterial hypertension and a
greater quantity of the periodontopathogenic bacterial species P. gingivalis, P. intermedia, and F. nucleatum
(p<0.05) compared to a normotensive group. As well, a worse scenario in the periodontal parameters VVPI, MBI,
PRF, CAL mean, and CAL 1-3mm was observed in the hypertension group (p<0.05). Likewise, no differences in
A. actinomycetemcomitans count, PPD, BOP, periodontitis diagnostic (moderate/severe), or the general health and
systemic inflammatory markers could be observed between hypertensive and normotensive patients.

The microbiological data observed in the present study corroborates with the existing evidence. A recent
literature review reported that among the main oral pathogens related to systemic diseases, the A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia and P. gingivalis species can possibly affect the cardiovascular system
[12]. Moreover, information from a cross-sectional study using data from 7928 participants of the Third National
Health and Nutrition Examination Survey - NHANES |11 [22], demonstrated that the participants with high blood
pressure status (BP>130/80 mmHg) presented higher serum antibodies against all periodontal microorganisms
included in the present analyses (A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, F. nucleatum and P. gingivalis) when
compared to individuals with BP<130/80 mmHg.

The results of a more expressive number of P. gingivalis in hypertension patients agrees with other
studies, where P. gingivalis shows a potential to evade innate immune detection via Toll-like receptor (TLR)-4,
facilitating chronic vascular inflammation [23]. A case-control study involving hypertensive and normotensive
pregnant women evaluated placental biopsies through PCR technique, and found an association between the
presence of P. gingivalis in placental tissues and hypertensive disorders (OR: 7.59, p = 0.019, Cl 95% 1.39-41.51)
[24]. Besides, P. gingivalis can spread through the upper layers of gingival epithelial cells and penetrate the

basement membrane in connective tissues, contributing to the periodontal attachmment loss [25]. Even though our
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results did not demonstrate statistical differences referred to PPD measurements between groups, it was observed
a statistical difference in P. gingivalis count, which could be associated to the presence of arterial hypertension
condition.

It is approached that the red-complex bacteria (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, and
Treponema denticola), accompanied by the Prevotella and Fusonucleatuam groups are mainly present in deeper
periodontal pockets, involved in the onset and progression of the periodontitis [26, 27]. Considering that the GCF
samples collected for the RT-PCR technique were obtained from sites with deeper pockets and that there was no
significant difference between the PPD of these sites between groups, the differences found in bacterial load
between the hypertensive and normotensive groups may adopt other mechanisms. It's possible to consider that the
higher rates of plaque (\VVPI), marginal bleeding (MBI), and dental calculus (PRF) observed in the hypertensive
group would be the factors related to a higher bacterial count [28]. Moreover, these factors may be contributing to
the intervention of the systemic condition concerning these patients, an inference that converges with findings of
other studies [5, 13, 29, 30].

Regarding the absence of significant differences with respect to A. actinomycetemcomitans, some
appointments can be discussed. These periodontopathogens were commonly more related to periodontal infections
in young individuals and, for many years, were associated with the prevalence of juvenile / aggressive periodontitis
[31]. Besides the more pronounced expression of A. actinomycetemcomitans in adolescents and young adults, it is
also reported that the proportion of the population that harbor A. actinomycetemcomitans may vary between
different geographical areas, different clinical presentations of periodontitis, and according to the patient's
susceptibility [31-33]. Another fact to be considered is related to the colonization and behavior of these
periodontopathogens. More recently studies have reported that A. actinomycetemcomitans can promote early
colonization in periodontal sites and still play a role in the nutrition of other periodontopathogens [34-36]. The
non-statistical difference between groups for A. actinomycetemcomitans count may be due to the variable
colonization pattern of this bacteria [37].

The use of several types of drugs reported in this study, especially by hypertensive patients, should be
considered, given the effects that these drugs may have on the periodontium. Various medications can cause
specific changes in periodontal tissues, influencing the clinical presentation or the progression of periodontal
diseases [38]. To understand the association of periodontal diseases with systemic diseases, it should be considered
that the frequency of medication intake, in addition to reflecting on the severity of the systemic disease, may

indirectly represent the systemic inflammatory burden in chronic-inflammatory diseases [39]. In the present study,
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the use of B-blockers (atenolol, carvedilol), B-adrenoceptor antagonists (propranolol), calcium channel blockers
(amlodipine), angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors (lisinopril, losartan, enalapril) were reported by
hypertensive patients, which agrees with the current literature, that describes these classes of drugs as the most
used for the control of hypertension, along with diuretics [38, 39]. Besides, the effect of antihypertensives on
periodontal tissues has already been reported in experimental studies [40]. Rodrigues et al. [41] observed that the
use of low doses of propranolol suppresses bone resorption by inhibiting RANKL-mediated osteoclastogenesis, as
well inflammatory markers in experimental periodontitis in rats. Furthermore, rats treated with carvedilol with
induced periodontitis had reduced levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1 B TNF-a), as well as MMP-2, MMP-
9, RANK, RANKL, COX-2 and OPG, demonstrating that the medication can influence bone formation /
destruction and anti-inflammatory activity in periodontitis [40]. This could explain the differences observed in the
CAL values of hypertensive patients, mainly related to the sites with mild attachment loss (1-3mm).

Above all, it is important to highlight that this study shows preliminary data from an incomplete sample,
which presents a disparity in size between groups, and consequently an unfinished analysis. This investigation is
also limited by its cross-sectional design, which limits the extrapolation of the results. However, it is important to
consider that this study was developed with data of full-mouth periodontal examination in six sites of all present
teeth, and the analysis of the exact number of bacteria were performed using a highly sensitive technique. Within
the limits of this study, it can be concluded that periodontitis is possibly associated with hypertension, once a
higher periodontopathogens count accompanied by worse periodontal conditions was found in hypertensive
individuals. Nevertheless, longitudinal studies investigating other bacteria should be conducted to determine the
impact of hypertension on the oral microbiota and periodontal status, as well as clinical trials are needed to

determine whether periodontal treatment could benefit the clinical and oral microbiology in hypertensive patients.
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Table 1 Demographic, socio-economic and behavioral characteristics of normotensive and hypertensive
patients (n=38).

Normotensive (n=14) Hypertensive (n=24)
n (%) n (%)

Age (years)

<55 11 (78.6) 10 (41.7)

>55 3(21.49) 14 (58.3)
Sex

Female 10 (71.4) 15 (62.5)

Male 4 (28.6) 9(37.5)
Smoking abstinence

Never smoker 9 (64.3) 15 (62.5)

Former smoker 5 (53.7) 6 (25)
Ethnicity

White 13 (92.9) 18 (75)

Black 1(7.0) 4 (16.7)
Schooling (years)

>8 12 (85.7) 12 (50)

<8 2(14.3) 12 (50)
Income (BMMW)?

>1 12 (85.7) 12 (70.8)

<1 2(14.3 7(29.2)

#There was missing data regarding smoking abstinence (three hypertensive patients), ethnicity (two
hypertensive patients) and income (five hypertensive patients); ®BMMW: Brazilian monthly minimum wage ~
R$ 954 during the study period.
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Table 2 Systemic conditions and medication use by normotensive and hypertensive patients (n=38).

Normotensive (n=14) Hypertensive (n=24) P value
n (%) n (%)
Depression 3(21.4) 4 (16.7) 0.761
Triglycerides (>150mg/dL) 4 (28.5) 5 (20.8) 0.588
Glycaemia (>99mg/dL) 1(7.1) 2(8.3) 0.806
Fibrinogen (>300mg/dL) 5 (35.7) 9 (37.5) 0.912
C-reactive protein (>6mg/dL) 2 (14.3) 2(8.3) 0.414
Obesity (BMI2 >30) 1(7.2) 3(12.5) 0.604
HDL Cholesterol (>50mg/dL) 10 (71.4) 16 (66.7) 0.761
LDL Cholesterol (>130mg/dL) 6 (42.9) 9 (37.5) 0.744
Total Cholesterol (=200mg/dL) 7 (50) 10 (41.7) 0.618
Medication
Antihypertensive® 0 23 (95.8) 0.001
Antidepressant® 0 6 (25) 0.041
Diuretics® 0 11 (45.8) 0.003
Anticoagulant® 0 2(8.3) 0.267
Cholesterol 1(7.1) 5 (20.8) 0.264
Blood pressure (mmHg), mean * sd
Systolic 1185+ 12.17 128.2 £12.78 0.024
Diastolic 70.21 £9.29 80.7 £ 8.63 0.001

aBMI: Body mass index; "Losartan, Atenolol, Amlodipine, Enalapril, Captopril, Carvedilol, Digoxin, Propanolol,
Lisinopril, Metoprolol succinate, Diovan, Ablok; °Clonazepam, Paroxetine, Nortriptyline, Bupropion, Sertraline,
Tolrest; “Hydrochlorothiazide, Furosemide, Spironolactone; *Warfarin, AAS; 'Simvastatin; Trezor.



Table 3 Comparisons of periodontal clinical variables among normotensive and hypertensive patients (n=38).

Normotensive Hypertensive P value
(mean = s.d.) (mean xs.d.)
(n=14) (n=24)

VPI (%)" 30.89 £ 19.24 40.64 + 18.38 0.048
MBI (%)" 5.75 + 6.84 11.2 +8.67 0.019
PRF (%)" 22.89+17.19 32.31+11.84 0.023
BOP (%)" 10.54 +10.33 12.52 +8.02 0.184
PPD 1-3 mm (%)" 92.94 + 11.65 95.3 +5.06 0.536
PPD 4-5 mm (%)" 10.16 +£9.87 591 + 4.68 0.505
PPD >6 mm (%)" 39152 1.37 £0.59 0.723
PPD (mm)” 2.10 £ 0.47 2.05+0.33 0.963
CAL 1-3 mm (%)" 27.27 £ 16.31 44.47 +22.28 0.031
CAL 4-5 mm (%)" 12.19 + 15.06 19.75 +17.7 0.154
CAL >6 mm (%)" 7.71 +13.62 454 +5.44 0.826
CAL (mm)” 1.37+£1.32 211114 0.022
Periodontitis, n (%)*
Moderate/Severe 12 (85.71) 22 (91.67) 0.616

VPI, visible plaque index; MBI; marginal bleeding index; PRF, plaque retention factors; BOP, bleeding on
probing; PPD, probing pocket depth; CAL, clinical attachment loss. *Mann-whitney test; # Chi-square test



Table 4 Comparison of each bacterial species in normotensive and hypertensive.

43

Bacterial species Normotensive Hypertensive P value”
(CFU/uL) (mean % sd) (mean % sd)
(n=14) (n=24)
A. actinomycetemcomitans 1.55x10%+ 4.45x10° 1.76x10%° + 3.71x10° 0.127
P. gingivalis 4.11x10° + 2.24x10° 5.87x10° + 1.99x10° 0.014
P. intermedia 1.69x10%° + 4.41x10° 2.05x10% + 4,07x10° 0.005
F. nucleatum 1.14x10%° + 2.16x10° 1.33x10%° + 2.13x10° 0.009

“Mann-whitney test
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5. Consideracgoes finais

E importante destacar que este estudo apresenta dados preliminares de uma
amostra incompleta, com disparidade de tamanho entre o0s grupos e,
consequentemente, uma andlise nao finalizada. Esta investigacdo também é limitada
pelo seu desenho transversal, 0 que impede extrapolar os resultados. No entanto, é
relevante considerar que os resultados reportados foram obtidos a partir de exame
periodontal completo, em seis sitios de todos os dentes presentes em boca. Além
disso, a andlise do nimero exato de bactérias foi realizada por meio de uma técnica

altamente sensivel.

Diante do exposto, pode-se concluir que a periodontite pode estar associada a
hipertensdo, uma vez que foi encontrada maior contagem de periodontopatégenos
especificos e piores condi¢cdes periodontais em individuos hipertensos, quando
comparados a normotensos. No entanto, estudos longitudinais investigando outras
bactérias devem ser realizados para determinar o impacto da hipertensdo na
microbiota oral e estado periodontal, bem como ensaios clinicos sdo necessarios para
determinar se o tratamento periodontal pode beneficiar a microbiologia clinica e oral

em pacientes hipertensos.
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Apéndices

Apéndice 1
Breve Entrevista Confidencial
Iniciais: Data de Nasc. Masc./Fem. Data:
/ /

Antes do inicio de qualquer etapa do estudo, precisamos que vocé preencha e devolva esse
formulario.
Marque com um X a sua resposta.

A resposta SIM nao significa, necessariamente, que vocé ndo estara habilitado para o estudo.

1. Voce esta recebendo tratamento de um médico? _ SIM __ NAO

2.  Esta tomando remédios, comprimidos, capsulas, inje¢cées, horménios, anticoncepcionais
ou qualquer outra droga, prescrita por médico ou por sua vontade? __SIM __NAO

3. Fez uso de
antibidticos/antiinflamatdrios/anticonvulsivamente/antidepressivo/imunossupressor nos
Gltimos trés meses? __SIM __ NAO

4.  Vocé é alergico(a) ou ja teve alguma reacdo de desconforto a algum medicamento,
alimento ou outra substancia? __ SIM __NAO

5 Vocé tem ou j& teve algum problema cardiaco ou de pressdo? _SIM __NAO

6.  Vocé é diabético(a)? __SIM __NAO

7. Voce é portador do virus do HIV? __SIM __ NAO

8 Vocé ja teve febre reumatica? __ SIM __ NAO

9.  Vocé est4 ou esteve em tratamento com algum dentista no dltimo ano? __SIM __ NAO

10. Faz uso de algum bochecho prescrito por algum dentista? __ SIM __ NAO

11. Vocé sofre de desmaios, ataques subitos ou convulsdes? SIM __ NAO

12. Existe alguma coisa a respeito da sua satide que n6s ndo perguntamos, mas vocé acha que
no6s deveriamos saber? _ SIM __NAO

13. Vocé fuma? _SIM __ NAO

Quantos cigarros por dia? __ Ha quantos anos?
14. Estéa gravida ou amamentando? _ SIM __NAO

Dados antropomeétricos:

Peso: kg Altura: cm Largura cintura:
cm

Presséo arterial: mmHg

Glicose ao acaso:
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Apéndice 2

Paciente: Prontuario na
pesquisa: Data: /

Entrevista Dialogada

Dados pessoais
Nome: Identidade:

E]derego:

Cidade:

Telefones:

(.

Sexo: ()F ()M Data de Nascimento: __ / /19 Qual é a sua idade hoje?
anos

A sua raca ou cor é: (_)Branca (_)Negra (_)Parda/Mulata ( )Amarela (_)Indigena
Vocé é: (_)Solteiro (_)Casado/Vivendo com alguém (_)Divorciado (_)Viavo
(1)Outro

Vocé é alfabetizado: ( )Sim (_)Nao Vocé estudou até:

Hébitos de Higiene Bucal

Com qual frequéncia vocé escova seus

dentes:

Vocé divide a escova de dente com outras pessoas? (_)Sim (_)Né&o

Vocé costuma limpar entre os dentes? (_)Sim (_)Né&o

Se sim: - O que vocé usa? (_)Nada (_)Fio dental (_)Palito (_)Escova interdental ()
Outro:

- Com qual frequéncia?
Vocé usa algum produto para bochecho? (_)N&o (_)Sim,
qual?

Frequéncia:

Alguém ja te ensinou a escovar os dentes? (_)nunca (_)familiar (_)professora (_)dentista
()outro

Quando foi a dltima vez que vocé visitou um dentista? (_)meses (_)anos (_)ndo lembra
()nunca

Vocé tem ido ao dentista nos tltimos 5 anos? (_)quando tem dor, um dente quebrado ou outra
urgéncia () tem ido regularmente para manutencdo (De quanto em quanto

tempo? ) () ndo tem ido
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Fatores comportamentais
Vocé fuma atualmente? (_)N&o ()Sim
Se sim: - Quantos cigarros por dia?
- Ha quantos anos?
Se ndo: - Vocé fumou anteriormente? (_)N&o (_)Sim
Se sim: - Quantos cigarros por dia?
- Por quantos anos?
- Quanto tempo faz que vocé parou de fumar?
Vocé ingere bebidas alcodlicas? (_)frequentemente (_)as vezes (_)raramente (_)nunca

Se sim: - Qual tipo? ()cerveja ()vinho ()cachaga
()outros

- Quantas doses/copos VOCé, em geral, ingere por
semana?

Nivel socioecondmico
Quanto vocé recebe por
més:

Quantos VOCE possui? Néo 1 2 3 4 ou
tem mais

TVs coloridas

Radios

Banheiros

Automoveis

Empregadas (pagas mensalmente)

Aspiradores de po6

Maquinas de lavar roupa

Dvds/Videocassetes

Refrigeradores

Freezer (considerar refrigerador duplex)




Historia médica

\Vocé tem: Sim Néo

Nao sei

Diabetes?

Asma, alergia a alimento, p6s, medicacao, etc?

Infeccdes respiratorias recorrentes (3 ou + por ano)?

Doenca cardiaca ou arterial?

Artrite reumatoide?

Osteoporose?

Depressdo?

Vocé tem algum outro problema de

satde?

Vocé esta usando alguma medicagdo no momento? (_)N&o (_)Sim
Se sim: -

Qual?

57

Para participantes mulheres, vocé esta na menopausa? (_)N&o (_)Sim
Se sim: - VVocé esté realizando reposi¢ao hormonal? (_)N&o (_)Sim

Dados antropométricos:

Peso: kg Altura: cm Largura cintura:
cm

Presséo arterial 1: mmHg

Presséo arterial 2: mmHg

Pressdo arterial 3: mmHg

Presséo arterial media: mmHg

Glicose a0 acaso:
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Paciente:

Prontuario na pesquisa:

Exame ne:
Examinador:
Data: /

Exame Clinico Periodontal
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Anexos

Anexo 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: “Caracterizac¢ido do fenétipo inflamatdrio de pacientes normotensos e
hipertensos com doenca periodontal crénica”
Pesquisador Responsavel: Natalia Marcumini Pola
Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: FO/UFPEL
Telefones para contato: (53) 8114-4334

Contato eletronico: nataliampola@gmail.com

Nome:

Idade: __anos

Ficha Numero:

O (A) senhor (a) esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa “Caracteriza¢do
do fendtipo inflamatorio de pacientes normotensos e hipertensos com doenca periodontal
cronica” de responsabilidade da pesquisadora Natélia Marcumini Pola.

Objetivo: Caracterizar a producdo de citocinas pré e anti-inflamatorias em pacientes
normotensos e hipertensos com doenca periodontal (DP).

Riscos: Os possiveis riscos desta pesquisa estdo relacionados ao procedimento de coleta de
sangue, o qual sera realizado em ambiente laboratorial especializado, e também a exposicao a
radiacdo durante os exames radiograficos. No entanto, todos os cuidados relacionados a
radiacdo serdo realizados para a protecéo dos pacientes.

Beneficios: Os beneficios do presente estudo estdo relacionados a importancia do diagnostico
e tratamento da doenca periodontal em pacientes hipertensos.

Para participar desta pesquisa, nenhum valor sera cobrado e também ndo havera 6nus
para a manutencdo dos tratamentos realizados. Os voluntarios serdo submetidos a uma
entrevista através de questionario e devem se enquadrar nos seguintes critérios de incluséo:

« Apresentar idade entre 35 e 70 anos, sem distingdo de género;

« Apresentar, no minimo, 14 dentes permanentes;

» Ter diagndstico de hipertensdo arterial (140-159 mmHg/90-99 mHg) e fazer uso de
medicamentos anti-hipertensivos.

Qualquer davida durante o tratamento podera ser questionada com o pesquisador através de
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telefone de contato e ou correio eletronico (e-mail).
Todas as informag6es aqui geradas serdo confidenciais garantindo a privacidade ao sujeito da
pesquisa.

Eu, , declaro ter sido informado e

concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.
Pelotas, de de 201 .

Assinatura do paciente Responsavel pelo estudo



Anexo 2

FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ‘G R8ras -
PELOTAS

PARECER CONSUBSTANCIADQ DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagio dos fendtipos inflamatério e microbioldgico de pacientes nomctensos
hipertenscs com doenga periodontal crinica

Pesquisador: Natilia Marcumini Pola

Area Temética:

Versdo: 1

CAAE: 41088814 4.0000.5317

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas! FO-UFPel
Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.043.441
Data da Relatoria: 26/02/2015

Apresentagio do Projeto:

A doenca periodantal {OP) & uma inflamagéo crdnica dos tecidos pericdontais associada a perda dssea
alveolar progressiva (Yuan et al., 2011), que tem sido relatada estar presente em mais de 50% da
populacio em geral (Tsloufis et al., 2011}, A severidade & conseguente destruigdo dos tecidos periodontais
& dependente de interagdes dindmicas entre o desafio microblang e a resposta imunea-inflamatéria do
hospedeiro, tais como citocinas @ guimiocinas, incluindo as interleucinas (IL), fator de necrose tumoral alfa
{TNF-} @ metaloproteinases (MMPs) presentes na circulagéo sanguinea e nos tecidos distantes do sitio de
inflamagio perodontal (Gemmell et al., 1997, Page et al., 1987; Bartold et al., 2010). Dentro do contexto de
aeticpatogénese da doenga, torna-se importante relatar gue a DP pode =er influenciada por uma =série de
fatores de rizco, incluindo condigdes sistémicas, coma diabetes, imunodeficiéncia, estresse, hipertensio e

ozteoporose (Kormman et al., 1997, Page, 1998; Garcia et al., 2001 ; Jin et al., 2004, Pihlstrom et al., 2005;

Ebersole et al., 2013). Evidéncias relatadas até o momento tém sido geralmente, mas ndo globalmente
favoraveis a existéncla de uma associagao entre a DP, pressao anarial e a hipertensdo.

Objetive da Pesquisa:
Objetive Priméria:

Enderego:  Fua Prol Araujo, 465 sala 301
Bairra: Certro CEP: 3&.020-350

UF: A3 Municipio: PELOTAS

Tebefone: |[S33284-4960 Fax: [53)3221-3554 E-rnail:  cap lamed Sgmail.com
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Continuagio do Parecer. 1.043.441

Caracterizar a produgdo de citocinas prd e anti-inflamatérias e a presenga de bactérias
periodontopatogénicas em pacientes normolensos e hipertensos com doenga periodontal (DP).
Objetivo Secundario:

+ Investigar a influéncia da condigdo de hipertens&o arterial como fator de risco para DP, por meio da
avaliagdo dos pardmetros clinicos e radiograficos dos tecidos periodontais;

* Investigar os niveis plasmaticos de IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, TNF-, Proteina C-reativa (PCR) &
fibrinogé&nio de pacientes normotensos & hipertensoes com DP, bem como o efeito do tratamento periodontal
sobre estes niveis;

+ Investigar o perfil de produgdo de IL-1, IL-4, IL-8, IL-8, IL-10, IL-17 & TNF- no fluido gengival de pacientes
narmotensos e hipertensos com DP, bem como o efeito do

tratamento periodontal sobre estes pardmetros, por meio de ensaio imunoenzimatico;

* Investigar os niveis de microrganismos pericdontopatogénicos no biofilme de pacientes normotensos e
hipertensos com DP, bem como o efeito do tratamento periodontal sobre estes pardmetros.

Avaliag@o dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os possiveis riscos estdo relacionados ao procedimento de coleta de sangue, o qual sera realizado em
ambiente |aboratorial especializado, & também a exposi¢do 4 radiagdo durante os exames radiograficos. No
entanto, todos os cuidados com a protegao dos pacientes relacionados a radiagdo serdo realizados no
presente estudo.

Beneficios:

Os beneficios do presente estudo estdo relacionados & importancia do diagnéstico da doenga periodontal
em pacientes hipertensos, bem como seu tratamento, j& que existe a possibilidade de influéncia desta
condigdo sistémica na patogénese da doenga periodontal.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de relevéncia por abordar a relagdo da salde bucal com a saldde sistémica.

60 pacientes serdo selecionados e divididos em dois grupos: Grupo N-DP (Normotenso) (n=30) — gue serd
composto por pacientes normotensos com diagndstico de periodontite cronica; e Grupo H-DP (Hipertenso)
{n=30) — gue serd composto por pacientes hipertensos com diagnostico de periodontite cronica. Pardmetros
clinicos (presenga de biofilme, sangramento a sondagem, profundidade de sondagem & nivel clinico de
insergdo) serdo utilizados para diagndstico do quadro clinico. Os pacientes selecionados serdo submetidos
ao exame periodontal completo, & coleta das amostras e ao tratamento periodontal. Avaliages dos niveis
plasmaticos de IL-6, Proteina C-

Enderego: Rua Prof Araujo, 465 sala 301

Bairro: Cantro CEP: 95.020-350
UF: RS Municipio: PELOTAS
Telefone: (53)3284-4980 Fax: (53)3221-3554 E-mail: cep.famed@gmail.com
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realiva e fibrinocgénio serdo realizadas através de colela de sangue. As amosiras de Tluido gengival ser8o
analisadas alravés do ensaio imunognzimalico [ELISA) para delerminar a expressio de proleinas
relacionadas aos processos inflamatano, imune-reguladoer, destruigdo de colageno, parda dssea &
cicalrizagio. A avaliagio dos periodonfopatdgenos presentas no bioliime lambém sera realizada. Todos os
pardmetros

clinicos registrados no inicio do estudo serdo novarmente avaliados aos 30, B0 e 90 dias apis a realizagio
do tratamenta pariodantal, bem como a coleta das amestras de sangue, fluida gengival @ biofilme. Os dados
serdo agrupades & submelidos a andlise estatistica e, diferengas entre os grupos N-DP & H-DP serdo
avaliadas.

Consideragtes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria;
OK

Recomendages:
oK

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
oK

Situagio do Parecer:
Aprovada

MNecessita Apreciacio da CONEP:
Mao

PELOTAS, 20 de Abril de 2015

Assinado por:
Patricia Abramtes Duwval

{Coordenadaor)
Enclarago:  Rua Prof Araus, 465 sala 301
Bairro: Centra CEP: 86.020-380
UF: RS Municipio: PELOTAS
Telefone:  (53)3204-4960 Fax: [53)3221-3554 E-mail:  cep farmed @grail com
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