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Relacao entre Periodontite, Polimorfismos Genéticos e Doenca
Arterial Coronariana no Sul do Brasil

Association between Periodontitis, Genetic Polymorphisms and Presence of Coronary Artery Disease in
Southern Brazil

Luiz Otavio Rocha,'™ Eduarda Rocha," Guilherme de Menezes Succi,>™ Rui Barbosa de Brito Junior?
Universidade Federal de Santa Maria," Santa Maria, RS — Brasil
Faculdade Sao Leopoldo Mandic,? Campinas, SP — Brasil

Resumo

Fundamento: A periodontite e a doenca arterial coronariana (DAC) compartilham uma etiologia inflamatdria. Existe
preocupacdo na investigacao de associacao entre essas duas condicées. Ha citocinas e proteinas com papel importante
neste processo, como a proteina C-reativa (PCR) e a interleucina 6 (IL-6), que sao derivados inflamatodrios produzidos na
presenca da periodontite e na fisiopatologia da DAC. Os polimorfismos da PCR+1444 C > T e da IL-6 -174 G > C sao
reconhecidos na literatura como relacionados a DAC.

Objetivo: Este estudo objetiva comprovar a associagao entre periodontite e DAC, através da presenca dos polimorfismos
da PCR e da IL-6.

Métodos: Foram selecionados 80 pacientes que se submeteram ao cateterismo diagnéstico no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). A periodontite foi determinada pelo indice periodontal comunitario; a DAC,
pelo laudo médico. Foi coletado o dcido desoxirribonucleico (DNA) pela saliva e estabelecido o polimorfismo pela avaliacao
da PCR/RFLP. Foi adotado um nivel de significancia estatistica de 5%.

Resultados: A idade mediana de todos os participantes (p = 0,035; OR 2,65; IC 95% [1,02-6,87]), género masculino
(p = 0,012; OR 3,37; IC 95% [1,28-8,9]), periodontite (p = 0,013; OR 3,66; IC 95% [1,27-10,5]), polimorfismo da PCR
+1444 C > T (p = 0,001; OR 6,37; IC 95% [2,25-17,9]) e polimorfismo da IL-6 -174G > C (p = 0,025; OR 2,87; IC
95% [1,09-7,55]) foram estatisticamente relacionados a DAC. Apés ajuste com a regressao logistica, mantiveram-se
independentemente associadas a DAC a idade maior que 60 anos e o polimorfismo da PCR +1444 C > T.

Conclusdes: O polimorfismo da PCR +1444 C > T, neste estudo, esteve independentemente relacionado a DAC. (Arq Bras
Cardiol. 2020; 114(2):268-272)

Palavras-chave: Periodontite; Polimorfismo Genético; Doenca da Artéria Coronariana; Proteina C-Reativa; Epidemiologia.

Abstract

Background: Periodontitis and coronary artery disease (CAD) share an inflammatory etiology; there is a recent concern regarding the investigation
of an association between these two conditions. Current theories indicate that cytokines and proteins have an important role in this process.
C-reactive protein and interleukin-6 are inflammatory derivatives produced in the presence of periodontitis and in the pathophysiology of
coronary disease. The polymorphisms of CRP + 1444 C > T and IL6-174 G > C are recognized in the literature as being related to CAD.

Objective: This study investigates the association between periodontitis and coronary artery disease, through the presence of PCR and IL-6
polymorphisms.

Methods: We selected 80 patients who underwent diagnostic catheterization in the HU of UFSM. The presence of periodontitis was determined
by the Community Periodontal Index, whereas the CAD was established by the medical report. DNA was collected from a saliva sample and the
presence of polymorphism was determined by PCR and restriction enzymes. A significance level of 5% was adopted.

Results: The mean age of all participants (p = 0.035, OR 2.65; 95%Cl: (1.02-6.87) male gender (p = 0.0712, OR 3.37; 95% Cl: (1.28-
(p = 0.013, OR3.66; 95% Cl: (1.27-10.5)), PCR polymorphism + 1444C > T (p = 0.001, OR 6.37; 95% Cl:, (2.25-17.9)) and IL6 -174C
> C polymorphism (p = 0.025, OR 2.87, 95% Cl: (1.09-7.55)) were statistically associated with the presence of CAD. Age > 60 years and
presence of the PCR +1444 C > T polymorphism remained independently associated with CAD after adjustment by logistic regression.
Conclusions: The presence of the PCR + 1444C > T polymorphism in this study was independently associated with the presence of coronary
artery disease. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(2):268-272)
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Introducao

Periodontite é uma doenga inflamatéria cronica,
desencadeada por bactérias componentes do biofilme dental,
que causa destruigdo dos tecidos de suporte do dente,’?
com alta prevaléncia em todo mundo.* A periodontite
estimula por meio do sistema imune, localmente e em sitios
distantes, concentraces elevadas de citocinas e proteinas
pré-inflamatérias, bem como bacteremia e endotoxemia, em
virtude das bactérias que se proliferam nessa regido.

A doenca arterial coronariana (DAC) é uma condicao
inflamatéria cronica, complexa, multifatorial, continua,
formada pelo actimulo de placas ateromatosas na camada
intima das artérias coronarianas,®® sendo responsavel pelas
sindromes coronarianas agudas, principal causa de morte no
hemisfério ocidental.®”

Em geral, as inflamagbes desempenham um papel muito
importante tanto na periodontite como na DAC. Com o
intuito de ligar estas duas condigdes, foram desenvolvidas
duas teorias biologicamente plausiveis, com foco nas atuagées
direta e indireta das bactérias orais presentes na periodontite
junto aos mediadores inflamatérios e pré-aterogénicos.’ 241014

Com base nas teorias inflamatérias e imunoldgicas, varios
estudos tém sido conduzidos com o objetivo de relacionar essa
associagao ao fator genético, pela presenca de polimorfismos,
nos genes que expressam a producdo desses fatores e sdo
relacionados a periodontite, como a proteina C-reativa (PCR)
e a interleucina 6 (IL-6).">"

O polimorfismo de nucleotidio simples (SNP) do gene
promotor da IL-6 pode afetar a produgao e a expressao dessa
citocina, consequentemente, esta alteragao nos niveis séricos
pode resultar em resposta biolégica relevante."® Tem sido
demonstrada a associacao entre a variante SNP -174G > C
(rs 1800795) e o aumento do risco de doencas inflamatérias,
como a DAC."720

Estudos apontam para o SNP rs 1136804, também
representado como 3" UTR +1444 C > T, como o
polimorfismo com maiores associagoes a DAC.">"”

As altas incidéncias de periodontite, o elevado risco de
mortalidade da DAC e uma lacuna de trabalhos nesta area
motivaram a conducao deste estudo buscando evidéncias da
associagao entre periodontite e DAC, pela comprovagao dos
polimorfismos da PCR e IL-6.

Métodos

A amostra considerou 80 pacientes (idade média
60,5 = 10,5) que se submeteram a cateterismo cardfaco
diagnéstico no laboratério de hemodinamica do Hospital
Universitario da Universidade Federal de Santa Maria
(HU-UFSM) no periodo de 01 de setembro de 2010 até
30 de marco de 2011 e que concordaram em participar
do experimento assinando o termo de consentimento livre
e esclarecido.

Foram excluidos da andlise os pacientes tabagistas,
diabéticos, portadores de doengas autoimunes, aqueles que
tinham menos de dois dentes presentes em um dos sextantes,
bem como os que nao concordaram em participar do estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
Centro de Pesquisas Odontolégicas Sao Leopoldo Mandic, em
26/11/2014, CAAE: 35879614.7.0000.5374.

O exame periodontal foi executado pelo préprio
pesquisador, que utilizou o indice periodontal comunitério
(IPC) e o indice de perda de insercao periodontal (PIP)
preconizados pela Organizagdo Mundial da Satde.?" O uso
destes indices foram justificados pela imobilizagao parcial do
paciente no leito e o curto espago de tempo em que 0 mesmo
ficou a disposigao do examinador. Pacientes com escore IPC 3
ou 4 e escore PIP acima de 1 foram considerados portadores
de periodontite.

O DNA foi coletado da saliva por meio de um bochecho
com solugdo de glicose a 3% durante 1 minuto. Em seguida o
material foi depositado em tubos de ensaio esterilizados com
tampa e congelados a —20°C.*?

O diagnéstico da DAC foi confirmado pelo cateterismo
cardiaco, via puncao femoral ou radial, realizado pelos
médicos do laboratério de hemodinamica do HU-UFSM.
Foram considerados pacientes com DAC aqueles que
apresentaram laudo médico positivo para presenca de
estenose coronariana.

Genotipagem

As amostras de saliva contaram com DNA coletado
por meio de kit de extragdo de DNA gendmico (Norgen
Biotek Corp, Canada). Realizou-se a amplificacao dos
genes pela reagdo em cadeia da polimerase utilizando
os seguintes pares de iniciadores para a PCR +1444
— forward 5, AGCTCGTTAACTATGCTGGGGCA-3’, e
reverse 5, CTTCTCAGCTCTTGCCTTATGAGT - 3’, com
temperatura de anelamento de 60°C; e para o IL-6 -174
— forward 5, AACCTAATTCTACCCCCCTTGG-3, e reverse
5’, CAGAGGCACGCCGAACAGTT-3’, com temperatura de
anelamento de 59°C."”

A amplificagdo ocorreu através de um ciclo de 95°C por 3
minutos, 29 ciclos de 95°C por 1T minuto, com temperatura
de anelamento variando conforme citado, por 1 minuto, 72°C
por 1 minuto e um ciclo de 72°C por 10 minutos, realizada
em termociclador automatico.

Os resultados da reagdo em cadeia da polimerase foram
digeridos pelas enzimas Sdul (Thermo Fischer Scientific,
Massachusetts, USA) para PCR +1444 e Haelll (Thermo
Fischer Scientific, Massachusetts, USA) para IL-6 -174, nas
quantidades especificadas pelo fabricante, no processo de
polimorfismo de restricdo de tamanho de fragmento. Os
fragmentos resultantes foram identificados por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 8% corado por nitrato de prata.
As andlises genéticas foram executadas em julho de 2017 no
laboratério de biologia molecular da Faculdade Sao Leopoldo
Mandic, Campinas, SP.

Analise estatistica

As variaveis foram apresentadas de forma categorizada:
a DAC como presente ou ausente; a periodontite como
presente ou ausente; a idade como maior ou igual a 60 anos
ou menor ou igual a 59 anos; o género como masculino ou
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feminino; a ragca como branca ou nao branca, o sobrepeso
e obesidade como com IMC maior ou igual a 25 e menor
ou igual a 24; e os polimorfismos pela presenga ou auséncia
do alelo de risco. O desfecho foi a presenca ou auséncia
de DAC.

Foi utilizado um nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

A amostra foi dividida em dois grupos de acordo com a
presenga da DAC: grupo-caso com 52 pacientes (idade média
de 62,8 = 11,2) e grupo-controle com 28 pacientes (idade
média de 56,2 + 8,8).

A distribuigao dos genétipos dos dois SNP foi testada para
o equilibrio de Hardy-Weinberg pelo chi-quadrado (x2). As
variaveis coletadas foram cruzadas com o desfecho de DAC
através do chi-quadrado com Odds Ratio (OR) e intervalo de
confianca (IC) de 95%.

As varidveis que se mostraram significativas foram
submetidas ao ajuste por uma regressao logfstica binaria ainda
com a DAC como desfecho e IC 95%.

Todos os dados coletados foram tratados com o programa
SPSS® versao 25, IBM®Corp., Nova York, NY.

Resultados

A Tabela 1 mostra a relagdo entre as varidveis estudadas
e a DAC. Foi possivel avaliar que a idade categorizada no
ponto de corte da média de todos os participantes, 60 anos
(p = 0,035), o género masculino (p = 0,012) e os pacientes
que apresentavam periodontite (p = 0,013) estiveram
estatisticamente relacionados a presenca de DAC.

Os pacientes portadores do polimorfismo da PCR +1444
C > T, com presenca do alelo de risco T (p = 0,001), bem
como os portadores do polimorfismo da IL-6 -174 G > C, alelo
de risco C (p = 0,025), foram associados a DAC.

Na sequéncia foi realizada avaliagdo de regressao
logistica bindria na qual foram carregadas todas as variaveis
independentes significativas nas analises bivariadas de maneira
direta com o objetivo de verificar quais delas seriam previsoras
da variavel dependente de DAC.

O resultado deste ajuste (Tabela 2) demonstrou que
continuaram relacionadas a DAC idade maior que 60 anos
(p = 0,029) e polimorfismo da PCR +1444 C > T (p = 0,014).

Discussao

Periodontite é uma doenca inflamatéria cronica,
multifatorial, resultante de uma série de processos de
disbiose, ativando a produgao de proteinas e citocinas
pré-inflamatérias e processos de sinalizacdo. Por estes
motivos, segundo estudos epidemiolégicos, intervencionais
e funcionais recentes, estabelecem um nexo causal com o
desenvolvimento da DAC.0-'21¢

A idade dicotomizada maior de 60 anos e o género
masculino foram associados estatisticamente a maiores
chances de apresentar também a DAC. E notério que a idade
e 0 género masculino sejam fatores de risco ja conhecidos da
doenga coronariana e da periodontite,?® tanto que muitos
estudos realizam o ajuste para estes fatores quando analisam
apenas a aterosclerose, porém na relagao entre periodontite
e DAC com influéncia de outras covariaveis independentes,
optou-se por manté-las com vistas a ajustes de contribuigao
nos modelos de regressao logfstica.

A periodontite, na analise bivariada, mostrou-se associada
significativamente com a DAC (p = 0,013; OR 3,66; IC
95% [1,27-10,5]). Esta relagdo vem sendo pesquisada
por décadas. Estudo transversal com 60.174 participantes
analisou a relacdo entre periodontite e DAC e encontrou
relagao estatfstica significativa entre as duas condigdes com

Tabela 1 - Variaveis analisadas pelo chi-quadrado com desfecho a doenga arterial coronariana (DAC)

DAC (n = 80) IC 95%
Variaveis analisadas OR p
Presenca (%) Auséncia (%) Min. Max.
> 60 anos 31(59,6) 10(35,7)
Idade 2,65 1,02 6,87 0,04
<59 anos 21 (40,4) 18 (64,3)
Masculino 32(61,5) 9(32,1)
Género 337 1,28 89 0,01
Feminino 20 (38,5) 19 (67,9)
IMC = 25 30 (57,7 22 (786
Sobrepeso e 7.7 (789) 268 093 7,73 035
obesidade IMC < 24 22 (42,3) 6(21,4)
Branca 45 (86,5) 22 (78,6)
Raca 175 0,52 5,84 0,06
Nao branca 7(13,5) 6(21,4)
Presenca 26 (50%) 6(21,4)
Periodontite 3,66 1,27 10,5 0,01
Auséncia 26 (50%) 22 (78,6)
Comalelo T 43(82,7) 12 (42,9)
PCR #1444 C>T 6,37 225 179 0,001
RS 1130864 Semalelo T 9(17,3) 16 (57,1)
" Comalelo C 30 (57,7) 9(32,1)
IL-6:174 G >C 287 1,00 7,55 0,029
RS 1800795 Sem alelo C 22 (42,3) 19(67,9)

OR: razéo de chances; IC: intervalo de confianga; significativo quando o intervalo néo contiver a unidade; p: valor significativo < 0,05. Fonte: autoria propria.
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Tabela 2 - Variaveis ajustadas pela regressao logistica

Chi-quadrado

Regressao logistica

Variaveis analisadas IC 95% IC 95%
p OR p OR

Max. Max.
|dade = 60 anos 0,04 2,65 1,02 6,87 0,02 3,6 1,14 1,3
Geénero masculino 0,01 3,37 1,28 8,91 0,37 1,71 0,51 5,67
Periodontite 0,01 3,66 1,27 10,5 0,16 247 0,68 8,9
Polimorfismo PCR +1444 0,001 6,37 2,25 17,9 0,014 4,31 1,34 13,8
Polimorfismo IL-6 -174 0,029 2,87 1,09 7,55 0,06 2,94 0,94 9,19

p: valor significativo < 0,05; OR: razdo de chances; IC: intervalo de confianga; significativo quando o intervalo ndo contiver a unidade. Fonte: autoria propria.

OR de 1,59 e IC 95%, entre 1,31 e 1,81, ap6s o ajuste para
os fatores de confusdo.??

Neste estudo verificou-se a associacdo de polimorfismos
ligados a inflamagao periodontal (IL-6 e PCR) e sua
possivel associagdo a DAC. Observamos forte associacao
(p = 0,001) entre a presenca do polimorfismo da PCR
+1444 C > T, alelo de risco T e o grupo-caso com OR 6,37;
IC95% (2,25-17,9), o que contradiz autores que analisaram
cinco estudos, totalizando 18.637 participantes, nos quais
o polimorfismo da PCR +1444 C > T foi ajustado para os
fatores de confusao e comparados com a presenca da DAC,
e ndo encontraram associagao entre este polimorfismo e
a doenca coronariana.?* £ possivel inferir que esta relacao
possa advir dos niveis séricos da PCR mantidos pela
periodontite crénica ao longo de varios anos.

Esta relagdo é corroborada por estudos que compararam
o tamanho das placas aterosclerdticas e o polimorfismo da
PCR +1444 C > T em 196 pacientes com DAC provenientes
de um banco de dados de estudos que avaliaram o uso de
nitratos (ENCORE) na Suica, concluindo que os portadores
deste polimorfismo, foram ligados independentemente a
volumes de placa maiores."

Estes resultados nos levam a crer que, de alguma forma,
este tipo de polimorfismo atue diretamente no processo
aterosclerdtico, provavelmente através dos niveis séricos de
PCR, como indicam recentes estudos.?>2¢

O polimorfismo da IL-6 -174 G > C mostrou-se
estatisticamente relacionado com a DAC (p = 0,025;
OR 2,87;1C95% [1,09-7,55]). Estes achados estdo de acordo
com autores que investigaram a relagao deste polimorfismo
com o risco de DAC em 484 chineses e encontraram que o
polimorfismo da IL-6 -174 G > C foi positivamente associado
ao risco de DAC (p = 0,001; OR 2,18; IC 95% [1,26-3,77]),
de acordo com nossos achados, porém com significancia
estatistica maior.’®

Em contrapartida, em estudo recente, foram analisados
280 pacientes em uma populacdo do norte da india para
cinco tipos de polimorfismos, dentre eles o IL-6 -174
G > C. Nesta andlise, os autores ndo encontraram
significancia estatistica entre polimorfismo e DAC.? Da
mesma forma, autores brasileiros analisaram 200 pacientes
com sindrome coronariana aguda e sua relagdo com o
polimorfismo da IL-6 -174 G > C em Pernambuco, Brasil,

ndo encontrando relagao significativa entre os alelos de risco
e a sindrome coronariana aguda.?

As varidveis que se mostraram significativas foram incluidas
em um modelo de regressao logfstica bivariada com vistas a
ajustar a independéncia dessas associagoes, verificando quais
seriam preditoras de DAC. O modelo mais uniforme foi o que
manteve independentemente associadas a DAC a idade maior
que 60 anos e a presenca do polimorfismo da PCR +1444
C > T (Tabela 2).

Considerando a limitagdo do tipo de estudo (caso-
controle), em que a informagao sobre a exposicao ou o fator
é obtida ap6s a ocorréncia da doenga, ndo havendo como
distinguir a cronologia entre essa exposi¢do e o aparecimento
da doencga, determinar uma relagdo de casualidade direta
entre a periodontite e a DAC torna-se mais dificil. O fato
desta associacdo estar presente pode indicar tratamentos
preventivos e curativos para controle da periodontite com
o objetivo de tentar diminuir o conjunto de fatores que
contribuem para a formagao e o desenvolvimento da DAC,
além dos fatores de risco ja conhecidos.

Conclusoes

Com base nos dados obtidos, pode-se concluir que a
idade maior que 60 anos e a presenca do polimorfismo
da PCR +1444 C > T foram preditores independentes
associados a DAC.

A periodontite e o género masculino ndo se mantiveram
associados a DAC apés o ajuste pela regressao logistica.
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