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RESUMO

Porphyromonas gingivalis € um patdgeno extremamente associado com a etoldgi
periodontite cronica e agressiva. O objetivo destado foi avaliar através de reacdo em cadeia
da polimerase em tempo re&eél Time-PCR) a presenca d®rphyromonas gingivalis (Pg) e

dos gendtipodimA Il e IV em individuos com periodontite agressivengralizada (PAG).
Quarenta individuos com PAG (29,7 + 8,1 anos) foamalisados clinicamente - indice de Placa
(IP), indice Gengival (IG), profundidade de sondag®S), nivel de insercéo clinico (NIC) - e
microbiologicamente, através &eal Time PCR, quanto a presenca g e dos gendtipoSmA

Il e IV. Amostras de biofilme subgengival foram ldlas do sitio proximal com maior PS e
maior NIC. Médias de PS e NIC desses sitios foespectivamente: 9,5 + 2,2 mm e 10,2 + 2,8
mm. P. gingivalis foi observado em 26 (65%) dos individuos. O ggodimA Il foi verificado

em 16 (61,53%) enquanto o genotfpoA IV em 7 (26,92%) dos que apresentaiargingivalis.
Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistiti@ os parametros clinicos dos individuos que
apresentaram ou ndo 0 microrganismo ou seus respegenotipos. Também néo foi verificada
associacao entre a presenca dos genotipos e igdagénero dos pacientes. Os dados sugerem
uma associacao entre gendotifiosA 11 de Porphyromonas gingivalis quando da ocorréncia deste
microrganismo em individuos com periodontite agvasgeneralizada.

Palavras-chave: Periodontite Agressiva. Fatorédimdéncia. Fimbria.



ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis is a pathogen strongly associated with the etiolofjghronic and
aggressive periodontitis. The purpose of this stwdg to evaluate by Real-Time polymerase
chain reaction (Real Time-PCR) the presencePofphyromonas gingivalis (Pg) and fimA
genotypes type Il and type IV in patiemigh generalized aggressive periodontitis (GAgRXty
individuals with aggressive periodontitis (AgP) (22 8.1 years) were clinical analyzed through
plaque index (PI), gingival index (Gl), probing degPD), clinical attachment level (CAL) and
microbiologically, by Real Time-PCR for the presermdPg andfimA genotypes type Il and type
IV. Subgingival biofilm samples were collected frdahe interproximal periodontal sites (> PD
and > CAL). The PD and CAL average of this sitesanespectively: 9,5+ 2,2 mme 10,2+ 2,8
mm. P. gingivalis was observed in 26 (65%) of individuaf$mA genotypes type Il was detected
in 16 (61,53%) whildimA genotypes type IV in 7 (26,92%) of those withgingivalis. However,

no differences were observed between the cliniaghrpeters of patients who presented or not
the organism or its genotypes. There was also socadion between the presence of genotypes
and age or gender of patients. The data suggestssociation betweeR. gingivalis fimA
genotypes upon the occurrence of this microorganisrpatients with generalized aggressive
periodontitis.

Key words: Aggressive Periodontitis. Virulence feast Fimbriae.
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1 INTRODUCAO

Porphyromonas gingivalis € um cocobacilo Gram-negativo, anaerobico estrito,
considerado, dentre as varias espécies que catorazeicrobiota subgengival, um importante
patdgeno que influencia o inicio e a progressao fdawsas severas de doenca periodontal
(AMANO et al.,, 2004; LAMONT; JENKINSON, 2000). Este microrganis esta
etiologicamente associado a varios tipos de dopec¢adontal, principalmente a periodontite
cronica (BEIKLER et al., 2003; DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997; HOL® al., 1999;
ZAMBON, 1996). Entretanto, nos ultimos an@dguns estudos tem reportado sua associacao
com a periodontite agressiva (CASARé&Nal., 2010; DA SILVA-BOGHOSSIANEet al., 2011,
MIURA et al., 2005; TONETTI; MOMBELLI, 1999).

Apesar da forte relacéo enfPegingivalis e periodontite, esta bactéria também pode
ser detectada em individuos periodontalmente saigl@om auséncia de sinais de inflamacéo
gengival, sugerindo a existéncia de variagbes ean swléncia (GRIFFENet al., 1999).
Inimeros fatorescomo a presenca de lipopolissacarideos, proteirefienbriasexercem papéis
importantes na adesao as células hospedeiramndungfio da producéo de citocinas inflamatorias
(HAMADA et al.,, 1998; HOLT et al., 1999). As fimbrias sdo componentes filamentosos
presentes na superficie celular que desempenhampontante papel na colonizagéo e invasao
dos tecidos periodontais (HAMAD#t al, 1998; HIRAMINEEet al., 2003).

A fimbria principal deP. gingivalis € codificada pelo gerfemA que foi classificado
em seis genadtipos (tipos |1, Ib, II, 1ll, IV e V)pm base na sequéncia de nucleotideos (AMANO
et al., 1999; AMANO et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2002b).
Estes gendétipos também estao relacionados a didsreandicdes periodontais (AMAN@ al .,
2000; AMANO et al., 2004; AKIYAMA et al., 2006; BEIKLERGet al., 2003; MISSAILIDIS et
al., 2004; TAMURAEet al., 2005).0 gendtipafimA tipo Il é o mais prevalente entre isolados de
pacientes com periodontite (AMAN@ al., 2004; BEIKLERet al., 2003; MISSAILIDISet al.,
2004). Por outro lado, o tipo IV é o segundo masoeiado a casos de periodontite no Japao
(AMANO et al., 1999; AMANO et al., 2000). De acordo com a literatura consultaafgenas o
estudo de Miurat al. (2005) especificou a ocorréncia dos diferente®tijgos em pacientes com

periodontite agressiva, destacando a associacggerdiipofimA tipo Il com esta doenca.
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Achados de gendtipos isolados e idénticos de pamiogatdogenos entre membros
familiares com convivio prolongado pode ser o eveimicial do processo de destruicdo
periodontal VAN STEENBERGENEet al., 1993). Vérios estudos demonstraram Bugingivalis
pode settransmitida entre cénjuges e membros de uma meamaid (ASANOet al., 2003;
ASIKAINEN; CHEN; SLOTS, 1996; SAARELAet al., 1993; TUITE-MCDONNELLet al.,
1997; VAN STEENBERGENMNt al., 1993). Segundo Asareb al. (2003), algumas cepas &e
gingivalis sdo mais transmissiveis e/ou colonizam mais efiereente do que outras, sendo o
gendtipofimA Il um importante fator para a transmissadPdgingivalis entre conjuges.

Exames dependentes de cultura séo consideradodanétidgssicos de diagnoéstico e
podem ser empregados na deteccdo de espéciesdmagarresentes na microflora subgengival
(LAU et al., 2004). Contudo, estas técnicas estdo em desusgpmsentarem varias limitacdes,
como o tempo despendido e a menor sensibilidadS$MILIDIS et al., 2004). Diante dessas
desvantagens, técnicas, como a utilizagdo de soddaBNA e a Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR)estdo sendo utilizadas. O PCR oferece a vantageraltd sensibilidade,
permitindo ndo apenas a deteccdo da presenca dwmrgaigismo em amostras de placa
bacteriana, como também a identificacdo de algpm die variabilidade genética associada a
este. A reacdo de amplificagdo em tempo real (R&RTime) representa um grande avanco nos
métodos de andlise da microbiota, uma vez que eqggegrande especificidade e sensibilidade.
Esta técnica detecta de forma precisa os micrasges-alvo e permite uma analise quantitativa
dos organismos presentes na amostra (BOUTAGA, 2003; LAUet al., 2004).

VariagOes na prevaléncia &egingivalis em pacientes com periodontite agressiva e
na presenca dos gendétigio®A, influenciadas pela etnia, localizacdo geograéigaela condicdo
da populacdo estudada, justificam a necessidadeealizacdo de estudos em diferentes
populacdes e racas. Além disso, é importante avali@esenca e a expressao dos diferentes tipos
de viruléncia, relacionando estes achados com gadamento clinico da doenca periodontal,
contribuindo assim para a identificacdo de indio&lule risco. Este estudo pretende avaliar o
perfil clinico periodontal e microbioldgico dos imitluos portadores de periodontite agressiva

genralizada, na cidade de Fortaleza, estado d@aQeaiNordeste brasileiro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Selecéo dos Estudos

Para a selecdo dos artigos utilizados nesta revVigsécealizada uma busca na base
bibliografica PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), utilizando os sege@ descritores:
“periodontite agressiva”, “fatores de viruléncidimbria” e “fimA” devidamente traduzidos para
a lingua inglesa. Os descritores foram utilizadatadamente ou em combinacé@Em disso,
buscas utilizando os mesmos tdpicos foram realizada peridédicos que publicam estudos sobre
Microbiologia Oral.

Foram incluidos nesta revisdo apenas estudos adirgoe procuraram avaliar a
relacdo entre as condi¢des periodontais e os ditsyegendtipos dBmA. Foram selecionados
guatorze estudos que estdo dispostos no quadrroabai ordem cronoldgica de publicacédo
(AMANO et al., 1999; AMANO et al., 2000; AMANO et al., 2001; ASANOet al., 2003;
BEIKLER et al., 2003; MISSAILIDISet al., 2004; VAN DER PLOEGt al., 2004; FUJISEet
al., 2005; MIURA et al., 2005; TAMURA et al. 2005; AKIYAMA et al., 2006; DAVILA-
PEREZet al., 2007; ZHAO et al. 2007; TEIXEIRAt al., 2009).



Quadro 1 — Estudos que avaliaram a condi¢éo pertatle sua relacdo com os diferentes gendétipdisrde

AUTOR AVALIACAO CONDICAO METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) MICROBIOLOGICA PERIODONTAL*
Biofilme subgengival e saliva Periodontite (PS 4 mm) PCR - P. gingivalis foi detectada em 73 pacientes (78,5%).
Amanoet de 93 individuos japoneses - Um anico gene d&mA foi detectado na maioria dos
al. (1999) (19-79 anos) pacientes.
- A distribuic&o dos quatro tipos flenA entre os
pacientes positivos paRa gingivalis foi: tipo Il (58,9%),
tipo IV (12,3%), tipo Il (6,8%) e tipo | (5,4%).
- Cepas dé@. gingivalis do tipo Il sdo mais
predominantes em pacientes com periodontite.
- P. gingivalis comfimA tipo Il foi detectada mais
frequentemente em bolsas periodontais profundas.
Biofilme dental de 519 Saudaveis e periodontite (H PCR - Pg foi detectada em 36,3% dos individuos saudavei
Amanoet individuos: 380 adultos >5mm) em 87,1% dos pacientes com periodontite.
al. (2000) | saudaveis periodontalmente e - Dentre os adultos saudaveis, positivos [PaydimA
139 pacientes com tipo | foi a mais prevalente (76,1%), seguida piglo V.
periodontite (30-70 anos) - A maioria dos pacientes com periodontite apresant
fimA tipo Il (66,1%), seguida pelo tipo IV.
Biofilme subgengival de 67 | Periodontite (P$ 3,5 mm) PCR - A ocorréncia de. gingivalis comfimA tipo Il foi
Amanoet | adultos jovens japoneses cone Gengivite significantemente associada a periodontite nosagrup
al (2001) | Sindrome de Down e 41 com Sindrome de Down e com doeng¢a meiwotidy

individuos com deficiéncia
mental
(20-35ano0s)

ratios de 6,32% e 12,03%, respectivamente).
- Os gendtipo§imA tipos | e Il foram frequentemente
detectados nos grupos de pacientes com gengivite.

13



Quadro 1- Estudos que avaliaram a condicao periodontal eedagdo com os diferentes genodtiposfimA

AUTOR AVALIACAO CONDICAO
(ANO) MICROBIOLOGICA PERIODONTAL* METODO PRINCIPAIS ACHADOS
Biofilme de 14 pacientes Periodontite (pelo menos 4 Padrdo de | - fimAtipo Il foi detectada em cinco de seis casais
Asanoet com periodontite e seus sitios com PS >4 mm e pelo eletroforese | (83,3%) com cepas idénticeds P. gingivalis .
al. (2003) | respectivos conjuges (30-70 menos 1 defeito intradsseo) em campo | - A proporgdo déimA tipo Il em cepas isoladas de casai
anos) e 32 amostras de pulsado com provavel transmisséo intrafamiliar foi
biofilme subgengival de 47 significantemente maior do que no grupo de pacsente
pacientes com periodontite PCR com periodontite ou no grupo de casais sem evidéng
(24 -70 anos) de transmissao.
Beikleret | Biofilme subgengivalgool) Periodontite crénica ou PCR - Pg foi detectada em 50,25% dos individuos
al. (2003) de 102 individuos agressiva (moderada a caucasianos com periodontite.
caucasianos (positivos parp severa) - Os gendtipo§imA tipos Il, | e IV foram predominantes
Pg) em pacientes caucasianos com periodontite.
- Nao houve diferenga estatistica na associacéie est
varios gendtipos diémA e a severidade da doenga.
Missailidis | Biofilme subgengival de 102 Saudaveis, gengivite, PCR - Pg foi detectada em 51 dos 57 pacientes com
etal. individuos (14-75 anos) de | periodontite cronica e periodontite (89,4%).
(2004) uma populacéo multirracial | periodontite agressiva - P. gingivalis foi detectada em 146 dos 302 sitios

do Brasil

analisados (48,3%).

- Pg foi detectada em 11 dos 133 sitios sem destruicdo

periodontal (8,3%) e em 135 dos 169 sitios com
periodontite (79,9%).

- Cepas tipo Il d®. gingivalis seguidas pelo tipo Ib séo
mais prevalentes em pacientes com periodontite.

S
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Quadro 1 — Estudos que avaliaram a condicao periable sua relacdo com os diferentes gendtipdsrde

AUTOR AVALIACAO CONDICAO
(ANO) MICROBIOLOGICA PERIODONTAL* METODO PRINCIPAIS ACHADOS
Van der Biofilme dental pool) de Periodontite CrénicaX4 | PCR em tempo| - Pg foi detectada em 71% das amostras de pacientes
Ploeget al. 50 individuos europeus: 17sitios com PS e perda de real com periodontite crénica e em 9% das amostras de
(2004) com periodontite crbnica | insercadc>4 mm) e individuos saudaveis.
(38 - 81 anos) e 33 saudaveis Imunofluores- | - 73% das amostras positivas pBraingivalis
periodontalmente céncia apresentavam multiplos genétidasA.
saudaveis (19 - 46 anos) - Gendtipo Il predominou em 60% das amostras.
- Gendtipo IV apresentou prevaléncia similar ao do
genodtipo Il (73%), mas predominou em apenas 20%
amostras.
Fujiseet al. | Biofilme subgengival de | Periodontite cronica PCR - Os dados iniciais mostraram uma maior frequédeia
(2005) sitios profundos sitios positivos parimA tipo Il do que para os tipos Ib
(PS>4 mm) e com l.
sangramento a sondagenmn - Ainvestigacao longitudinal indicou que os sitios
inicialmente positivos parfamA tipo | apresentaram um
maior frequiéncia de sangramento a sondagem petsis
apos o tratamento do que os sitios negativosfpaga
tipo | (51,6%versus 27.9%).
Miuraet al. | Biofilme subgengival de | Periodontite agressiva PCR em tempo| - Maior prevaléncia dBmA tipo Il em pacientes com
(2005) 40 individuos japoneses: | (multiplos sitios com PS > real periodontite agressiva. O segundo gendtipo mais

18 pacientes com
periodontite agressiva (19
34 anos) e 22 adultos
jovens periodontalmente
saudaveis (19-31 anos)

5 mm) e saudaveis

prevalente foi o tipo Ib, seguido pelo tipo I.

- fimA tipo | foi o Gnico gendtipo detectado em pacien
adultos jovens saudaveis periodontalmente.

- O nivel dePg foi significativamente maior em sitios
com fimAtipo | do que em sitios com tipo Il ou Ib, em
pacientes com periodontite agressiva.

das

[¢)

te

es
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Quadro 1 — Estudos que avaliaram a condi¢d@o periabe sua relacdo com os diferentes genotipdisrde

AUTOR AVALIACAO CONDICAO
(ANO) MICROBIOLOGICA PERIODONTAL* METODO PRINCIPAIS ACHADOS
Tamuraet | 650 amostras de saliva de 46&engivite PCR - 3,23% (15) das criangas e adolescentes analisadas
al. (2005) | criangas e adolescentes foram positivas parBg. Todas apresentavam quadro g
japoneses gengivite e estavam na faixa etéria de 6 anos esésma
(3 - 18 anos) 16 anos e 7 meses.
- Os gendtipos I, IV, Il e Ib foram detectados €n38, 2
e 1 individuo, respectivamente. Cinco individuos
apresentaram genotipos nao identificados. O gemdtip
néo foi detectado.
- O gendtipdimA tipo 1V, relacionado a periodontite, fq
0 segundo gendtipo mais frequente em adolescentes
Akiyama | Biofilme subgengival de 75 | Crescimento gengival PCR - GenétipafimA tipo Il foi significantemente mais
etal. individuos epilépticos (10-35 induzido por fenitoina convencional | prevalente nos casos moderados e severos de
(2006) anos) que faziam uso de classificado de acordo com|a crescimento gengival induzido por fenitoina, engoian
fenitoina PS: ndo observado (PS3< PCR em tipo IV predominou em sitios ndo doentes.
mm), moderado (PS entre 3- tempo real | - Os resultados sugerem dglreponema denticola e
5 mm) e severo (PS > 5 mm) Porphyromonas gingivalis comfimA tipo 1l sdo agentes
causais do crescimento gengival induzido por fémito
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Quadro 1 — Estudos que avaliaram a condicao periable sua relacdo com os diferentes gendtipdisrde

AUTOR AVALIACAO CONDICAO METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) MICROBIOLOGICA PERIODONTAL*
Davila- Biofilme subgengival de 75 | Periodontite (perda de PCR - fimAtipo | foi o mais frequentemente detectado (40%)
Perezet individuos colonizados por | inser¢do e PS >5 mm em individuos sem DMT2 e sem periodontite.
al. (2007) | Pg. Grupo 1: 25 individuos | pelo menos 10 sitios) - fimAtipo Ib foi o genétipo mais frequentemente
sem diabetes mellitus tipo 2 detectado (20%) em individuos sem DMT2 e com
(DMT2) e sem periodontite. periodontite .
Grupo 2: 25 individuos sem - Em pacientes com DMT2 e com periodontite, os
DMT2 e com periodontite gendtipodimA tipo | (20%) e tipo Ill (20%) foram os mai
Grupo 3: 25 individuos com frequentemente detectados.
DMT2 e com periodontite
Zhaoet al. | Biofilme subgengival de 251 Periodontite Cronica (PS>4  PCR - GendtipdfimA tipo | foi mais prevalente em adultos
(2007) individuos chineses (25-75 | mm) e saudaveis saudaveis.
anos): 115 com periodontite - GendtipdfimA tipo Il, seguido do genétipo IV, foram
cronica e 136 com saude detectados no grupo de periodontite crénica.
periodontal
Teixeiraet | Biofilme subgengival de Periodontite Cronica (pelo PCR em | - P.gingivalis e gendtipdimA tipo IV foram detectados
al. (2009) | sitios com diferentes menos um sitio ndo contigyo tempo real | em todos os individuos. O genétifpmA tipo Il foi
profundidades a sondagem| com PSentre 5e 7 mme detectado em 18 (90%) individuos.
de 20 individuos brasileiros| perda de insercao clinica - Os gendtipodimA 1l e fimA IV foram detectados em 47
fumantes (30-52 anos) entre 5 e 10 mm) (28%) e 117 sitios (69,6%), respectivamente.
- O aumento dos niveis do gendtipo 1V foi associaolo
aumento da profundidade a sondagem.

PCR- Reagdo em cadeia da polimerase

Pg- Porphyromonas gingivalis

PS- Eiidhde de sondagem

fimA- gendtipo dePorphyromonas gingivalis * da forma como descrita pelos autores

em
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Porphyromonas gingivalis € um patdégeno periodontal predominante que express
inUmeros fatores de viruléncia que podem contripaia a patogénese da periodontite. Dentre
eles, as fimbrias principais &e gingivalis sédo importantes fatores que influenciam a inidaga
progressdo da doenca (HAMADAt al., 1998). As fimbrias sdo as principais estruturas
responsaveis pela aderéncia da bactéria aos contpersalivares humanos e a uma variedade de
células do hospedeiro, como: macréfagos, céluldsliegs e fibroblastos (AMANO, 2003).
Além disso, as fimbrias sdo essenciais para adovaacteriana e a coloniza¢do da cavidade oral
(NAKAGAWA et al., 2002b). A fimbria principal dB. gingivalis € codificada pelo gerfanA e
variacfes alélicas neste gene podem diferenciacttia quanto ao seu potencial patogénico.
Baseado nestas variacdes, seis gendtipos forattificktos: fimA I, Ib, 11, 1ll, IV e V (AMANO
etal., 1999; AMANOEet al., 2000; NAKAGAWA et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2002b).

Estudos tém demonstrado que fimbrias Rlegingivalis sdo capazes de induzir a
producdo de citocinas, como a interleucina (ILHX6, IL-8 e o TNFa (fator de necrose
tumoral), a partir de fibroblastos, macréfagos kilagé epiteliais (HANAZAWAEet al., 1991;
HIROSE et al., 1996; OGAWA; UCHIDA; HAMADA, 1994). Estas citocisasdo mediadores
imunolégicos importantes na inflamacao periodomtaha destruicdo do tecido periodontal.
Suganoet al. (2004) avaliaram dois tipdsmA de P. gingivalis (I e 1l) quanto ao seu grau de
inducéo de citocina e observaram ¢jueA tipo Il prolonga o tempo de resposta da citocina.

Diferencas nos potenciais de viruléncia dos genéfiipmA foram avaliadas através
de modelo para injecdo subcutanea em roedores a@elonale abscesso em camundongos
(INABA et al., 2008; NAKANO et al., 2004). Segundo Nakaret al. (2004), o genétipo II,
seguido dos tipos Ib, IV e V, causa sintomas infsws e alteracfes inflamatorias mais fortes do
gue os gendtipos | e lll. Nakagawial. (2002a) relataram que clonigsA tipo Il apresentam
maior capacidade de aderir e invadir células epitchumanas do que os outros tipos de clones
fimA.

GenotiposfimA tipo 1l foram frequentemente associados a vaijpsstde doenca
periodontal, como periodontite cronica avancadaNM2ER PLOEGset al., 2004; ZHAOet al.,
2007), periodontite agressiva (MIUR& al., 2005) e periodontite refrataria (ENERSEN, 2008).
Além disso, a presenca do genotipomA tipo Il de P. gingivalis demonstrou ter uma relacéo

significativa com o crescimento gengival induzidw fenitoina, sendo maggevalente em sitios
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com crescimento gengival moderado e severo (prafadd & sondagem 3-5mm e > 5 mm)
(AKIYAMA et al., 2006).

Estudos relacionaram a distribuicdo dos gendtipmé de P. gingivalis com os
parametros clinicos periodontais (AMAN®al., 1999; FUJISEt al., 2005; TEIXEIRAet al.,
2009; ZHAO et al., 2007). O gendtipdimA 1l foi detectado mais frequentemente em bolsas
periodontais profundas e uma diferenca signifieatie ocorréncia foi observada entre bolsas
rasas (4 mm) e profundas 8 mm) (AMANO et al., 1999). Zhacet al. (2007) observaram uma
maior prevaléncia dos genoétiptisA tipo 1l e IV nos grupos de individuos com periotiien
cronica que apresentaram profundidade de sondagem6dmm €> 7 mm e sangramento a
sondagem. Estes resultados demonstraram associagagenaotipos Il e IV com a iniciacdo e
progressao da periodontite. Fujieteal. (2005), através de um estudo longitudinal, cdrafn
gue os sitios positivos pafanA tipo | apresentaram uma frequéncia maior de sargt a
sondagem persistente apos o tratamento ndo-cioldgiciue os sitios negativos péreA tipo I.
Teixeiraet al. (2009) correlacionaram niveis de gendtipos 1l ed®/fimA de P. gingivalis e
profundidade de sondagem em pacientes fumantepeoadontite cronica e observaram que 0s
niveis deP. gingivalis foram maiores em bolsas periodontais profundag (mm) do que em
rasas ou intermediarias. Os autores ndo obserdifarenca no nivel medio do gendtipo Il de
acordo com a profundidade de sondagem. Contudojvess de gendtipo IV aumentaram de
forma significante com o aumento da profundidadsatelagem. Através da técnica da Reacgdo
em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional, Zhab. (2007) observaram uma incidéncia
menor do gendtipdimA tipo IV no grupo com profundidade de sondagem mm do que no
grupo com profundidade de sondagem de 4-6 mm.

Estudos sugerem a relacdo da distribuicdo dos igesdtmA com a idade e/ou
género dos participantes envolvidos (AMANOal., 1999; AMANO et al., 2000; TAMURA &t
al., 2005). Amanoet al. (1999) e Amancet al. (2000) destacaram a maior prevaléncia do
gendtipo fimA tipo Il em pacientes com periodontite na faixariatédde 36 a 57 anos
(preferencialmente mulheres) e na faixa etaria@ea 30 anos, respectivamente. Tamiral.
(2005) investigaram a distribuicdo dos gendtipimsA de P. gingivalis em 15 criangas e
adolescentes na faixa etaria de 6 a 16 anos codrajda gengivite. Os autores detectaram a
presenca dos genotiptisnA tipos I, Ib, 11l e IV. O tipo IV foi encontrado emnés participantes

mais velhos (11 anos e 6 meses, 16 anos e 1 n@are4d e 7 meses). Por outro lado, o gendtipo
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fimA tipo 1l deP. gingivalis ndo foi detectado na amostra analisada. Diferdodeestudos acima
citados, Zhaat al. (2007) ndo encontraram diferenca significativaeeatdistribuicdo dos varios
gendtiposfimA e a idade, em uma amostra de 94 individuos positparaP. gingivalis com
periodontite crénica.

Os gendtipodimA tipos Il e IV foram amplamente distribuidos enineividuos
adultos com periodontite (AMANG@t al., 1999; AMANO et al., 2000). Amancet al. (1999)
investigaram a prevaléncia de quatro gendtipomé de P. gingivalis (tipos |, II, 1l e IV) em
amostras de saliva e biofilme de 93 pacientes cemogontite, na faixa etaria de 19 a 79 anos,
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (FRCBingivalis foi detectada em 78,5% dos
individuos e o gendtipo mais prevalente foi o 1ip®8,4%), seguido do tipo IV. Posteriormente,
Nakagaweet al. (2000) investigaram a presenca do gendiipé tipo V na amostra do estudo de
Amano et al. (1999). Os autores destacaram a ocorréncia dotigeniipo V em 12 dos 73
(16,4%) individuos positivos paRa gingivalis. Estes achados foram confirmados po@ano et
al. (2000) com uma amostra de 139 pacientes comdumetiibe na faixa etaria de 30 a 70 anos.
Ambos os estudos ocorreram em uma area limitadajrpo a Osaka, Japéo, e os individuos
envolvidos pertenciam a uma mesma raca (japonédémn disso, os individuos analisados
apresentaram cepas fil@mA sem tipo identificado, indicando que mais do gueagenatipos (I,

I, 1ll, IV e V) poderiam existir relacionadoska gingivalis.

Amano et al. (2001) também observaram uma associacdo significantre o
gendtipofimA tipo Il e periodontite em pacientes com SindromeDadsvn e em individuos
saudaveis sistemicamente com deficiéncia mentfdira etaria de 20 a 35 anos. Apesar de nao
ter sido associado a periodontite, o gendfip@\ tipo | foi frequentemente detectado e o tipo IV
foi encontrado em uma menor freqiiéncia, contrastanth os estudos de Amaaioal. (1999) e
Amanoet al., (2000). Contudo, com a identificacdo do gendfiptA tipo Ib, Nakagawaet al.
(2002) reavaliaram as amostras do estudo de Artaado(2001) e destacaram a relacdo do tipo
Ib, variante ddimA tipo I, com a periodontite em individuos com Samde de Down ou com
deficiéncia mental. Além disso, os autores idesgifam a forte relacdo entre periodontite e tipos
especificos déimA, como: tipo II, IV e Ib em uma amostra de 192 wiidlios com periodontite
positivos pard. gingivalis. Os tipos | e V foram detectados em frequénciasonss.

Trés estudos, citados no quadro 1, investigaramtabdiicido dos gendtipdemA de
P. gingivalis em individuos com periodontite crénica (TEIXEIRA al., 2009; VAN DER
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PLOEGet al., 2004; ZHAOet al., 2007). De acordo com os achados, os gendtipdstipos 1l e

IV foram frequentemente detectados no grupo desptes, porém diferencas na prevaléncia dos
gendtipos foram observadas entre os estudos. Ndcede Zhacet al. (2007), o gendtipdimA

tipo Il foi frequentemente detectado (43,6%) nopgrude pacientes, seguido pelo tipo IV
(30,9%). Por outro lado, os estudos de Van derghébal. (2004) e Teixeirat al. (2009)
revelaram uma prevaléncia maior do gendfip® tipo IV comparada com o tipo Il, através da
andlise das amostras de biofilme subgengival pelsida do PCR em tempo real.

A distribuicdo dos gendtipoBmA de P. gingivalis em individuos com quadro de
gengivite foi investigada em estudos no Japao Brasil (AMANO et al., 2001; MISSAILIDIS
et al.,, 2004; TAMURA et al., 2005). De acordo com os estudos de Amenal. (2001) e de
Tamuraet al. (2005), o gendtipdimA tipo | foi o mais prevalente em adultos jovengrazas e
adolescentes com gengivite e diferentes condici&&nscas. O segundo gendtipo mais
prevalente foi o tipo IV e o tipo Il na faixa etde 6 a 16 anos e 20 a 35 anos, respectivamente.
No Brasil, individuos com quadro de gengivite nadaetaria de 14 a 75 anos apresentaram o
genotipofimA tipo IV como sendo o mais prevalente, seguidotghus | e Il (MISSAILIDIS et
al., 2004). A presenca dos genotigogA tipo 1l e IV em individuos com gengivite pode sen
fator de risco para o desenvolvimento da doenc&dgmmtal, visto que a ocorréncia destes
genotipos foi associada a periodontite (AMAMNAI., 2000; ZHAOet al., 2007).

Estudos na Alemanha e Brasil (BEIKLERal., 2003; MISSAILIDISet al., 2004),
envolvendo individuos com quadros de periodontitednica e agressiva), apresentaram
diferencas na prevaléncia Begingivalis (50,25% e 89,5%, respectivamente). Estas variagdes
prevaléncia podem ter sido influenciadas pelasetifgas na etnia e na localizacdo geografica da
populacdo estudada. Com relacdo a prevaléncia elodtigosfimA, Beikler et al. (2003) e
Missailidis et al. (2004) relataram que o gendtifpmA tipo Il foi o mais prevalente no grupo de
pacientes, seguido pelos tipos | e Ib, respectimdende forma semelhante, Miugaal .(2005),
em estudo qualitativo envolvendo pacientes japanesen periodontite agressiva, detectaram
mais frequentemente o gendtipo I, seguido pelosstilb e I. J& em individuos saudaveis, o
gendtipo | foi o Unico detectado. Contudo, é imgote destacar que os niveisRigingivalis do
tipo fimA | foram menores nos sitios de individuos saudgi®dontalmente do que nos sitios
fimA tipo | de pacientes com periodontite agressiva. igtividuos mexicanos com diabetes

mellitus tipo Il e com quadro de periodontite, DasRerezet al. (2007) observaram uma maior
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prevaléncia dos genotipisnA tipos | e 1ll. Por outro lado, nos pacientes seaetes, mas com
periodontite, o gendtiphhmA tipo Ib foi 0 mais frequentemente detectado, skgpelo tipos Il e
I. De acordo com os resultados relatados, observgue o0 gendtipdimA tipo | pode ser
detectado tanto em sitios de pacientes com petiibelguanto em sitios de individuos saudaveis,
porém o potencial patogénico sera influenciado pelmento quantitativo de. gingivalis do
tipo fimA | nos sitios. De acordo com Miuehal. (2005), apesar dbimA tipo | apresentar uma
menor capacidade para aderir e invadir tecidosodpéteiro do que fomA tipo Il, 0 aumento do
namero deP. gingivalis comfimA tipo | pode facilitar a agédo dos fatores de viraiér{fimbria e
proteinases).

Miura et al. (2005) investigaram em seu estudo a prevaléndagdootipos démA
de P. gingivalis em dezoito japoneses com periodontite agressigapdbticipantes deveriam
exibir destruicdo periodontal severa e profundidad®endagem > 5 mm em mudltiplos sitios. Os
autores ressaltaram a forte associacdo entre digerdd tipo 1l e o quadro de periodontite
agressiva, poréem destacaram que o nivelPdgingivalis nos sitios comfimA tipo | foi
significantemente maior do que nos sitios colorogadelos outros gendtipos. Estes achados
diferem dos resultados encontrados por outros estizgnbém com a populacdo asiatica, onde os
genotipodimA tipos Il e IV foram frequentemente detectados ecigmtes com periodontite e o
genotipofimA tipo | foi encontrado apenas em individuos condegieriodontal (AMANGCet al .,
1999; AMANO et al., 2000). O estudo de Miurat al. (2005) foi o Unico que analisou,
especificamente, a prevaléncia dos gendtifpod em pacientes com periodontite agressiva,
impossibilitando uma comparacdo com os estudoseaildeB et al. (2003) e Missailidist al.
(2004) que apresentaram, em conjunto, a distribudg®s diferentes genotipos em individuos
com periodontite (cronica ou agressiva). Além digsinportante destacar que o estudo de Miura
et al. (2005)utilizou uma técnica quantitativa (PCR em tempd) igara a anélise microbiologica
e 0s demais estudos utilizaram um método quantt@8CR convencional).

Estudos prévios realizados no Japdo revelaram wrta fissociacdo entrB.
gingivalis e periodontite agressiva nessa populacdo (TAKEULHIL, 2003; YANO-HIGUCHI
et al. 2000). Segundo Zhaa al. (2007), a proporgdo de. gingivalis varia entre individuos de
diferentes etnias, localizacbes geograficas e c¢Oedi periodontais e, consequentemente,
algumas populagcdes apresentam maior risco de d#gendoenca periodontal do que outras. No

Brasil, Faveriet al. (2009) comparam o perfil microbiano de individumsm periodontite
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cronica, periodontite agressiva generalizada eg@enitite agressiva localizada e destacaram que
os niveis deP. gingivalis foram mais elevados nos individuos com periodensigressiva
generalizada. Cortellet al. (2005), em estudo com individuos brasileiros comadgos de
periodontite agressiva e cronica, relataram déephyromonas gingivalis foi o patégeno
periodontal mais prevalente em ambos os gruposadts, sendo detectado em 80% e 68% dos
individuos, respectivamente. De forma semelhantgar@o et al. (2005) encontraram uma
prevaléncia elevada dB. gingivalis em individuos chilenos com periodontite agressiva
periodontite crénica (88,8% e 76,4%, respectivagjenBragaet al. (2010) detectaranti.
gingivalis em 70% dos pacientes brasileiros (30-60 anos) pemodontite cronica. No sudeste
asiatico (Tailandia)P. gingivalis foi encontrada em 70,9% dos 453 individuos (3245@s) com
periodontite cronica (TORRUNGRUANGt al., 2009). Beikleret al. (2003), na Alemanha,
encontraram 102 individuos caucasianos (50,25%)) qaadro de periodontite (cronica ou
agressiva), colonizados pBrgingivalis.

Familiares com periodontite severa infectadosiaingivalis podem ser uma fonte
de infeccdo para os outros membros da familiaarrdcdes sobre essa transmissdo podem ser
importantes na prevencdo de novas infeccoes (ASAHICal.,, 2003). Estudos prévios
investigaram a possibilidade de transmissdo desceleaP. gingivalis entre cOnjuges pela
utilizacdo de varios métodos, como: endonucleaseesteicdo do DNA e PCR com primers
arbitrarios (ASIKAINEN; CHEN; SLOTS, 1996; VAN STRBBERGEN et al., 1993). Em seus
achados, Asanet al. (2003) demonstraram que o padrao de eletroforeseagnpo pulsado de
cepas dé°. gingivalis de maridos e esposas correspondentes foi idépai@ seis dos 14 casais
selecionados. Em cinco destes seis casais (83@3%as deP. gingivalis eramfimA tipo Il,
sugerindo que o tipo Il € um importante fator pararansmissdo d@. gingivalis entre os
cbnjuges. No intuito de avaliar a probabilidaderdasmissao de. gingivalis em familias com
periodontite, Asikainen, Chen e Slots (1996) retataque familias que tem um dos conjuges
positivos pard@. gingivalis apresentam a probabilidade de transmissao injeigalrde 20%. Por
outro lado, criancas apresentam um risco muito meeoserem infectadas com a cepaPde
gingivalis de um pai infectado. Tuite-McDonnedl al. (1997) examinaram 564 individuos (4
bisavos, 165 avos, 206 pais e 189 filhos) de 164l oriundas de Ohio (EUA) no intuito de

investigar a transmissdo @k gingivalis nestas familias. Os autores destacaram que ot@onta
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com uma pessoa da familia infectada pela bactarraeata substancialmente o risco de

colonizacdo em casais, criancas e seus pais, adu#ioas maes e irmaos.
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3 OBJETIVOS

» Detectar a presenca d gingivalis e dos gendtipo§mA Il e fimA IV de P.
gingivalis em individuos portadores de periodontite agresgiveeralizada.
* Relacionar a presenca &egingivalis e dos gendtipoBmA 1l e fimA IV com os

parametros clinicos.
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4 METODOS

4.1 Selecdo da Amostra

Este foi um estudo transversal, realizado com sepwa avaliagdo de 40 pacientes
portadores de periodontite agressiva generalizBeatre os pacientes da amostra, foram
analisados nove pares de familiares, sendo cines jgie irmaos e quatro de pais e filhos.

Os participantes foram selecionados dentre os meei@ram atendimento na Clinica
de Periodontia da Faculdade de Farmacia, Odontboldnfermagem da Universidade Federal
do Ceara, Brasil. Ainidade € uma das referéncias para o tratamendoateas periodontais no
Estado do Ceara e na Regido Metropolitana de Eadal

Os portadores de periodontite agressiva foram ititzsdos de acordo com o0s
critérios clinicos sugeridos pela Academia Americaie Periodontologia (AAP) (TONETTI;
MOMBELLI, 1999):

- periodontite agressiva localizada - perda dergé@seinterproximal em pelo menos
dois dentes permanentes, um dos quais primeirorngoénvolvendo ndo mais do que dois dentes
além de incisivos e primeiros molares; e

- periodontite agressiva generalizada - perda sler¢do interproximal generalizada,
afetando trés dentes permanentes além de incisigameiros molares.

Tanto a periodontite agressiva localizada quantimrema generalizada deveriam
acometer individuos sistemicamente saudaveis e&pita perda de insercdo e destruicdo 0ssea.

Os individuos ndo deveriam ter recebido tratamemieodontal nos ultimos seis
meses, ter realizado antibioticoterapia nos Ultitmés meses, apresentar alteragfes sistémicas
gue interferissem nas condi¢cdes periodontaiszatilmedicamentos que estivessem associados
ao crescimento gengival e estar em periodo dedgavu lactacao.

O protocolo de pesquisa foi submetido ao Comité Efiea em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara tendo sido aprovadd3203/2008, sob o n° 20/08 (ANEXO A).
Todos os participantes e 0s responsaveis foramniaios sobre os propdsitos do estudo e

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esithltd ANEXO B).
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4.2 Procedimentos Clinicos

O exame clinico periodontal foi realizado em todmss dentes, exceto terceiros

molares. Os seguintes parametros foram avaliados:

indice de placa (AINAMO; BAY, 1975) - observou-sepeesenca de placa bacteriana
visivel nas faces vestibular, palatina ou lingualesial e distal, sendo o indice
determinado pela porcentagem das faces com placala@gdo a todas as faces presentes;
indice gengival (AINAMO; BAY, 1975) - foi observada presenca de sangramento
marginal por até dez segundos apés a penetracdonda periodontal 0,5 mm no sulco
gengival, nas faces vestibular, palatina ou lingonsial e distal, e o indice determinado
pela porcentagem das faces sangrantes em relagdasaas faces presentes;
Profundidade de sondagem (mm) - valor obtido cosehb@a margem gengival até o
fundo do sitio periodontal; e

Nivel de insergéo clinico (mm) - valor obtido dagéo cemento-esmalte até o fundo do
sitio periodontal.

Os parametros clinicos profundidade de sondageiet eie insercdo clinico foram

examinados em seis sitios (mesiovestibular, vdatipdistovestibular, mesiolingual, lingual e

distolingual).

O exame clinico periodontal foi realizado com adsoperiodontal PCP-UNC 1por

Unico examinador, calibrado antes e durante o estsdndo utilizado um teste estatistico

apropriado para estas afericdes (APENDICE A).

! Trinity IndUstria e Comércio Ltda., Sdo Paulo-SPysi.
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4.3 Procedimentos Microbiolégicos

4.3.1 Coleta das Amostras

Amostras de placa bacteriana subgengival foramtamds com cones de papel
estéreié (tamanho 35), com a insercdo de dois cones moesitiolhido, por 20 segundos. Foram
coletadas de sitios proximais de dentes com madtapde insercdo e maior profundidade de
sondagem, tendo sido uma amostra representativadadepaciente.

Previamente a coleta, a placa bacteriana supraggrigi removida com curetas ou
pelotas de algodao estéreis e a area isolada detesale algodao estéreis. Apds a coleta, as
amostras foram imersas em microtubos contendo dendolucéo de Ringer (8,69 NaCl, 0,39
KCl, 0,33g CaCl.2H,0 em 1000ml KO) e acondicionadas sob temperatura de — 80°Geadén
manipuladas. A avaliacdo microbiologica foi real@ano Laboratorio de Microbiologia do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidad&ae Paulo.

4.3.2 Avaliacao Microbioldgica

As amostras foram avaliadas mediante a técnicaalgio em cadeia da polimerase
em tempo real (PCR em tempo real) quanto a presgmfa gingivalis (regido 16S do DNA

ribossémico) e dos gendtiptimA tipo Il e tipo 1V, utilizando iniciadores especiik (Tabela 1).

4.3.3 Andlise Quantitativa de. gingivalis e dos GendtipoSmA Il e fimA IV por Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real

4.3.3.1 Extracdo de DNA das Amostras de Biofilmbdgaugival
As amostras bacterianas coletadas foram previamesparadas comlat InstaGene
Purification MatrixJ® (APENDICE B) para extracdo do DNA.

2 DENTSPLY Ind. E Com. Ltda. - Rio de Janeiro, Brasil
% BioRad Laboratories. Hercules, CA — EUA.



29

4.3.3.2 Padrdes para o PCR em Tempo Real

Para obtencdo da curva padrdo, utilizada cpam@metro na quantificagcdo das
amostras, foram utilizadas diluicdes sucessivaplaemideos apresentando uma copia clonada
de cada gene analisado §IBNA deP. gingivalis, fimA Il e fimA 1V) e estas usadas como DNA
molde em reacdo de PCR em tempo real. Cepasngivalis HW24D-1 eP. gingivalis W83

foram utilizados como fonte de DNA para amplificactds alelosimAll e IV.

4.3.3.3 Anélise Quantitativa dre gingivalis e de cada um dos Gendétipos

A andlise quantitativa foi realizada através de PE€R tempo real, utilizando
termociclador StepOnePl}¥ Real-Time PCR Systems e os produtos detectados por
fluorescéncia usando kit Quantimix Easy SY& seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Para cada reacéo, foram utilizados|kfe|Sybf Green, 1pl DNA molde, 200 mM
de cada iniciador (Tabela 1) e agua milliQ estésilalizando um volume de 20ul. Para a curva
padrdo, foram realizadas reacdes contendo como Biie 1 a 1x1Dcépias de cada gene
analisado (1&RNA, fimA 1l e fimA 1V) utlizando-se os plasmideos pTOR3Pg,
pTOPdimAll e pTOPGImMAIV, respectivamente. Como controle negativo, fdciathada agua
milliQ estéril ao invés de DNA molde. As reacdesafo realizadas com pré-incubacgéo 95°C por
10 minutos, seguida de 35 ciclos de desnatura@&d@ por 15 segundos e anelamento a 60°C
por 1 minuto e extensao final a 72°C por 20 segsindlodas as reacfes foram feitas em placas

MicroAmp® optical 96-well com adesivos épticos MicroAmp

* Applied Biosystems. Fost@r City, CA — EUA.
® Biotools. Madri, Espanha.

6 Applied Biosystems. Foster City, CA — EUA.
! Applied Biosystems. Foster City, CA — EUA.



30

A fluorescéncia foi detectada apds cada ciclo eesgmtada em grafico utilizando
software StepOn&® Software v 2.1. Para garantir a especificidadepdodutos detectados por
fluorescéncia e evitar a deteccdo de dimeros aéadlures, a deteccao foi realizada em uma
temperatura proxima ao da temperatura de dissacamsiamplicons.

Todas as amostras e cada diluicdo dos plasmideasapaurva padrao foram analisadas

em triplicata.

4.3.3.4 Andlise da Curva de Dissociagao

Apoés a reacdo, foi realizada a curva de dissocipa#® verificar a especificidade
dos amplicons. Foram realizados 25 ciclos de 3Qirskygs com aumento de 1°C por ciclo,
iniciando-se em 70°C até atingir a temperatura 88C9 A temperatura de dissociagdo do
amplicon gerado pelos iniciadores espécie espesifiara o gene S6RNA de P. gingivalis é
87,5°C e dos gendsmA Il efimA IV € 83,5°C (VAN DER PLOEt al., 2004).

Assim, a deteccao da presenca Riegingivalis foi realizada a 83°C e dos
genotipodimAll e fimA IV a 81°C.

Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizadoa paterminagéo de. gingivalis, do gendtipdimA Il e fimA IV e

tamanho do produto esperado.

Gene Iniciadores Sequéncia Nucleotidica (5’ - 3) Produto (pb)
P. gingivalis Pg rRNAf 5 TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAAACC 3’
16SrRNA Pg rRNAr 5 ACG TCATCCCCACCTTCCTC?3 197
fimA Il FimA Il upper 5 ACA ACT ATACTT ATG ACAATGG 3

FimA lower 5" AACCCC GCT CCCTGTATTCCG A3 257
fimA IV FimA IV upper 5 CTATTC AGG TGC TAT TACCCAA 3

FimA lower 5" AAC CCC GCT CCC TGTATTCCG A 3 251

Fonte: (AMANOet al., 1999; AMANOet al., 2000)

® Applied Buisystems, Foster City, CA — EUA.
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4 4 Analise Estatistica

Os dados clinicos dos individuos foram submetidosTaste de Normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Para comparacéo desses dados @ngrupos, foram utilizados o Teste t
nao pareado ou o Teste M&ann-Whitney, quando os dados apresentaram normalidade ou néao,
respectivamente. Para avaliar a relagéo entresamga dé°. gingivalis e defimA tipo Il e fimA
tipo IV e idade ou género dos pacientes foramzatilos o Teste do Qui-quadrado e analise de
odds ratio.

Em todos os procedimentos, foi adotado um nivdigeificancia de 5% para a tomada
da decisdo quanto a validade das hipoteses testadasalise dos dados foi realizada com a

utilizacdo dosoftware GraphPad Instat

° Graph Pad Software Inc. San-Diego, CA-EUA.
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5 RESULTADOS

A amostra estudada foi composta por 40 individuos @eriodontite agressiva
generalizada (24 mulheres, 16 homens, com médidadie de 29,7 anos e variacao de 10-42
anos). Dentre os pacientes da amostra, foram adafisnove pares de familiares, sendo cinco
pares de irméos e quatro de pais e filhos. A tabelpresenta a amostra estudada com a idade e
as caracteristicas clinicas periodontais, refesemtedice de placa (IP), indice gengival (IG), PS
(profundidade de sondagem) e NIC (nivel de insectiaaco). A média de PS e de NIC de todos
os sitios analisados foi respectivamente, 3,5 nti8+1m e 3,9 mm £ 1,1 mm. A média de IP foi
31,2 % £ 18,5 % e a média de IG de 14,1 % £ 9,2 %.
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Tabela 2 - Distribui¢cdo dos pacientes com peridgtoagressiva pela idade e caracteristicas clipiessdontais

GRUPO PERIODONTITE AGRESSIVA
(PAG)
N 40
Média de idade em anos 29,7 £8,1
(variacado) (10-42)
PS (média mm) 35+ 0,8
NIC (média mm) 39+11
IG (média %) 14,1£9.2
IP (média %) 31,2+18,5

PS - profundidade de sondagem NIC elrde inser¢éo clinico
IG - indicermival IP - indide placa
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A tabela 3 apresenta a condic&o periodontal delacmm a presenca ou auséncia de
P. gingivalis no grupo estudado. Dos 40 pacientes com periddoatjressiva, 26 (65%)
individuos, com média de idade de 31,4 anos, astguasitivos paraP. gingivalis. Nao foi
observada diferenca estatistica quando comparadealares de PS e NIC do sitio coletado dos

pacientes positivos e negativos pargingivalis.

Tabela 3 — Presenca Begingivalis e média de parametros clinicos periodontais nios sitilizados para analise

microbiana

GRUPOS PERIODONTITE PERIODONTITE
AGRESSIVA AGRESSIVA
(Pg +) (Pg-)
N 26 14
% (65%) (35%)
Média de idade em 31,4 £8,0 26,8+79
anos
(variacéo) (10-42) (14-42)
PS (mm) (SC) 9,1+ 2,3 84+24
NIC (mm) (SC) 9,6 +3,0 9,1+3,3

PS- profundidade de sondagem

NIC - nigensergdo clinico
SC - sitidatado para analise microbioldgica

(Pg+) preszaeP. gingivalis (Pg-) auséncia de. gingivalis
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A distribuicdo dos genotipdamA tipo Il e tipo IV deP. gingivalis em 26 individuos
com periodontite agressiva positivos p&ragingivalis estd apresentada na tabela 4. Dentre os
individuos positivos par®. gingivalis, 11 (42%) apresentaram gendtipmA tipo Il, 02 (8%)
gendtipo fimA tipo IV, 05 (19%) genotiposimA tipos Il e IV e 8 individuos (31%) néo
apresentaram nenhum dos genotipos analisados. QipggefimA tipo Il foi frequentemente
detectado na amostra analisada, visto que estegerme em 16 (61,53%) das 26 amostras
positivas para a bactéria estudada. O gendtipa tipo IV foi detectado mais frequentemente
associado ao gendtipbhmA tipo Il. Dentre os nove pares de familiares aadlis, cinco
apresentaram concordancia quanto a presenca oaca&udgéP. gingivalis. Nos quatro pares que
apresentaram presencaRIgjingivalis (2 de pais e filhos e 2 de irméos), também foeolelo o

gendtipofimA 1.

Tabela 4— Distribuicao dos gendétidasA tipo Il e tipo IV deP. gingivalis em 26 individuos com periodontite
agressiva positivos paRa gingivalis

Genotipo deP. N° de individuos
n(%)
gingivalis
fimA 1l 11 (42%)
fimA IV 2 (8%)
fimA IV 5 (19%)
Nenhum dos gendétipos 8 (31%)
analisados

Total 26 (100%)




36

A distribuicdo dos gendtipdemA tipo 1l e tipo IV deP. gingivalis de acordo com a
profundidade a sondagem (PS) dos sitios analissiasapresentada na tabela 5. O gendtipo tipo
Il foi detectado em 81,81% dos sitios com>PB) mm. A ocorréncia dos genotipio®A tipo Il e

tipo IV foi maior em sitios com PS7 mm do que em sitios com PS entre 5-6 mm.

Tabela 5—- Relacdo da distribuicdo dos gendtfpod com a profundidade de sondagem (PS) em pacientes co
periodontite

PS n (%) fimA 1l fimA IV fimAll elV Nenhuma das
fimbrias estudadas

5-6mm 02 (8%) 1 1 - -
7-9mm 13 (50% 4 1 2 6
>10mm 11 (42% 6 - 3 2

Total 26 (10(%) 11 2 5 8

5.1 Curva Padrao

A andlise quantitativa das amostras dos paciemieseélizada comparando-se 0s
dados obtidos apés o PCR em tempo real com odadssalde luminescéncia obtidos na curva
padrédo (dados obtidos com DNA molde das diluicbes ptasmideos com quantidades
padronizadas). Os dados de contagem correspondemtedmero de copias d gingivalis e
dos genefimA por microlitro estdo apresentados no apéndice C.

A curva padrao, com eficiéncia proxima a 100%,dzbtpds a reacdo de tempo real
realizada apenas com as diluicbes de pTOPOl6SBgapstsentada no apéndice D. Curvas
semelhantes foram obtidas com os outros plasmiestoslados. E importante ressaltar que a
curva padréo foi realizada em todas as reacOes a@tware comparar a luminescéncia e

guantificar a amostra.
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5.2 Andlise da curva de dissociacao

A quantificacdo foi baseada na luminescéncia gemuaante a formacdo dos
amplicons. Durante a amplificacéo, o fluorétomoSyBreen se intercala na dupla fita liberando
luz, significando que qualquer produto formadoribleiz, inclusive dimeros de iniciadores. Para
garantir a especificidade dos amplicons, aposgimedoi realizada a curva de dissociagao.

As curvas de dissociacdo (APENDICES E e F), coomsdentes a dissociacédo do
produto de amplificacdo dos gerfesA Il e IV, foram apresentadas na forma de gréficaglob
no software StepOn&® 2.1.

1% Applied Buisystems, Foster City, CA - EUA
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6 DISCUSSAO

A periodontite agressiva esta associada a uma bidteo extremamente virulenta
(MULLALLY et al., 2000) e apresenta uma intensa agregacao fafnilierCARVALHO et al.,
2009; TONETTI; MOMBELLI, 1999; VAN DER VELDENt al., 1993). O periodontopatégeno
Aggregatibacter actinomycetemcomitans € frequentemente detectado em pacientes com
periodontite agressiva localizada, porém estudogerstn que a forma generalizada da
periodontite agressiva, que ocorre em individuogpoocto mais velhos e que afeta a maior parte
da denticdo, pode envolver uma microbiota diferante inclui Porphyromonas gingivalis e
Tannerella forsythensis (anteriormenteBacterioides forsythus) (MULLALLY et al., 2000;
YANO-HIGUCHI et al., 2000). Diante disso, este experimento teve cometiobj avaliar a
presenca dé°. gingivalis e dos genotipos$imA tipo Il e tipo IV em amostras de biofilme
subgengival de individuos portadores de periodonéigressiva. Os resultados indicam a
associacao da presencaRigingivalis com a ocorréncia de periodontite agressiva gezacki
visto que 65% dos pacientes com esta doenca (rdédsd,4 anos) estavam positivos para essa
bactéria.

Estudos realizados em diferentes paises mostranampuevaléncia elevada de
gingivalis em pacientes com quadro de periodontite agres€d@RTELLI et al., 2005;
GAJARDO et al., 2005; MISSAILIDIS et al., 2004; TAKEUCHI et al., 2003). No Brasil,
Cortelli et al. (2005) e Missailidist al. (2004) detectararR. gingivalis em 80% e 86,7% dos
pacientes com periodontite agressiva, respectiveemeNo Chile, Gajardoet al. (2005)
encontraranf. gingivalis em 88,8% dos individuos. No Japéo, Takeethl. (2003) relataram a
ocorréncia deP. gingivalis em 90% dos pacientes com quadro de periodontitessiga
localizada e em 82,5% dos pacientes com a formargkzada. Miurat al. (2005) detectarari.
gingivalis em 178 (79,8%) das 223 amostras de biofilme sujpgainde 18 pacientes japoneses
(19-34 anos) com periodontite agressiva. Os refodtalo presente estudo mostraram que 65%
dos sitios dos pacientes (10-42 anos) com perigdoagressiva estavam colonizados por
gingivalis, corroborando com o estudo de Yano-Higuehial. (2000) que identificaranfr.
gingivalis em 59,4% dos sitios dos pacientes japoneses (28385) com periodontite de

progressao rapida. A menor prevaléncidPdgingivalis encontrada no presente estudo pode ser
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justificada pelo fato de ter sido avaliado apenassitio de cada individuo da amostra enquanto
os estudos citados anteriormente analisaram mastgitios por paciente.

Vérios estudos descreveram a ocorrénciB.dgngivalis em quadros de periodontite
(AMANO et al., 2000; BEIKLEREet al., 2003; MISSAILIDISet al., 2004). Beikleret al. (2003),
em estudo realizado na Alemanha, relataram que5%0,dos individuos caucasianos com
periodontite agressiva ou crénica (moderada a apwsam colonizados p&. gingivalis. Por
outro lado, estudos realizados no Brasil por Mighsiet al. (2004) e no Jap&o por Amasial.
(2000) detectaramP. gingivalis em porcentagens mais elevadas, 89,4% e 87,1%,
respectivamente. A variacdo na prevaléncid@dgingivalis pode ser atribuida a diferencas na
localizac&o geografica, idade dos participantesnelicdo periodontal da populagéo estudada.

A prevaléncia deP. gingivalis na populagdo pode variar em diferentes paises ou
regides (CORTELLIet al., 2005; MOMBELLI et al., 2000). Haffajje e Socransky (2004)
examinaram a composi¢cdo da microbiota subgengeahdividuos com periodontite cronica de
qguatro paises A proporcdo médiaRlegingivalis entre pacientes com periodontite crénica foi
mais baixa em suecos (1,6% da microbiota) e meseah chilenos (11,9%). J& em americanos e
brasileiros, foram encontradas proporcbes de 6,8%%, respectivamente. Os autores
destacaram que a profundidade de sondagem naceéewueinico e nem o mais importante fator
de controle do nivel de colonizag&o, uma vez quedgiduos chilenos apresentaram uma média
de profundidade de sondagem rasa e os individuesosuuma média profunda. Também
destacaram que outros fatores podem provocar d@ase na composicdo da microbiota
subgengival, como: genética, dieta, cultura, clodadom a saude, habitos de higiene bucal,
condi¢do socio-econdmica e acesso ao atendimemtotaddgico. No estudo acima citado, os
individuos da América do Sul eram de grupos corrabeondicdo socio-econdmica com menos
acesso ao atendimento odontolégico do que os thdigi suecos e americanos.

Hamletet al. (2001) relataram que a prevalénciaRigjingivalis aumenta de forma
significativa com o aumento da profundidade a sgeda Em estudo no Japdo com pacientes
com periodontite cronica generalizada e perioderdgressiva (localizada e generalizadr),
gingivalis foi detectada mais frequentemente em sitios dieqas com periodontite agressiva
localizada com perda de insercao severa (nivelskrg¢ao clinicaz 6mm) (Takeuchét al. 2003).
Estes achados corroboram com os resultados dooestedMissailidiset al. (2004) que

detectaran®. gingivalis em 79,9% dos sitios com periodontite. Dentre ti@sstom periodontite,
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75,6% dos sitios com profundidade a sondagem rdsa rim), 86,6% dos sitios com
profundidade a sondagem entre 7-9 mm e 75% dos sitim profundidade a sondagem > 10 mm
eram colonizados poP. gingivalis. Kawadaet al. (2004) encontraram, através de analises
quantitativas, uma correlagéo positiva entre oemdndeP. gingivalis e a profundidade da bolsa
periodontal. Além disso, os autores enfatizarampgua cada 1 mm de aumento na profundidade
a sondagem, o numero ¢k gingivalis aumenta 10 vezes. Teixeieh al. (2009) observaram
niveis maiores d@. gingivalis em bolsas periodontais profundas7(mm) do que em rasas ou
intermediarias. Os resultados obtidos no presetderenento confirmam os dados acima, visto
gue 73,33% dos sitios com profundidade a sondagé&th mm analisados estavam colonizados
por P. gingivalis.

E imprescindivel a realizacdo de estudos que iipuesh a distribuicio e a
prevaléncia dos gendtipos Begingivalis em individuos com diferentes condi¢gbes periodentai
visto que a diversidade fenotipica e genotipic&dgingivalis pode resultar em diferencas na
capacidade de induzir destruicdo periodontal (AMABRQ., 2001; GRIFFENet al., 1999;).
Cepas dd”orphyromonas gingivalis com fimbria tipo 1l s&o mais virulentas que osrasittipos
(INABA et al., 2008) e sdo frequentemente detectadas em bolsaxlgeais profundas
(AMANO et al., 1999). Varios estudos relataram uma maior prec&éédo genotipdimA tipo II
em pacientes com periodontite (AMAN& al., 1999; AMANO et al., 2000; BEIKLERet al.,
2003; MISSAILIDISEet al., 2004; NAKAGAWA et al. 2002b). Além do gendtipo I, Beiklaxt
al. (2003) relataram a ocorréncia dos genoétiposVY erh 25,5% e 18,6% dos pacientes com
periodontite (crénica ou agressiva) colonizados Ragingivalis, respectivamente. Em estudos
realizados no Japdo, os gendtipos IV e Ib tambéanfamplamente associados ao quadro de
periodontite (AMANOet al., 1999; AMANO et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2002b). Davila-
Perezet al. (2007) relataram uma maior prevaléncia dos gpostimA tipo Ib e Il nos pacientes
com periodontite e dos genotipos | e Il nos paegrdiabéticos (tipo II) com periodontite.
Apesar da amostra ser composta de individuos cmesana condicdo periodontal (periodontite),
os estudos acima citados utilizaram diferentessifieaces e parametros clinicos, diversas
formas de coleta das amostras e pesquisaram désrépos defimA, podendo justificar as
diferencas encontradas na distribuicdo dos gersdtipo

No estudo de Missailidiet al. (2004), o gendtipdimA tipo 1l foi o mais prevalente

em pacientes brasileiros com periodontite (47%3$e@undo gendtipo mais prevalente foi o tipo



41

Ib (24,4%), seguidos dos tipos Il (6,7%), IV (5,280l (4,4%). No presente estudo, o gendtipo
fimA tipo IV foi encontrado em 26,92% dos sitios pwusesi paraP. gingivalis, porém mais
frequentemente associado ao gendfip@\ Il (19%), corroborando com o estudo de Teixetra
al. (2009) que relatou a presenca do gendiipd tipo IV em todos os 20 brasileiros fumantes
com periodontite cronica analisados. A associdg@a Il e IV foi observada em 90% destes
individuos e em 28,9% dos sitios. Variacdes naghéecia dos gendtipos podem ser justificadas
por diferencas na condi¢cdo periodontal da populasiodada e nas técnicas empregadas nos
estudos. O estudo de Missailidss al. (2004) utilizou a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional que detecta apepassanca do microrganismo. Ja as amostras
do presente estudo e do estudo de Tebeti. (2009) foram avaliadas através do PCR em
tempo real. Esta técnica, além de apresentar gespukrificidade e sensibilidade, permite uma
analise quantitativa dos patogenos.

Os genotipogimA tipo Il e IV deP. gingivalis também foram relacionados com o
qguadro de periodontite cronica (VAN DER PLOEG., 2004; ZHAOet al., 2007; TEIXEIRA
et al., 2009). Em individuos com periodontite cronica daudga e Suica, VAN DER PLOE&
al., (2004) detectaram uma maior prevaléncia do gemétmA IV (73%), comparado com o
fimA Il (67%), corroborando com os resultados do estdeé Teixeiraet al. (2009) com
individuos brasileiros. Teixeirt al. (2009) correlacionaram os niveis dos genétipoa 1l e IV
de P. gingivalis com a profundidade de sondagem em uma amostr ded®iduos fumantes
com periodontite crénica. Através da técnica do R@GRtempo real, 168 amostras de biofilme
subgengival de sitios com diferentes profundidatiesondagem foram analisadas. De acordo
com os resultado$?. gingivalis foi detectada em 152 (90,5%) dos 168 sitios aaddis. Com
relacdo a distribuicdo dos genotipbmA tipo 1V foi detectado em 117 sitios (69,6%) epmtll
em 47 sitios (28%). Estes achados corroboram caadss obtidos por Griffegt al. (1999) que
demonstraram que a cepa W83, correspondendo aditiw 1V, foi mais associada aos casos
de periodontite que as demais. Ao contrario doadest acima citados, Zhas al. (2007)
encontraram o gendtigamA tipo 1l em maior porcentagem do que 0 genatipo IV.

Os resultados deste ensaio sugerem associacaooegéeotipofimA tipo Il de P.
gingivalis e o quadro de periodontite agressiva, visto qgermtipofimA 1l foi detectado em 16
(61,53%) dos 26 individuos com periodontite agresgiositivos pard. gingivalis. De forma

semelhante, Miur&t al. (2005) relataram que o genotifimA Il foi 0 mais prevalente, sendo
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detectado em 46,7% dos individuos japoneses conodpetite agressiva. Os resultados
mostraram ainda que o segundo gendtipo mais preealei o tipo Ib, seguido pelo tipo I. No
presente estudo, 31% dos individuos positivos Pagingivalis ndo apresentaram 0s genotipos
estudados (tipos Il e 1V), sugerindo a presencaulms gendtipo§mA ndo pesquisados, como
os tipos Ib e I. Diferente do estudo acima citadpresente pesquisa detectou o gendtipa IV

na amostra estudada. Dos sete sitios que apresantagendtipo tipo IV, cinco apresentaram a
associacadimA tipo IV e Il. Amanoet al. (2000) também observaram que, em casos de
coexisténcia de varios tipos fleA, um dos gendtipos (tipo Il ou V) esteve presate93%
das amostras de pacientes com periodontite posifparaP. gingivalis. De forma contraria,
VAN DER PLOEGet al. (2004) relataram que, quantitativameffiteA 11 predominou nos sitios
periodontais multicolonizados, enquanto o gendfipA IV predominou somente em sitios
negativos para o genotigonA Il. Estes dados sugerem que 0s gendtipos apreselifierencas
na capacidade de atingir altas contagens de célaokasitios periodontais, possivelmente devido
a diferencas nos mecanismos de defesa do hospedegovantagem competitiva do gendtipo
fimA 1l. Contudo, deve ser ressaltado que o estuddopde VAN DER PLOEGet al. (2004)
apresentou duas limitacdes: o pequeno numero denpes testados e a analise de pool de
amostras de sitios distintos, dificultando a ap&lis coexisténcia de diferentes genotipomé no
mesmo sitio.

Diferencas na distribuicdo dos diferentes gendtifiosA de acordo com os
parametros clinicos foram observadas em algunsl@st{AMANO et al., 1999; ZHAOet al.,
2007; TEIXEIRA et al., 2009). Os resultados do presente estudo mostrquaTos gendtipos
fimA tipos Il e IV foram mais frequentemente detectadas sitios com profundidade de
sondagem (PS) 7 mm do que em sitios com PS entre 5-6 mm. Estexdas corroboram com o
estudos de Amane al. (1999) e Zhaat al. (2007) que destacaram a ocorréncia dos genotipos
fimA Il e IV em bolsas periodontais profundas. Por @mu&do, Teixeiraet al. (2009) néo
observaram diferencas na prevaléncia dos gendiipdsll e IV de acordo com a PS, porém o0s
niveis defimA IV aumentaram de forma significante com o aumedtdo profundidade de
sondagem. Diferente dos resultados do presentéed$moet al. (2007), através da técnica de
PCR convencional, observaram uma incidéncia meaayemotipofimA tipo 1V no grupo com
profundidade a sondagem7 mm do que no grupo com profundidade a sondaged+@l mm.

Estes resultados demonstram a existéncia de gesd@sgpecificos relacionados com a progressao
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da periodontite. Além disso, mostram a importardaaanalise dos sitios de acordo com 0s
parametros clinicos e através de técnicas quaditatiDe acordo com alguns estudos
(DOUNGUDOMDACHA et al., 2001; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994; TELES; HAFFAJEE;
SOCRANSKY, 2006), o aumento quantitativo de patégeespecificos parece ser importante
para a iniciacao e progressao das doencas peraslont

A possibilidade de transmissao Regingivalis entre conjuges e pelo contato com um
membro da familia infectado foi confirmada por alg@studos (ASIKAINEN; CHEN; SLOTS,
1996; SAARELAEet al., 1993; TUITE-MCDONNELLEet al., 1997; VAN STEENBERGEN:t
al., 1993). Asancet al. (2003) destacaram que o gendtfpoA Il € um importante fator para a
transmissdo déorphyromonas gingivalis entre conjuges. Por outro lado, Asikainen, Chen e
Slots (1996) relataram gue gingivalis ndo foi transmitida de pais para filhos em nenhdas
familias estudadas. Diante do forte componente litamda periodontite agressiva e da
possibilidade de transmissao legingivalis, o presente ensaio englobou na amostra estudada 18
individuos com parentesco entre si, sendo 10 irre&pai/mée e filho. Dentre os nove pares de
familiares, cinco apresentaram concordancia quamiesenca ou ausénciaRlagingivalis. Dos
guatro pares (2 pares de pai/mée e filhos e 2 plresnaos) que apresentar&ngingivalis,
também foi observado o gendtifiaA tipo Il. Dos oito familiares positivos paRa gingivalis,
dois tinham 20 anos e um tinha 10 anos. Laetedl. (2000), em estudo longitudinal de 1 a 3
anos com criancas e adolescentes (2-20 anos)jzanfatjueP. gingivalis € um patégeno que
habita comumente a cavidade oral de criancas degugradade e frequentemente colonizam o
individuo de forma transitoria, podendo tornar-sesnestavel nos ultimos anos da adolescéncia.

Este estudo destacou a presencaPdegingivalis em 65% dos pacientes com
periodontite agressiva generalizada, exibindo uragmporcentagem do gendtifionA tipo I
(42%) e da associacdo dos genotifio®# tipos Il e IV (19%). Visto que sdo escassos estudo
com pacientes brasileiros com a doenca period@gedssiva generalizada, mais estudos se
fazem necessérias fim de investigar a relagdo da associagédo dostiges fimA tipos Il e IV
com o0 processo etiopatogénico de destruicdo periatoa periodontite agressiva generalizada.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste trabalho, évabssincluir que:

h&d uma relacdo entre o gendtifimA Il de Porphyromonas gingivalis e a
ocorréncia deste microrganismo em individuos comniogentite agressiva
generalizada;

0 gendtipofimA IV associado adimA Il também pode fazer parte do processo
etiopatogénico de destruicao periodontal na penbidoagressiva generalizada.

0s gendtiposimA tipos Il e IV foram mais frequentemente detectaglossitios

com profundidade de sondageni mm.
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APENDICE A - Calibragéo

Foram realizados dois momentos de calibracdo, uas aw inicio do estudo e outro
durante. Para tanto em cada momento seis pacemtesentando quadro de periodontite cronica
e agressiva foram submetidos a dois exames cligneagsdontais, em intervalo de trés dias,
sendo analisados a profundidade de sondagem eeb ddvinsercdo clinico. Os dados estédo
dispostos na tabela abaixo:

Tabela 8 — Valores de correlacao intraclasse demdaade de sondagem (PS) e de nivel de insetigiococ(NIC)

entre os dois exames.

n Dentes CCIC PS CCIC NIC
(média)

6 20,8 0,80* 0,88*

6 20,5 0,86* 0,90*

*p < 0,0001

CCIC- Coeficiente de correlacéo intraclasse
PS — Profundidade de sondagem

NIC — Nivel de insercéo clinico
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APENDICE B - Protocolo para extracdo de DNA

v' As amostras foram homogeneizadas em um agitadimbds em maxima velocidade por
1 minuto.

v' 200puL foram transferidos para um novo tubo e centrifloga (10 min/12.000 rpm).

v' Ap6s removeu-se o sobrenadante e acrescentou-gd 20 matrix do InstaGeng ao
pellet, seguido por incubacédo a 56 °C por 30 min.

v' Apos, os tubos foram agitados por 10 seg. e in@msadvamente por 8 min. a 100°C.

v' Entédo os tubos foram agitados por 10 seg. e cagdadfos (3min./12.000 rpm), obtendo-se
um sobrenadante contendo o DNA extraido.

11 BjoRad Laboratories. Hercules, CA - USA
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N° DO IDADE | SEXO N°DE | N°DE | PS(mm) | NIC(mm) Pg + (n° de fimA Il (n° de fimA IV (n° de
PACIENTE DENTES | SITIOS copias/pl) copias/pl) copias/ul)
1 28 F 24 144 11 14
8 22 M 28 168 11 13
10 32 M 25 150 9 10
12 16 F 26 156 6 6
14 22 F 23 138 5 3 903,76 3,3650295
16 25 F 28 168 7 7
17 42 F 26 156 13 15
20 42 M 28 168 7 7 2408,8945
22 38 F 20 120 10 11 3353,74925 288,61487 12,6754315
44 40 F 25 150 11 11 4978.416
47 27 F 27 162 11 11 1230,59425 3353,614 11,3109295
49 36 F 25 150 8 10 196,71724 52,02067
52 34 M 27 162 8 8 1231,6112 53,722187
56 25 F 26 156 11 11
58 29 F 28 168 7 7 1803,8385 1323,1166 8,0477475
62 25 M 27 162 8 8 964,20705
63 31 M 26 156 9 10
66 24 M 28 168 6 6
67 36 F 26 156 10 10 3954,43235 232,286925 0,042754615
70 28 F 22 132 15 18 790 9633 452 1931
71 32 F 23 138 10 1 1100,9066 380,809235
73 35 M 26 156 9 791,446
75 33 F 26 156 2087,8113 1,7568955
76 41 F 20 120 12 14 1263,56065 139,02285
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78 10 M 16 96 6 6 613,65435 125,3727
79 20 M 28 168 7 5 7525,225 596,4572 2,27158785
82 35 F 28 168 9 11

84 31 F 26 156 7 7

85 31 F 23 138 10 11 944,69515 113,15458
87 27 M 23 138 7 7 429,435335 11,637493
89 37 M 21 126 14 15 601,8802 12,55354
97 20 F 25 150 11 11 3187,8142 486,124175
99 31 F 23 138 9 9 1405,32775

102 17 M 27 162 6 6

103 42 M 26 156 8 8 7728,3795 541,3769
106 28 M 26 156 7 8 25595,25

112 40 F 24 144 9 11 2840,429

114 14 M 28 168 5 5

120 28 F 26 156 10 10 25241,834

122 33 F 22 132 7 7
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APENDICE D — Curva padréo

Experiment: marcia 101207 -3 Type: Standard Curve

Standard Curve <

>

Plot Settings

Target 165 ~|  Plot Color |Default |

Standard Curve

cr

Quantity

Target: 16S Slope: -3.37 Y-Inter: 34.92 g2, 0.997 Eff%: 98.028

M standare [l Unknown B Unknown (Flapged)

Curva Padrédo obtida a partir de vérias diluicbepldsmideos, abrigando o gene
16SrRNA.
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APENDICE E — Curva de dissociacéo do gerfémA ||
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Curva de Dissociacdo obtida apods reacdo de angglifcc utilizando os iniciadores
espécies especificos para o gén# II.
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APENDICE F — Curva de dissociagdo do gerfémA V.
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Curva de Dissociacao obtida apés reacdo de anggiEfic utilizando os iniciadores
espécies especificos para o gnm& IV.



ANEXO A — Protocolo do Comité de Etica

2

Universidade Federal do Cearz
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 133/08 Fortaleza, 14 de margo de 2008
Protocolo COMEPE n° 20/ 08

Pesquisador responsavel: Virginia Régia Souza da Silveira
Dept®./Servigo: Departamento de Odontologia/ UFC

Titulo do Projeto: “Avaliacdo da presenca de fatores de viruléncia de
aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis
em pacientes portadores de periodontite agressiva e seus familiares”

Levamos ao conhecimento de V.S2 que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolucdo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o projeto supracitado na
reunido do dia 13 de marco de 2008.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatorio final do referido projeto.

Atenciosamente,
Wi Tundl # Jentvre-

Dra. Minap Parente )

Coordenadorg Adj

de Etica em Juis
COMEPE/UEC

o

onteiro
Comita
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecic

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para osdoe fins éticos e legais, que eu,

brasileiro(a), nascido(a) em _ / [/ |, pmwta do RG n°
residente a , ha
cidade de , responsavel por
bragdiranascido(a) em / /.,

portador do RG n°

residente a , ha cidade de

, concordo com a minhacymagido voluntaria ou do menor acima,

na pesquisa intituladavaliacéo da presenca de fagw de viruléncia de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis em pacientes

portadores de periodontite agressiva e seuanfiliares” e declaro que fui informado e

entendi, sem dulvida alguma, sobre a minha partidpao estudo, de acordo com 0s termos

abaixo relacionados:

1- Fui esclarecido que esta pesquisa tem como objetinatisar a presenca de bactérias que
causam doenca em gengiva e 0sso. Para tanto, sémgietido a um exame clinico
odontolégico para verificar se possuo essa doengara coletar uma quantidade de placa
bacteriana subgengival de algumas éareas dent&@sn, cones de papel absorvente.
Procedimentos que podem causar certo desconfaanéo prejudiciais a minha saude.

2- Fui esclarecido que a realizacdo da pesquisa nddicaemem risco algum para 0S
participantes, pois o exame clinico a que seranstido € um exame odontoldgico realizado

com instrumentos devidamente esterilizados.

Telefones e endereco para qualquer esclarecir

Virginia Régia Souza da Silveira: (85) 3217-139289066
FFOE-UFC / Rua Monsenhor Furtado s/n

Comité de Etica FMUFC: (85) 3366 8338
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Apresenta como beneficios a deteccdo de doencedpatal e o encaminhamento para
tratamento, se for detectada doenca, para a clieiéeriodontia do Curso de Odontologia da
Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem.

Estou ciente de que serei esclarecido durante dodecorrer da pesquisa sobre quaisquer
duvidas relacionadas a esta e que possuo plenddide para desistir da referida pesquisa,
retirando 0 meu consentimento a qualquer momesetn, sofrer nenhuma penalizagdo ou
prejuizo no atendimento clinico.

Estou ciente que os dados e resultados obtidosstuiza serdo utilizados para fins didaticos
e de divulgacdo em revistas cientificas brasilemasestrangeiras; porém sera garantido o
sigilo de identidade, assegurando a privacidade.

Estou ciente que a participacdo na pesquisa naoetra em nenhum gasto, a ndo ser
agueles de deslocamento até a Faculdade, uma gdpdm material utilizado sera fornecido
pelo pesquisador.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido taikeEcimentos, dato e assino esse termo de

consentimento, por estar de pleno acordo com adtearesmo.

Fortaleza, de de.

Consentimento do paciente (ou de seu Consentimento do paciente

responsavel, caso menor) menor de 18 anos

Virginia Régia Souza dasSila
Pesquisador responsavel




