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RESUMO

Aggregatibacter actinomycetemcomitadsum patégeno intensamente relacionado com a
etiologia da periodontite agressiva. O objetivotelestudo foi avaliar, via reacdo em cadeia
da polimerase, a presenca de cloneA.dzctinomycetemcomitaiggie exibem alta ou minima
leucotoxicidade em individuos portadores de pentitlb agressiva (PAG) e em seus
membros familiares (FAM). Trinta e cinco individuoeam PAG (33,9 £ 7,1 anos), 33 FAM
(22,8 + 11,4 anos) e 41 portadores de periodontibaica (PC) (44,1 + 9,4 anos) foram
analisados clinicamente pelo indice de placa (IR)ice gengival (IG), profundidade de
sondagem (PS) e nivel de insercdo clinico (NIC).ostnas de biofilme subgengival foram
coletadas de todos os individuos do sitio intefiprek com maior PS e maior NIC e
analisadas microbiologicamente por meio de PCR, ntQuaa presenca deA.
actinomycetemcomitans de seus clones leucotéxicos. Médias de PS ed¥kSes sitios
foram: PAG — 9,8 mm e 10,7 mm, FAM — 5,3 mm e 416 e\PC — 8,2 mm e 9,4 mm, tendo
sido observadas diferencas estatisticamente signtBs entre os grupos. A presencaide
actinomycetemcomitarfei observada em 23 (51,1%) portadores de peridgeoagressiva e
em 16 (30,1%) portadores de periodontite cronienti2 eles, 37 (94,8%) exibiram clones de
minima leucotoxicidade e 2 (5,1%) clones de alt@déoxicidade, um do grupo PAG e outro
do grupo FAM, também com doencga agressiva. Quartondicdo periodontal do grupo
FAM, 30,3% apresentaram periodontite agressiva3%86periodontite cronica e 33,3%
estavam periodontalmente saudaveis ou mostravamgivijen Dentre eles, 12,2% estavam
positivos para a presenca Aleactinomycetemcomitanlaiores valores de PS e NIC foram
observados nos pacientes com periodontite  agresspesitivos para A.
actinomycetemcomitanguando comparados aqueles pacientes negativos, di@nenca
estatisticamente significante. A presenca Ale actinomycetemcomitanfoi associada a
condicéo clinica de periodontite agressiedds rati=3,1; intervalo de confianca: 1,4-7,0;
p=0,009. A maioria destes individuos exibiu uma formaegatizada de doencga e estavam
positivos para clones de minima leucotoxicidadé@ dactinomycetemcomitan®s familiares
externaram em sua maioria algum tipo de doencaguntal cronica ou agressiva.

Palavras-chavectinobacillus actinomycetemcomitaisologia Molecular. Periodontite.



ABSTRACT

Aggregatibacter actinomycetemcomitassa pathogen strongly associated with the etiology
of aggressive periodontitis. The purpose of thiglgtwas to evaluate by polymerase chain
reaction (PCR) the presence of highly and minimalgukotoxic clones of A.
actinomycetemcomitans patientswith aggressive periodontitis (AgP) and their famil
members (FM). Thirty five patients with AgP (33,97 years), 33 FM (22,8 £ 11,4 years)
and 41 patients with chronic periodontitis (CP),44 9,4 years) were clinical analyzed
through plaque index (Pl), gingival index (Gl), pmog depth (PD) and clinical attachment
level (CAL). Subgingival biofilm samples were called from the interproximal periodontal
sites (> PD and > CAL) of each patient and therrobiological analysis were taken by PCR,
concerningA. actinomycetemcomitangas observea@nd its leukotoxic clones. The PD and
CAL average of this sites were: AgP — 9,8 mm e 17, FM - 5,3 mm e 4,6 mm e CP — 8,2
mm e 9,4 mm. Statistically significant differenceasvobserved among the groups. The
presence oA. actinomycetemcomitangas observed in 23 (51,1%) patients with aggressive
periodontitis and in others ones, 16 (30,1%) vakinonic periodontitis. Among them 37
(94,8%) showed minimally leukotoxic clones and 2%5) highly leukotoxic clone, one was
AgP group, the other was FM group, also with aggvesdisease. Concerning to periodontal
status of the FM group, 30,3% had aggressive penitiits, 36,3% chronic periodontitis and
33,3% were periodontally normal or had gingivitidmong them 12,2% wereA.
actinomycetemcomitanpositive. The higher values of PD and CAL were evbsd in
aggressive periodontitis patients that wele actinomycetemcomitanpositive when
compared withA. actinomycetemcomitangegative patients (p<0.05). The presenceAof
actinomycetemcomitansvas correlated with aggressive periodontitis chhistatus @dds
ratio=3,1; Cl: 1,4-7,0p=0,009. The majority of the patients with aggressiveiqwntitis
exhibited a generalized form of disease and werstipes to minimally leukotoxicA.
actinomycetemcomitandones. The family members had any type of chramiaggressive
periodontal disease.

Key words:Actinobacillus actinomycetemcomitaiolecular Biology. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

Aggregatibacter actinomycetemcomitarés um cocobacilo Gram-negativo,
anaerobio facultativo, que tem como nicho primaricavidade oral. Este microorganiséo
intensivamente relacionado com periodontite agrassim virtude de sua alta prevaléncia em
individuos que apresentam esta doenca (HAUREHI, 1996; HARASZTHYet al, 2000).
Apesar de ser considerado periodontopatégeno, pedefrequentemente detectado em
individuos periodontalmente saudaveis, sugerinaorgum todos sdo igualmente susceptiveis
Ou que existe uma variagao no fator de virulénestelmicroorganismo (MOMBELLdt al,
1999).

Toxinas microbianas desempenham papel patogénippessivo em muitas
infeccdesA. actinomycetemcomitapsoduz inimeros fatores de viruléncia que podelar est
envolvidos na destruicdo dos tecidos periodont@esitre eles podendo se destacar uma
variedade de toxinas, incluindo uma leucotoxinam cpropriedade bioldgica Unica,
pertencente a uma familia de citolisinas bactesiandALLY et al, 1989), que destroi
especificamente os leucoécitos polimorfonuclearasdnos (PMN). Assim, essa leucotoxina
contribui para o desenvolvimento da doenca periadicgm humanos, principalmente em
pacientes jovens (ZAMBON, 1985).

Métodos de deteccdo de variabilidade genética diasorganismos, como a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a analidemte sondas de DNA (ZAMBON;
HARASZTHY, 1995),possibilitaram observar diferencas genéticas neagegromotora da
leucotoxina entre cepas ée actinomycetemcomitangue estdo diretamente correlacionadas
com a leucotoxicidade das mesmas. As que apresealimmieucotoxicidade possuem
supresséo de 530 pares de base na regido prondatdeaucotoxina enquanto as cepas de
minima leucotoxicidade ndo apresentam essa supresdsim aquelas altamente
leucotoxicas (clone JP2) podem produzir de dez\&e26s mais leucotoxina do que as outras,
o0 que lhes confere um potencial de interferir condefesa imune inata do hospedeiro
(BROGAN et al, 1994). Alguns estudos demonstram que individuaisindo clone de alta
leucotoxicidade apresentam maior risco de deseimehto de periodontite agressiva
(HAUBEK et al, 1996; HAUBEK et al, 1997; BUENO; MAYER; DIRIENZO, 1998;
HARASZTHY et al, 2000) e maior progressédo de perda de inserg@ioac(HAUBEK et al,
2002; HAUBEK; WESTERGAARD, 2004; HAUBEK; POUSEN; KIAN, 2007; HAUBEK

et al, 2008). A maioria destes estudos, entretantdjcavperiodontite agressiva localizada,
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sendo escassos dados sobre periodontite agressiesaizada (CONTRERAGES! al, 2000;
HARASZTHY et al, 2000; HAUBEKEet al, 2001; HAUBEKet al, 2004).

A transmissdo deA. actinomycetemcomitané estudada por varios autores
(PREUS et al, 1994; ASIKAINEN; CHEN; SLOTS, 1996; TINOCO; SIWWAJMAR;
PREUS, 1998; REGt al, 2007), que demonstram que este microrganisme med
transmitido entre membros de uma mesma familianAlé uma predisponibilidade genética
em relacdo a resposta inflamatéria, a transmisgaA. cactinomycetemcomitargode ser
apontada como hipotese para justificar a agregéa@diar de individuos portadores de
periodontite agressiva. Pacientes identificados agonesenca do clone JP2 sao oriundos de
familias onde havia pelo menos um individuo que também @xitistérico da doenca
(HAUBEK et al, 1996; HAUBEKEet al, 1997; TINOCOet al, 1997; HARASZTHYet al,
2000; HAUBEK; WESTERGAARD, 2004).

Periodontite agressiva mostra alguma predisposag@al, sendo mais comum em
individuos de origem africana (HAUBE# al, 1996; HAUBEKet al, 1997; CONTRERAS
et al, 2000), sugerindo que esta doenca possa estaiats com a disseminacdo do clone
JP2 deA. actinomycetemconitansm individuos de origem africana (MOMBELEL al,
1999). Estudos revelam que no Brasil a cor daopsessao esté diretamente relacionada a sua
ancestralidade genémica (PARReét al, 2003; PIMENTA et al, 2006), sendo dificil
estabelecer se nessa populacdo existe uma preddecgualquer doenga ou microrganismo
relacionado a uma raca especifica, em razao da@rdagterogeneidade. Os individuos que
este estudo pretende avaliar sdo do Estado do,Qeardpalmente da cidade de Fortaleza.
Esta populacdo é basicamente mestica e compostaumpar miscigenacdo de brancos
descendentes de europeus, negros e indios, semnpnédcia evidente de nenhuma das
racas isoladamente (IBGE, 2007). Dessa formafigeste a relevancia de se avaliar o perfil
clinico periodontal e microbiologico dos individyosrtadores de periodontite agressiva nesta

populacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Selecado dos Estudos

Para a sele¢do dos artigos utilizados nesta revisieealizada uma busca nas
bases bibliograficasPubMed (www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed), utilizando os sedgemn
descritores: “periodontite agressiva”,  Adgregatibacter (actinobacillus)
actinomycetemcomitah®e “leucotoxina”, devidamente traduzidos pararguia inglesa. Os
descritores foram utilizados isoladamente ou embooagdes

Nesta revisdo, foram incluidos cinco estudos do itipvitro (BAEHNI et al,
1981; LALLY et al, 1989; BROGANet al, 1994; JOHANSSON; HANSTRON; KALFAS,
2000; HAUBEK; POUSEN; KILIAN, 2007) encontrados rguadro 1. Alguns destes
permitiram melhor definicdo do papel virulento dapas de minima e alta leucotoxicidade de
A. actinomycetemcomitanbem como o papel das leucotoxinas sobre o periode suas
consequéncias na doenca periodontal, principalmenfeeriodontite agressiva. No quadro 2,
sdo abordados estudos do tipo transversais ou coasmlie (HAUBEK et al, 1995;
HAUBEK et al, 1996; HAUBEKet al, 1997; TINOCOet al, 1997; MOMBELLI et al,
1999; CONTRERASet al, 2000; HARASZTHY et al, 2000; HAUBEK et al, 2001,
HAUBEK et al, 2002; CORTELLIet al, 2003) que procuraram verificar a presenca de
clones deA. actinomycetemcomitansos quais apresentam alta ou minima leucotoxdeida
em determinados grupos e formas de doenca peralddrambém sdo mostrados estudos
longitudinais (BUENO; MAYER; DIRIENZO, 1998; HAUBEKt al, 2004; HAUBEKet al,
2008; CORTELLI et al, 2009; HAUBEK et al, 2009; HOGLUND et al, 2009) que
procuraram relacionar a infeccédo por estes cloopsaevolucdo da periodontite agressiva e
dos parametros clinicos periodontais. Os estudt@ etispostos nos quadros por ordem

cronologica de publicacdo, para que se possa entend evolucéo e de seus achados.



Quadro 1 — Estudaa vitro que mostraram caracteristicas das cepas demltisiraa leucotoxicidade d&.actinomycetemcomitans

le

AUTOR AMOSTRA METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO)
Baehniet al Cepas dé\.ada | Cultura - Aaproduz leucotoxina que destréi leucdcitos polimoutleares humanos e de grandes
(1981) colecao Imunizacao primatas. As cepas nao leucotdxicaddaao matam leucdcitos polimorfonucleares humano
americana e de| em coelhos - Cepas dé\a produtoras de leucotoxina e ndo produtoras podtan em um mesmo sitio
sitios de Imuno- periodontal e sua proporcao varia de acordo costaale periodontal.
pacientes com | histoquimica | - Em individuos saudaveis somente 7% do numevkaddio de cepas leucotxicas e em
periodontite individuos periodontalmente doentes cerca de 43-§&8/4le cepas leucotoxicas.
- As propriedades leucotoxicas da podem ser moduladas pelo soro humano e neutratizad
pelo soro de pacientes com periodontite juvenié eaktlhos antha.
- Leucotoxina derivada déa pode ser um vetor na periodontite juvenil.
Lally et al Cepas JP2 de | Cultura - Leucotoxina ddda pertence a uma familia de citolisinas bacteriac@®, mecanismos de mor
(1989) Aa. Southern Blot | celular semelhante, mas com especificidade nazcélub.
Eletroforese | - Essa leucotoxina possui propriedades singuléresdificada por um complexo de quatro
em gel genesitxA, ItxB, ItxCeltxD.
Sequencia-
mento do
DNA
Broganet al. Cepas dé\a Cultura - Sequéncia de nucleotideos € similar entre asaipalta e minima leucotoxicidade.
(1994) (JP2, 652, Y4, | PCR - Cepas dé\a de minima leucotoxicidade apresentam 530 padmse na regido promotora
NCTC 9710, Southern Blot | da leucotoxina que nao esta presente em cepatadelalotoxicidade ( JP2).
HK 890, HL Northern Blot | - Cepas JP2 produzem de dez a 20 vezes mais lginzotip que cepas de minima
905, HK910) Sequencia- leucotoxicidade.
mento do
DNA

14



Quadro 1 — Estudda vitro que mostraram caracteristicas das cepas de aft@iraarieucotoxicidade d&. actinomycetemcomitans

Aa- Aggregatibacter actinomycetemcomitans

PS- profundidade de sondagem

P. intermedia — Prevotella intermedia

PCR- reacdo em cadeia da polimerase
PJL- periodontite juvenil localizad
P. nigresceri®evotella nigrescens

PFGEeletroforese em campo pulsado
P. gingivalis Porphyromonas gingivalis

Fonte: Elaboracao prépria, com base nos autorés cialuna
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AUTOR AMOSTRA METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO)
Haubek, 82 cepas déda: | PCR - Padrao de mutacéo do clone JP2 indica queesg@ inicialmente como um genétipo
Poulsen e 66 cepas com | DNA “Finger- | distinto na parte mediterranea da Africa, h& apnaxiamente 2400 anos atras e se espalhou|para
Kilian (2007) supressdo do | print” o oeste da Africa, sendo transmitido para a Araédirante o comércio transatlantico de
par da base 530 PFGE escravos.
do gene da - Coloniza¢do de membros de uma mesma familiagua de clone JP2 com Unico ponto de
leucotoxina e mutacao sugere forte evidéncia que ha transmiss@amiliar e que a disseminacao do clong
16 cepas sem JP2 esté restrita a contatos préximos.
essa supressao
Johansson, 55 cepas de 45| Cultura - A microbiota periodontal subgengival pode modifia viruléncia dé\apor meio da
Hanstrom e espécies Cromatografia| destruicdo de sua leucotoxina
Kalfas (2000) | bacterianas da - Algumas espécies bacterianas que colonizam aadpkriodontais podem degradar a
flora leucotoxina ddAa.
subgengival - P. gingivalisexibiu a mais forte inibicao a leucotoxicidadeAdn seguida pelas cepas@e
Cepa dédade intermedia e P. nigrescens
alta
leucotoxicidade
HK 1519
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Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaiswpsraram a relacio de actinomycetemcomitasem a doenga periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO
(ANO) PERIODONTAL * DE DE METODO PRINCIPAIS ACHADOS
ESTUDO | OBSER
VACAO
Haubeket | Biofilme de 88 | Periodontite do Transversal Cultura - Encontrados cinco sorotipos diferenteddde
al. (1995) | individuos adulto e juvenil Southern | - Amostras de 81 pacientes positivos pasaapresentavam
norte-europeus localizada sem Blot Gnico sorotipo.
tratamento prévio, - Sete individuos colonizados com dois sorotipos
gengivite leve e - Nenhuma cepa com supresséao dos 530 pares de base
saudaveis
Haubeket | Biofilme Periodontite juvenil | Transversal PCR - Cepas com caracteristicas de supressao dos aba9 qe
al. (1996) | subgengival de Cultura base da regido promotora da leucotoxina, isoladdsld
17 individuos individuos (12-21 anos) com familiares proveniekes
Cabo-Verde, Marrocos e Nigéria.
- Dos seis individuos restantes, dois cultivadas &ma com
regido promotora da leucotoxina completa.
- Clone deAa, caracterizado pela supressdo dos 530 pa
de base, pertence a tipo clonal Gnico, sordijimue
resulta em aumento da producédo de leucotoxina.
Haubeket | 326 amostras | Saudaveis, Transversal Cultura - 38 isolados, todos pertencentes ao mesmo clone,
al. (1997) | de biofilme periodontite juvenil PCR apresentaram supressao dos 530 pares de bastereigen
subgengival de| localizada, Southern | ao sorotipo b.
individuosAa | periodontite do Blot - Este clone esteve associado com periodontitenjuve
positivos (47 | adulto, periodontite Sequencia-| localizada em adolescentes de origem africana ou
Asidticos, 171 | de rapida progresséo mento do | descendentes africanos.
Europeus, 32 | e periodontite pré- DNA - N&o foi encontrada nenhuma associacgéo signitcamire
Africanos, 44 | puberal Eletrofore- | algum sorotipo e doenga periodontal.
Sul- se enziméti
americanos, 32 ca

Americanos)




Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaiswpstraram a relacao de actinomycetemcomitassm a doenga periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO
Tinocoet | Cepas dé\ade | Saudaveis, gengivite Transversal Imunofluo- | - Sorotipos a, b e ¢ ocorreram em todos os indoddu
al. (1997) | 36 individuos | de leve a moderada rescéncia | - Sorotipo ¢ encontrado mais freqlientemente eneptes
brasileiros periodontite juvenil Cultura com periodontite juvenil localizada (PJL) e periotite do
(12-63 anos) | localizada e do Dot blot adulto do que sorotipo b.
oriundos de 15| adulto &2 sitios PCR - Cepas ddade cinco individuos (14%) mostraram
familias com PSS5mm e supresséo dos 530 pares de base e sorotipo b (trés
perda 6ssea individuos com PJL e dois saudaveis). Todos pliemntes
radiografica > de familias onde havia ao menos um individuo coim PJ
2mm).
Bueno, Grupo-teste: | Auséncia de sinais | Longitudi- | seis anos | Cultura - Nove individuos do grupo-teste e trés do controle
Mayer e | biofilme de 24 | clinicos de PJL nal Hibridiza- | desenvolveram PJL.
Dirienzo | individuos com ¢do do - Oito individuos do grupo-teste e nenhum do grupo
(1998) idade< 13 DNA controle apresentarama com supressao na regiao que
anos, oriundos PCR promove a leucotoxina; seis destes oito individlms
de 21 familias Southern grupo-teste desenvolveram PJL.
afro- Blot - Nenhuma associagao entre a presengsade
americanas predisposicéo a PJL.
com histéria - Individuos apresentanda com supressao de pares de
de PJL base na regido que promove a leucotoxina, indicaty
Grupo- genotipo que produz altos niveis de leucotoxina,
controle: 34 apresentaram maior risco de desenvolver Bdtq ratio=
individuos, 22.5).
oriundos de
familias afro-
americanas

sem histoérico
de PJL
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Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaisnpstraram a relacdo de actinomycetemcomitasem a doenga periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO

Mombelli | Biofilme Grupo com Transversal Cultura - Média de idade dos 185 participantes 33,6 ab®$6

et al. subgengival de| periodontite: PCR anos).

(1999) 185 chineses: | periodontite do - Presencad@aem 116 individuos (frequéncia de 63%),
31 com adulto de moderada 65% do grupo com periodontite, 66% do grupo de
periodontite a avancada trabalhadores da industria e 58% dos adultos da zoal.
(44,1 anos), 73 - Nenhuma das cepas encontradas de alta leucatadei
jovens - Aa é microorganismo comum na flora dos individuos
trabalhadores chineses. Sugere que possa haver diferencas nasigdp
de industria microbiolégica da placa subgengival desta populacéo
(22,5 anos) e chinesa comparada aos norte-americanos e europeus.
81 adultos
residentes na
zona rural
(39,7 anos)

Contreras | Coletas de Periodontite de Transversal PCR - 200 individuos exibiram periodontite de iniciegoce e

et al. biofilme inicio precoce, do Cultura do adulto, 65 adolescentes negros jamaicanos estava

(2000) subgengival de| adulto e saudaveis periodontalmente normais.

265

individuos: 69
caucasianos,
43 hispanicos,
27 asiaticos, 26
afro-
americanos e
100 afro-
caribenhos

(15 - 35 anos)

- Dentre 94 positivos parsa, 11 adolescentes negros
(Estados Unidos ou Jamaica) e um descendente liepan
positivos para clones com supresséo dos 530 patease.
- Presenca deste clone ndo encontrada em caucasiano
asiaticos, sugerindo que a supressédo é caradardsti
individuos com descendéncia africana.

- Cepas dda exibindo supresséo dos pares de base do ¢
da leucotoxina ocorreram em quatro individuos quenda
de insercao incidental, trés com periodontite jilven
localizada, um com periodontite juvenil generalezasm
com periodontite do adulto e trés periodontalment
saudaveis.

ene



19

Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaiswpsraram a relacao de actinomycetemcomitagem a doenga periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO
Haraszthy| 1023 cepas de| Periodontite juvenil | Transversal Cultura - Clones de alta leucotoxicidade Aaencontrados em 39
et al. Aade 146 localizada, PCR dos 71 individuos com periodontite juvenil locatiag’55%)
(2000) individuos periodontite de Dot Blot e em dois dos quatro com periodontite de instalpgdooce
(afro- inicio precoce, AP-PCR (50%).
americanos, periodontite do Southern - Nenhum dos pacientes com periodontite do adydts-
caucasianos, | adulto e saudaveis Blot periodontite juvenil localizada e periodontalmesaedaveis
asiatico- exibiram clones déa de alta leucotoxicidade, mas clones
americanos): minima leucotoxicidade.
71 PJL, 11 pés - Clones de alta leucotoxicidade infectam indivislotais
PJL, jovens (média de idade: 13.95) e de minima leudtittade
quatro individuos mais velhos (média de idade: 35.47 anos)
periodontite de - Alguns individuos séo portadores de clones deealt
instalacao minima leucotoxicidade.
precoce, - Andlises demonstram transmissao intrafamiliahde
41 periodontite - Alta leucotoxicidade d@a consiste de tipo clonal Gnico.
do adulto e 19
saudaveis
Haubeket | Biofilme de Periodontite de Transversal Cultura - De 131 individuos positivos pafa, 19 para clone JP2.
al. (2001) | 301 instalacéo precoce PCR Destes, 15 com periodontite de instalacdo precoga&o

adolescentes
marroquinos
(14-19 anos)

(perda de insergéo
incidental,
periodontite juvenil
localizada e
generalizada) e
periodontalmente
saudaveis

(2.2%) saudaveis.

- 98 (55,1%) apresentarama minima leucotoxicidade.

- Dos12 individuos com periodontite juvenil genizeda,
todos positivos par@a, 9 (75%) positivos para clone de a
leucotoxicidade.

- Alta leucotoxicidade de Aa em 33,3% individuosmdeJL.
- Forte associagdo entre presencadaeom supressao dos
530 pares de base e periodontite de instalacdoq@¢OR=
29.4 — IC= 95%)).

de

ta
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Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaiswpstraram a relacio de actinomycetemcomitanem a doenca periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO
Haubeket | Biofilme de 45 | Perda de inser¢cdo | Transversal Cultura - Individuos com periodontite de instalagdo pre@ce
al. (2002) | adolescentes | 3mm em um ou PCR positivos para clones JP2 Aa apresentam significante
marroquinos mais sitios maior quantidade de dentes com perda de inser@aom e
(14-19 anos) perda de inser¢do em geral do que individuos com
periodontite de instalacdo precoce sem presenckdes
JP2 deha
Cortelliet | Biofilme Gengivite, Transversal PCR - Maior prevaléncia de clones #a de alta leucotoxicidade
al. (2003) | subgengival de| periodontite crénica| Caso- observada em individuos com periodontite agressiva,
136 individuos | e periodontite controle seguido de periodontite crdnica e gengivite.
(14 — 76 anos):| agressiva - Clones de alta leucotoxicidade foram correladimsacom
47 com individuos de idade 28 anos.
gengivite, 70 - Nenhuma correlagdo entre condigéo periodontkdrees de
com minima leucotoxicidade.
periodontite - Andlise de regressdo multivariada mostrou cogéelantre
cronica e 19 periodontite agressiva, idade e profundidade ddagem.
com
periodontite
agressiva
Haubeket | 121 Saudaveis, Longitudi- | dois anos| Cultura - A presenca no inicio do estudo do clone JP2rdifiva
al. (2004) | adolescentes | periodontite de nal PCR para perda de insercao cline8mm .

marroquinos
que
participaram
de estudo
anterior

instalacdo precoce,
juvenil localizada e
generalizada. Perda
de insercéo
incidental

- Individuos positivos para clone JP2 apresentaram
significante maior progresséo de perda de insaigdica do
gue aqueles que apresentavam clonesadeio JP2.

- Individuos positivos para clones ndo-JP2 maiodg€de
insercédo clinica do que aqueles negativos para
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Quadro 2— Estudos transversais e longitudinaisnpstraram a relacao de actinomycetemcomitasem a doenga periodontal

AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO
Haubeket | 682 Periodontalmente | Longitudi- | dois anos | PCR - Individuos que carreavam somente clones JFadBR
al. (2008) | adolescentes | saudaveis nal =18.0; IC 95%, IC 7.8-41.2, p<0.0001) ou juntosco
de escolas clones ndo JP2 (RR=12.4; IC 5.2-29.9, p<0.0001)
publicas no apresentaram significante aumento no risco de mida
Marrocos insergéo periodontal.
(média de - Risco menos pronunciado de doenga naqueles que
idade: 12,6 carreavam clones ndo JP2 (RR= 3.0; IC 1.3-7.1,03:).
anos) que - Clone JP2 déaimportante agente etioldgico no inicio da
carreavam perda de inser¢cdo em criangas e adolescentes.
clones JP2 e - Coocorréncia de clones JP2 e ndo JP2 reduzamdesc
nao JP2 no desenvolvimento de periodontite, sugerindo com@etjielo
inicio do nicho ecolégico entre estes cloneside
estudo
Cortelliet | 50 individuos | No minimo quatro | Longitudi- | um ano PCR Apo6s um ano de tratamento dentre 25 positivos JP2:
al. (2009) | (25 positivos | sitios com PS$4mm | nal -14 positivos para JP2

para clones de
AaJP2 e 25
negativos)

e NIC>3mm ,
apresentando

indicacao cirargica
em no minimo dois

guadrantes

-11 n&o detectaveis

Dentre 25 nédo positivos para JP2:

-18 positivos JP2

- Sete ndo detectaveis

- Pacientes positivos para clones JP2 duranterteatimn
foram mais resistentes ao tratamento quimico megani
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AUTOR AMOSTRA CONDICAO TIPO TEMPO | METODO PRINCIPAIS ACHADOS
(ANO) PERIODONTAL * DE DE
ESTUDO | OBSER
VACAO
Haubeket | Amostras de | Periodontalmente | Longitudi- | dois anos | PCR - No inicio do estudo, 43 individuos (12%) estavam
al. (2009) | biofilme saudaveis nal positivos para clones JP2; destes, 15 permaneceram
coletadas ao positivos nas outras duas amostras.
inicio, ap6s um - Risco relativo para desenvolvimento de perioiient
e dois anos de agressiva, ajustado para a presenga concomitarmiet s
365 criancas genotipos déa, maior para individuos continuamente
marroquinas infectados pelo clone JP2 (RR=13.9; IC 95%, 9-21).
em idade
escolar
(média idade:
12.6 anos)
Hoéglund | 13 individuos | Perda 6ssea Longitudi- | 16 anos Checker - Trés (23%) dos 13 individuos infectados céwa16 anos
et al. radiogréfica e nal board antes apresentavam sinais precoces de perda dgfimse
(2009) colonizados poAa Cultura dois individuos continuavam positivos p&a mas
16 anos antes PCR nenhum pertencia a clone de alta leucotoxicidade
- Periodontite afetando dentigdo decidua ndo
necessariamente predispde a perda de inserc@ol@etal
na denticdo permanente.

Aa- Aggregatibacter actinomycetemcomitans

PS- Profundidade de sondagem

P. gingivalis Porphyromonas gingivalis
! da forma como descrita pelos autores
Fonte: Elaboragéo prépria, com base nos autorés cizluna

PCR- Reacdo em cadeia da polimerase
PJL- Periodontitegmi localizada
AP-PCR- PG#treprimersarbitrarios
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O papel da leucotoxina na etiologia da periodontitagressiva

A leucotoxina produzida peld. actinomycetemcomitané uma toxina em
repeticAo(RTX) (LALLY et al, 1989) implicada como fator de viruléncia deteramte em
formas severas de doenca periodontal (ZAMBON, 198%ga vez que destrdi os leucocitos
polimorfonucleares humanos (BAEHML al, 1981). Assim, permite ao microorganismo
evadir-se da linha de defesa imune inata, tambéesepte na bolsa periodontal
(JOHANSSON; HANSTROM; KALFAS, 2000). E codificager uma familia multigene
que consiste de quatro gendxA, ItxB, ItxC e ItxD(LALLY et al, 1989). A regido
promotora do gene da leucotoxirix) parece estar presergm todas as cepas desta bactéria,
assim como a sequéncia de nucleotideos é semeklranéeas cepas de alta (JP2) e minima
leucotoxicidade (ndo JP2), porém as cepas JP2empaes supressao de 530 pares de base na
regido promotora da leucotoxina, enquanto as dénmaiteucotoxicidade possuem a regiao
promotora da leucotoxina completa. Assim, 0s nidgisexpressao de leucotoxina variam
muito entre essas cepas e altos niveis de prodig;BEacotoxina estao correlacionados com a
presenca da cepa JP2 (BROGANL, 1994).

Bueno, Mayer e Dirienzo (1998), em estudo longitati verificaram que
individuos portadores de clones JP2Adeactinomycetemcomitargpresentaram um maior
risco de desenvolvimento de periodontite agredgidds ratic=22,5). Existe uma associacéo
intensa entre a presenca cgpasde A. actinomycetemcomitarcom a supressao dos 530
pares de base em individuos que apresentam quagberiddontite agressiva (HAUBEHI.,
1995; HAUBEK et al, 1996; BUENO; MAYER; DIRIENZO, 1998; HARASZTHt al,
2000; HAUBEKEet al, 2002; CORTELLIet al, 2003; HAUBEK; HAVEMOSE-POULSEN;
WESTERGAARD, 2006; CORTELLIlet al, 2009; HAUBEK et al, 2009), enquanto
nenhuma associacdo é encontrada com a presenga atinomycetemcomitarsem essa
supressdo (HAUBEKet al, 2001; CORTELLI et al, 2003), explicando, assim, um
significante aumento no potencial de viruléncia.

Para deteccdo da. actinomycetemcomitanmsas amostras de placa bacteriana,
muitos estudos usavam a cultura microbiolégicagmomuitas amostras nao podiam ser
avaliadas em razdo do supercrescimento de outrosoanjanismos ou a auséncia de
crescimento bacteriano (HAUBEKt al, 2001; HAUBEK et al, 2002; HAUBEK et al,
2004). Estes problemas metodoldgicos puderam selvidos com o advento das técnicas de
Biologia Molecular e do seu uso diretamente nassti@® de placa. Estes métodos nao
dependem da viabilidade das amostras, sdo menasiveisn & presenca de outros

microorganismos potencialmente dominantes (HAUBEIaL, 2004) e permitem a detec¢ao
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simultdnea dos dois gendtipos de actinomycetemcomitansaseados na diferenca do
tamanho das sequéncias amplificadas (HAUBEK al, 2008). Assim, diversos estudos
citados no quadro 2 usaram técnica de PCR paragdeteleA. actinomycetemcomitamsde
seus clones de alta e minima leucotoxicidade (BR®@®al, 1994; HAUBEKet al, 1996;
HAUBEK et al, 1997; TINOCOet al, 1997; BUENO; MAYER; DIRIENZO, 1998;
TINOCO; SIVAKUMAR; PREUS, 1998; MOMBELLIlet al, 1999; CONTRERASt al,
2000; HARASZTHYet al, 2000; HAUBEKet al, 2001; HAUBEKet al, 2002; CORTELLI
et al, 2003; HAUBEK et al, 2004; HAUBEK; WESTERGAARD, 2004; HAUBEK;
HAVEMOSE-POULSEN; WESTERGAARD, 2006; HAUBEK; POUSEKILIAN, 2007;
HAUBEK et al., 2008; CORTELLIet al, 2009; HAUBEKet al, 2009; HOGLUNDet al,
2009).
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Predilecdo racial e transmissao intrafamiliar deA. actinomycetemcomitans e de seus
clones altamente leucotdxicos

Em um estudan vitro, citado no quadro 1, Haubek, Poulsen e Kilian 7200
observaram o padrdao de mutacdo do clone JP2. d&dfn que este surgiu inicialmente
como um genoétipo distinto na parte da Africa baahapelo Mediterraneo ha
aproximadamente 2400 anos e se espalhou para e dasAfrica. Isolados bacterianos
obtidos de pacientes brasileiros e de norte-ammergcaram indistinguiveis daqueles obtidos
em pacientes do oeste da Africa, dando suportepasgidio de que o clone JP2 foi
disseminado para a América durante o comércio dtkmtico de escravos (HAUBEK;
POUSEN; KILIAN, 2007).

A fim de delinear a possivel relacdo entre cepaé.dactinomycetemcomitans
exibindo supressao dos 530 pares de base na mgidiotora da leucotoxina e a sua provavel
predilecdo étnica, alguns estudos transversaigdast no quadro 2, avaliaram cepas de
individuos de varios paises e encontraram maigogpedo de individuos afro-americanos,
descendentes de africanos (HAUBEKal, 1997; CONTRERA®t al, 2000; HARASZTHY
et al, 2000) e latinos (HARASZTHYet al, 2000) portadores de clone de alta
leucotoxicidade.

Para Contreraset al (2000), a preferéncia racial de cepas de
actinomycetemcomitarexibindo supressédo nos 530 pares de base, podeeatede fatores
sociais que limitam as possibilidades de transmidsicteriana entre grupos étnicos ou a
condicOes orais ecoldgicas e imunoldgicas singsllaneontradas em negros que favorecem a
colonizagdo dessas cepas. Varios achados sustenteomclusdo de que um especifico
tropismo ligado ao hospedeiro € o maior fator ati@sestrita epidemiologia do clone JP2
(HAUBEK; POUSEN; KILIAN, 2007); porém, a razdo pagate aparente tropismo étnico
permanece desconhecida (HAUBEKal, 2008).

Estudos em individuos norte-europeus e asiaticas goadros de periodontite
cronica e agressiva, gengivite e periodontalmeatel&veis, encontraram amostras positivas
paraA. actinomycetemcomitansas todas as cepas se apresentavam com catecterie
minima leucotoxicidade (HAUBEIlet al, 1995; MOMBELLIet al, 1999). Haraszthgt al
(2000) encontraram, porém, 2% de individuos caanasi expressando clones de alta
leucotoxicidade. Assim, a auséncia ou baixa prec#édeste clone em caucasianos ou
asiaticos sugere que a supressao, representatigkri® JP2, é caracteristica de individuos
com descendéncia africana e periodontite agre§dikb/BEK et al, 1995; HAUBEKet al.,
1996; HAUBEKet al, 1997; MOMBELLIet al, 1999; CONTRERAS! al, 2000).
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A presenca dé\. actinomycetemcomitarés encontrada na maioria de pacientes
com periodontite agressiva e em seus componentesiai@s, demonstrando intensiva
agregacdo familiar dessa patologia (ZAMBON, 198R®UBEK et al, 1997; BUENO;
MAYER; DIRIENZO, 1998; TINOCO; SIVAKUMAR; PREUS, 8; HARASZTHY et al,
2000; DE CARVALHOet al, 2009). Tinoco, Sivakumar e Preus (1998) avatanaembros
familiares de pacientes portadores de periodondtgessiva e infectados poA.
actinomycetemcomitan$eus resultados mostraram que 41,2% dos pai®edd8 irmaos
também abrigavam esta bactéria e que alguns exipenmodontite crénica ou agressiva.
Existe evidéncia clinica de que cepasAdeactinomycetemcomitare alta leucotoxicidade
prevalecem em membros jovens de familias com pamitid agressiva localizada que
convertem o estado de saude periodontal para doa@igeNO; MAYER; DIRIENZO,
1998). Em seus achados, Haule¢lal (1997) verificaram que varios irmaos ou pelo ngeno
um dos parentes, em 12 de 28 familias, de ondenfsalados clones JP2, apresentavam
histérico de periodontite agressiva. Harasztty al (2000), examinando transmissao
intrafamiliar deA. actinomycetemcomitaresn duas familias latinas, uma caucasiana e trés
afro-americanas, verificaram que todos aquelesagorés de clones de alta leucotoxicidade
exibiam um quadro de periodontite agressiva. Osrasitverificaram ainda que, em uma das
familias, as criangas estavam inicialmente infexggzbr clones de alta leucotoxicidade. Dois
anos mais tarde, no entanto, trés dessas criapgaseataram o0 mesmo clone de minima
leucotoxicidade encontrado no pai. Observaram agogaos pais estavam sempre infectados
por clones de minima leucotoxicidade, idéntico Espencontrados em um ou mais dos
filhos.
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Clones altamente e minimamente leucotéxicasconsequéncias sobre parametros clinicos
na periodontite agressiva

Uma complexa interacdo de varios fatores, incluipdedisposicdo genética do
hospedeiro, higiene oral, composicdo e viruléncetdriana do biofilme subgengival,
determina se um individuo desenvolve periodontifeessiva. A perda de insercdo clinica
comecga quando a combinacao entre esses fatoredeenoe baixo limiar de resisténcia do
hospedeiro (HAUBEket al, 2008; DE CARVALHOet al, 2009).

A média de progressdo de perda de insercdo clpec@mdontal apresenta-se
maior em individuos portadores de clones JP2, quandnparados aqueles que mostram
clones ndo JP2 ou sé&o negativos paractinomycetemcomitar((lAUBEK et al, 2004;
CORTELLI et al, 2009). Além disso, parametros clinicos de prdidade de sondagem,
nivel de insercao clinico, indice de sangramernitadiee de placa mostram-se estaticamente
mais elevados em grupos de pacientes com perioelombisitivos a clone JP2, quando
comparados a grupos positivos a clone ndo JP2 (EQRTet al, 2009).

O clone JP2 esta presente antes da manifestagimaaie doenca, o que oferece
uma importante informacao na relacdo temporal enfeecéo poA. actinomycetemcomitans
e periodontite agressiva em adolescentes (CONTRERAS 2000; HAUBEKet al., 2008).
Estudos transversais oferecem conclusdes limitada® a infeccdo de individuos com o
clone JP2 dé. actinomycetemcomitaeso inicio de periodontite agressiva e nao pockert
conclusdes para os efeitos dessa correlacdo sqemeodonto com o passar do tempesim,
dando continuidade a uma série de estudos prédiBEK et al, 1995; HAUBEKet al,
1996; HAUBEKEet al, 1997; TINOCCQet al, 1997; HAUBEKet al, 2001; HAUBEKet al,
2002; HAUBEK; POUSEN; KILIAN, 2007)p grupo de pesquisadores que mais estuda este
assunto, publicou estudos longitudinais (HAUBEK al, 2004; HAUBEK et al, 2008;
HAUBEK et al, 2009) que avaliaram se a presenca do clonerdRZeditiva para perda de
insercado clinica e o desenvolvimento de periodeiifressiva, quando comparada a auséncia
deste cloneObservaram maior risco relativo para desenvolvimeid perda de insercdo
periodontal (RR= 18,0) (HAUBEKet al, 2008) e periodontite agressiva (RR= 13,9)
(HAUBEK et al, 2009), naqueles individuos continuamente intixdapelo clone JP2.
Ainda, a presenca deste clone foi preditiva pgyeogresséo da perda de insercao periodontal
> 3mm durante os dois anos do estudo (OR= 14,5) BB&Jet al, 2004). Estes estudos se
desenvolveram com tempos de observacdo de doiscap®pacientes apresentavam medias
de idades semelhantes. Outra variavel a ser discetitre os estudos é a condicéo periodontal
ao inicio deles. Em dois, os individuos eram sagisdiHAUBEK et al, 2008; HAUBEKet
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al., 2009). Em outro, a condi¢do periodontal dosviltdios ndo era uniforme. Essa variava
desde individuos periodontalmente saudaveis aquaetesperiodontite agressiva (HAUBEK

et al, 2004). Sabe-se que individuos com doenca peariabd@presentam diferenca na
progressao da perda de inser¢cdo quando compargoogdontalmente saudaveis, podendo
este fato promover alteragcdes no resultado finaksib assim, este estudo tem sua
contribuicdo por ser o primeiro ensaio longitudiaalemonstrar que a presenca do clone JP2
deA. actinomycetemcomitanssulta em aumento do risco de progressao de gderuhsercao
clinica.

Experimento recente (HOGLUNEX al, 2009) com periodo de observacédo de 16
anos demonstrou que a presenc¢aAdeactinomycetemcomitare perda 6ssea precoce na
denticdo decidua n&o necessariamente predispusesamdividuos a perda de insercao
periodontal na denticdo permanente. Este estud@ntanto, apresentou como critérios de
inclusdo individuos portadores de perda ésseagafioa interproximal e colonizados com
A. actinomycetemcomitandNao havia correlacdo com o0s clones de alta e nmaini
leucotoxicidade e os individuos eram oriundos deastdiferentes: sete asiaticos, cinco
caucasianos e dois africanos. Sabe-se que nenlssoeiagao entre a presenca isolada.de
actinomycetemcomitansem correlacionar a tipos clonais virulentos edigpgosicdo a
periodontite agressiva é encontrada (BUENO; MAYERRIENZO, 1998) e que criancas
continuamente infectadas pelo clone JP2Adeactinomycetemcomitarepresentam maior
risco relativo (RR=13.9) para desenvolvimento deoplentite agressiva (HAUBELet al.,
2009). Como ja mencionado, este clone em parti@dagncontra ausente de caucasianos e
asiaticos (MOMBELLIet al, 1999; CONTRERASet al, 2000). Assim, os resultados do
estudo de Hoglundt al (2009) ndo sdo comparaveis aos estudos longéisdamteriores.

Cortelli et al (2009) conduziram estudo longitudinal em indivisiibrasileiros,
correlacionando a terapéutica e parametros pariatoem pacientes infectados pelo clone
JP2 comparados aqueles infectados pelo clone n2o BR resposta ao tratamento
periodontal, os par@metros de profundidade de gmmdanivel de insergéo clinica e indice de
placa decresceram em ambos 0s grupos; porém, po géo JP2, melhores resultados foram
observados no nivel de profundidade de sondagera ms#rcdo clinica. No grupo dos
pacientes JP2 positivos, aqueles que permaneceasitivps a este clone durante os 12 meses
de estudo apresentaram: maiores indices de plavai@ resisténcia a terapia quimica
mecanica do que aqueles ndo detectaveis aos cdBRegnquanto a eliminacéo do clone JP2

fez diminuir a inflamacao gengival. Assim, a idéoticdo precoce e a eliminacao dos clones
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JP2 deA. actinomycetemcomitandas bolsas periodontais constituem fatores-chave n
prevencao da progresséo da periodontite associesta alone (CORTELL#t al, 2009).

Alguns individuos sé@o portadores de clones de alminima leucotoxicidade,
podendo estar transitoriamente infectados com amipoalgum momento (HARASZTH¥t
al., 2000). Haubelet al (2008; 2009) observam que a ocorréncia de cldR8s ndo JP2 em
um mesmo individuo reduz o risco de desenvolvimeletgeriodontite, sugerindo que haja
competicéo pelo nicho ecoldgico entre estes clones.

Um aspecto interessante foi verificado em um estadlizado no Brasil quanto a
presenca de clones JP2 em diversos tipos de dpencalontal (CORTELLIlet al, 2003).
Clones de alta leucotoxicidade foram encontradosneimiduos com periodontite agressiva,
seguido de periodontite crénica e gengivite. Apegsanenhuma diferenca significante ter sido
observada entre periodontite crénica e gengivi@ci@nada a presenca de clones altamente
leucotdxicos, este € um achado diferente dos jdigaglos. Além disso, clones de alta
leucotoxicidade foram correlacionados com indivlde idade< 28 anos (CORTELLEt al,
2003).

Para Haraszthyet al (2000) 55% dos individuos com periodontite agvess
estavam positivos para clones de alta leucotoxdeidaApesar dos individuos com
periodontite agressiva apresentarem clones deeaitdénima leucotoxicidade, os individuos
com periodontite crénica, agressiva generalizadsawdaveis exibiram apenas clones de
minima leucotoxicidade. A média de idade paravilldios infectados para clones de alta
leucotoxicidade foi de 13,95 anos (5-28 anos) emgupara individuos que exibiam clones
de minima leucotoxicidade foi de 35,47 anos (6+6&sa

Tinoco et al (1997) encontraram dentre 36 individuos brasigeirque
apresentavam quadros de saude periodontal, gengp#riodontite agressiva e crbnica
positivos paraA. actinomycetemcomitarsomente cinco (14%) positivos para clones JP2,
sendo trés apresentando periodontite agressivéiziada e dois saudaveis. Mombedl al
(1999) ndo encontraram cepas de alta leucotoxieidadindividuos chineses com quadros de
doenca periodontal, apesar de frequéncia de 63%indiduos positivos paraA.
actinomycetemcomitansTrés grupos participaram da amostra: um de iddos com
periodontite (44,1 anos), outro de trabalhadoremdiastria (22,5 anos) e terceiro de adultos
residentes na zona rural (39,7 anos). Hauwteld (2001) encontraram dentre 12 individuos
(14-19 anos) com periodontite agressiva generaizadve positivos para clone de alta
leucotoxicidade e trés com clones de minima lexeottade. Contreraset al (2000)

encontraram dentre 94 pacientes positivos par@ctinomycetemcomitan$l positivos para
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clone de alta leucotoxicidade, com apenas um iddvi(20 anos) com periodontite juvenil
generalizada.
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3 OBJETIVOS
» Detectar a presenca de clones que demonstramualtdnima leucotoxicidade

de A. actinomycetemcomitanem individuos portadores de periodontite

agressiva e em seus membros familiares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo da Amostra

Este estudo foi transversal, realizado com supuat@valiagdo de 35 pacientes
portadores de periodontite agressiva (grupo-testpglo menos um e até quatro de seus
parentes consanguineos - pai, mae, filho ou irfRdam obtidos parentes de 26 participantes
do grupo-teste, totalizando 33 parentes de pomradde periodontite agressiva. Também
foram utilizados como grupo-controle 41 pacientsgulores de periodontite cronica.

Tamanho de amostra semelhante ao proposto negti st utilizado por outros
autores (HARASZTHYet al, 2000; HAUBEK et al, 2002), que conseguiram encontrar
algum tipo de associacdo entre a presencA.dactinomycetemcomitares de seus clones
virulentos e a ocorréncia ou progressao da peridgdagressiva.

Os participantes foram selecionados dentre os goeugaram atendimento na
Clinica de Periodontia da Faculdade de Farmaciapnotbgia e Enfermagem da
Universidade Federal do Ceara, Brasil. Referidadagde € uma das referéncias para o
tratamento de doencas periodontais no Estado doaGeana Regido Metropolitana de
Fortaleza.

Os portadores de periodontite agressiva foram iiz$os de acordo com os
critérios clinicos sugeridos pela Academia Ameréceda Periodontologia (AAP) (TONETTI,
MOMBELLI, 1999):

- periodontite agressiva localizadaperda de insercao interproximal em pelo
menos dois dentes permanentes, um dos quais primeiar e envolvendo ndo mais do que
dois dentes além de incisivos e primeiros molares;

- periodontite agressiva generalizada - perda deer@gdo interproximal
generalizada, afetando trés dentes permanentes @énmcisivos e primeiros molares,
devendo ambos acometer individuos sistemicamenidagais e com rapida perda de
insercao e destruicdo 0ssea.

Os portadores de periodontite cronica também farassificados de acordo com
critérios da AAP (FLEMMIG, 1999; AAP, 2000a, 2000b)

- destruicdo de leve e moderada é caracterizada pedsenca de sitios
periodontais com profundidade de sondagem de atéh@& com perda de insercéo clinica de

até 4 mm;
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- na destruicdo avancada ha a presenca de profuedide sondagem maior do
que 6 mm e perda de insercédo clinica maior do quen4

Os individuos ndo deveriam ter recebido tratameet@odontal nos ultimos seis
meses, ter feito antibioticoterapia nos ultimos tréeses, apresentar alteracdes sistémicas que
interferissem nas condi¢des periodontais, utilimadicamentos que estivessem associados ao
crescimento gengival e estar em periodo de gravwdelactacdo. Os parentes de portadores
de periodontite agressiva ndo poderiam ser destEnteompletos e deveriam apresentar
pelos menos os primeiros molares permanentes irdmsp

O protocolo de pesquisa foi submetido ao ComitéEtlea em Pesquisa da
Universidade Federal do Cearéd tendo sido aprovadd303/2008, sob o n° 20/08 (ANEXO
A). Todos os participantes e os responsaveis fanéormados sobre os propositos do estudo

e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Eesitlo (ANEXO B).

4.2 Procedimentos Clinicos

O exame clinico periodontal foi realizado em todssdentes, exceto terceiros
molares. Os seguintes parametros foram avaliados:

. indice de placa (AINAMO; BAY, 1975) — observou-serasenca de placa bacteriana
visivel nas faces vestibular, palatina ou linguaksial e distal, sendo o indice
determinado pela porcentagem das faces com placaekwido a todas as faces
presentes;

. indice gengival (AINAMO; BAY, 1975) — foi observadapresenca de sangramento
marginal por até dez segundos apoés a penetragganda periodontal 0,5mm no sulco
gengival, nas faces vestibular, palatina ou linguaksial e distal, e o indice
determinado pela porcentagem das faces sangramteselacdo a todas as faces
presentes;

. Profundidade de sondagem - valor obtido com basenasgem gengival até o
fundo do sitio periodontal; e

. Nivel de insercao clinico - valor obtido da junc&wmento-esmalte até o fundo do sitio
periodontal.

Os parametros clinicos profundidade de sondagerived de insercédo clinico
foram examinados em seis sitios (mesiovestibukstilwlar, distovestibular, mesiolingual,
lingual e distolingual).
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O exame clinico periodontal foi realizado com adsoperiodontal PCP-UNC 15
por Unico examinador, calibrado antes e ao finaledtudo, sendo utilizado um teste

estatistico apropriado para estas afericbes (APERDV).

4.3 Procedimentos Microbiologicos

4.3.1 Coleta das Amostras

Amostras de placa bacteriana subgengival foramtamds com cones de papel
estéreis’ (tamanho 35), com a insercéo de dois cones imesitolhido, por 20 segundos.
Foram coletadas de sitios proximais do dente conornj@erda de insercdo e maior
profundidade de sondagem. Nos parentes consanguduwoindividuos com periodontite
agressiva que nao apresentassem doenca periodoraah, colhidas de sitios proximais de
primeiros molares permanentes e incisivos.

Previamente a coleta, a placa bacteriana supragerigi removida com curetas
ou pelotas de algodao estéreis e a area isoladaatetres de algodao estéreis. Apds a coleta,
as amostras foram imersas em microtubos contendbde solucdo de Ringer (8,6g NaCl,
0,3g KClI, 0,33g CaGIl2H,0 em 1000ml KHO) e acondicionadas sob temperatura de - 80 °C,
até serem manipuladas. A avaliacdo microbiolégicaefalizada no Laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade de Farmacia, Odontologiaferfhagem da Universidade Federal do

Ceara.

4.3.2Avaliacdo Microbiolégica

Antes da analise da presenca das bactérias, uig@orea cadeia da polimerase
(PCR) comprimers especificos para a regido 16S do DNA ribossOmi&s (rDNA) foi
realizada para confirmacéo da presenca de DNA do®rganismos nas amostras. Apos, as
amostras foram avaliadas mediante a técnica de RU&to a presenca da.
actinomycetemcomitangregido 16S do DNA ribossémico). Quando a presedeste

microrganismo foi detectada, as amostras foram stibas a analise também mediante PCR,

% Trinity IndGstria e Comércio Ltda., S0 Paulo-BRsil.
3 DENTSPLY Ind. e Com. Ltda- Rio de Janeiro, Brasil.
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para avaliar sua diversidade clonal: clones comesgdo de alta ou minima leucotoxicidade

deA. actinomycetemcomitans.
4.3.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras bacterianas coletadas foram previamemparadas enkit
InstaGene Purification Matrix * (APENDICE B) para extracdo do DNA. Aliquotas de 2
uL do sobrenadante obtido foram adicionados @ul3@e reagentes para PCR (tampé&o para
PCR com 25iM MgCl, >, 0,2puM de dNTP Mix>, 1,25 U deTaq polimerase’ e volume
correspondente a 100 ng de cadaner ®), obtendo-se 5L de volume final

Os primers® utilizados e a regido que amplificam estdo disgosia Tabela 1.
Amostras de agua e cepas Ale actinomycetemcomitarde referéncia (Tabela 2) foram
usadas como controle negativo e positivo, respmti@nte (Figuras 1 e 2), nas eletroforeses
em gel de agarose. A amplificacida 16SrDNA e dé. actinomycetemcomitafegido 16S
do DNA ribossdmico) foi realizada com um ciclo iaica 94°C por dez minutos, seguido de
30 ciclos a 96 °C por 30 s, 55°C por 30 s e 72930, com extensao final a 72°C por dez
minutos (HARASZTHY et al, 2000). Para a regido promotora ldaa amplificacdo foi
realizada com um ciclo inicial a 94°C por cinco atos, 30 ciclos a 94°C por um minuto,
60°C por um minuto e 72°C por dois minutos, segudBuma extensao final a 72°C por oito
minutos (POULSEN; ENNIBI; HAUBEK, 2003). Os prodstamplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose corado com boome etidio - 1Ag/mL. As
concentracdes do gel de agarose variaram de 1,8%gdqla reacdo era para a regido 16S do
DNA ribossémico e presenca Aeactinomycetemcomitamas2,0% para avaliar a diversidade
clonal doA. actinomycetemcomitan®s géis foram fotografadésem transiluminador de luz
ultravioleta® e entdo analisada a presenca de bandas fluoresceue evidenciavam a

presenca do microrganismo ou do fator de viruléastadado.

“ BioRad Laboratories. Hercules, CA - USA

®> Promega Corporation, USA

®Invitrogen Brasil Ltda - S&0 Paulo, SP, Brasil.

"Termociclador Biocycler - Biosystems Importadora Ltda — Curitiba, PR, Bras

¥ Canon — Powershot A640 — Canon, USA.

® Transiluminador UV — LTA/LTB GE, Loccus Biotecngiia - S&o Paulo, SP, Brasil.
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Tabela 1 — Sequéncia gamersutilizados no estudo

REGIAO PRIMERS (5’ - 3) TAMANHO DA REFERENCIA
AMPLIFICADA SEQUENCIA
(PARES DE
BASES)
16S rDNA GGA CTAYAG GGT ATC TAAT 789 (WILSON;
AGA GTT TGA TCM TGG BLITCHINGTON;

GREENE, 1990)

A. AAA CCC ATC TCT GAG TTC TTC 637 (ASHIMOTO et
actinomycetemcomitans TTC al., 1996)
(168 rDNA) ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT
A. GCC GAC ACC AAA GAC AAA altaleucotoxicidade (POULSEN;
actinomycetemcomitans GTC T 700 ENNIBI;
Itx minima HAUBEK, 2003)
GCC CAT AAC CAA GCC ACA  leucotoxicidade
TAC 1200

Fonte: Elaboracéo propria, com referéncia naglitea

Tabela 2 — Cepas de referéncia Aleactinomycetemcomitanautilizadas como controle

positivo
TIPO CLONAL CEPA
16S rDNA A. actinomycetemcomitan¥P2
A. actinomycetemcomitans A. actinomycetemcomitan¥P2
Alta Leucotoxicidade A. actinomycetemcomitan¥P2
Minima Leucotoxicidade A. actinomycetemcomitan$lK1605

Fonte: Elaboracéo prépria, com referéncia nadlitea
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1 2 3 45 6 7 8 9 1012 13 14 15

Figura 1 — Linha 1marcador de peso molect® (1Kb); Linha 2: controle positivo minima leucoiciklade
(A. actinomycetemcomitans HK1605); Linha 3: controle positivo alta leucotoxicidade A.
actinomycetemcomitansJP2); Linha 11: amostra amplificada alta leucotiogice; Linhas 8 e 13: amost
amplificada minima leucotoxicida; Linha 16: controle negativo: agua.

1 2 3 45 6 7 8 9 1112 13 14 15

Figura 2 —Linha 1: marcador de peso molec® (1Kb); Linha 2: controle positivo minima leucotcidade
(A. actinomycetemcomitans HK1605); Linha 3: controle positivo alta leucotoxicidade A.
actinomycetemcomitan3dP?2); Linhis 4, 7, 8, 14 e 15: amostras amplificadaima leucotoxicidac; Linha 16:

controle negativo: agua.

6Invitrogen Brasil Ltda Sao Paulo, SP, Bra:
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4.4 Andlise Estatistica

Os dados clinicos dos individuos dos trés grup@srfesubmetidos ao Teste
de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Para com@aralesses dados entre os grupos, foi
utilizado o Teste ANOVA a um critério ou o TesteKleiskal-Wallis, quando os indicadores
exibiam normalidade ou nao, respectivamente. Qudodam comparados apenas dois
grupos, foram utilizados os testes Teste t nacagareu o Teste ddann-Whitneyquando os
dados apresentaram normalidade ou nao, respectitami@ara avaliar a relacdo entre a
presenca dé. actinomycetemcomitamsa ocorréncia de periodontite agressiva, foizatilo
o Teste do Qui-quadrado, com a concomitante anddiedds ratio

Em todos os procedimentos, foi adotado um nivesigeificancia de 5%
para a tomada da decisdo quanto a validade date$gsotestadas. A andlise dos dados foi

realizada com a utilizacdo doftwareGraphPad Inst&t

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

A amostra estudada foi composta por 109 individalosados em trés grupos:
periodontite agressiva (PAG) e seus familiares (fF&Nperiodontite crénica (PC). A tabela 3
relaciona a amostra estudada com a idade e cds#ices clinicas periodontais.

Foi observada diferenca estatisticamente signifecamtre a idade de todos os
grupos. O grupo PC apresentou individuos mais sekeguido pelo grupo PAG e FAM que
indicou individuos mais jovens. Quando avaliada$?8 (profundidades de sondagem) de
todos os sitios e do sitio coletado para andliseroiblogica, observou-se diferenca
significante entre os trés grupos com maiores galao grupo PAG. Com relacdo aos valores
de NIC (nivel de insercéo clinica), diferenca tambggnificante foi constatada quando
comparados os grupos PC e FAM, PAG e FAM, apresdat® grupo PAG o0s maiores
valores, seguido pelo grupo PC. Foram comprovaifiaedcas estatisticamente significantes
entre os valores de IP (indice de placa) e IG ¢andiengival) apenas entre os grupos PC e
FAM (Tabela 3).
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e periodontagsparticipantes do estudo

GRUPOS PERIODONTITE FAMILIARES PERIODONTITE
AGRESSIVA (FAM) CRONICA
(PAG) (PC)
N 35 33 41
Média de idade em 339 +7,.1 22,8+114 44,1 + 9 4%
anos
(variagao) (22-48) (8-49) (27-60)
PS (média) 3,7+ 0,9* 24+0,5 29+ 0,5
NIC (média) 4,3 +1,2%** 20+14 38+1,1
Média .
PS (SC) 9,8+2,1 53+2,0 82+23
Média
NIC (SC) 10,7 + 2,8*** 4,6 +3,3 9,4+2,9

IG (média %)

IP (média %)

14,9 £ 10,5%

32,3 £19,7%

10,7 £ 13,5%

24,8 £19,6%

20,6 £ 19%**

33,5 + 14,0%**

PS - profundidade de sondagem
IG - indice gengival

SC - sitio coletado para analise microbioldgica
*diferenca estatisticamente significante entreropgs

NICelrde insercao clinico

IP - indice de placa

** diferenca estatisticamente significante entrerapas PC e FAM

*** diferenca estatisticamente significante enteegoupos, exceto PAG e PC
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Com relacdo a média de dentes, o grupo PAG apms@a.0 + 2,3, 0 grupo
FAM 24,2 + 5,3 e 0 grupo PC 22,0 £ 3,5. Os Grafitas 2 mostram a distribuicdo de PS e
NIC por dentes estratificados emb, >6, >7 e>8 mm nos grupos PAG e PC. Verificou-se
que o grupo PAG demonstrou maiores valores congd&ela todos os cortes apresentados,

sendo observados maiores valores no grupo PAG.

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

W PAG

mPC

25 mm 26 mm 27 mm 28 mm

Gréfico 1 — Distribuicdo de maior valor de PS penté nos pacientes do grupo PAG e PC

*p<0,05

90%

80% _*_

70%

60%
50%

B PAG

40%

mPC

30%

20%

10%

0%

25 mm >6 mm >7 mm >8 mm

Grafico 2 — Distribuicdo de maior valor de NIC glente nos pacientes do grupo PAG e PC

*p<0,05
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A tabela 4 apresenta a condicao periodontal delacmm a presenca ou auséncia
deA. actinomycetemcomitaesn cada grupo estudado. No grupo FAM, dez par¢B8e3%)
apresentaram quadro de periodontite agressivasedelass 3 (30%) estavam positivos para
actinomycetemcomitang?2 (36,3%) periodontite crénica com apenas unviddo positivo
para a bactéria estudada e 11 (33,3%) estavamdpataimente saudaveis/gengivite, todos

negativos quanto a presencafdexctinomycetemcomitans



Tabela 4 — Condicao periodontal e presencA.detinomycetemcomitaesn cada grupo
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PAG FAM
Periodontite Periodontite Saudaveis/
Agressiva Crbnica Gengivite
Aa+ Aa- Aa+ Aa- Aa+ Aa- Aa+ Aa- Aa Aa-
+
N 20* 15 15 26 3* 7 1 11 - 11
% 57.,2% 42.8% 36,6% 63,4% 9,1% 21,2% 3% 33,3% 33,3%
Média de
idade 346+6,9 33,1+74 442+86 43,8+10,1 24,3+59 19,3+8,3 22 31,8+10,9 - 12,0+£3,2
em anos
(variagao) (25-48) (22-45) (32-58) (27-60) (20-31) (10-36) (15-49) (8-18)
PS 39+10 3407 3,005 29+0,5 31+05 28+04 22+13 24+0,3 - 1,9+0,2
NIC 46+1,3 39+08 38+1,0 38+1,2 32+06 28+0,7 23+12 28+0,7 - -
PS(SC) 10,3+24 92+16 8,1+2.2 83+24 6,3+1,2 69+20 9 56+1,0 - 3+0,7
NIC(SC) 11,2+32 10+x2,1 95+3,0 9,3+3,0 57+12 7,1+23 9 59+14 - -

TOTAL

109

34,4+12,8

(8-60)

3,0+0,8

34+1,6

7828

8,3+4,0

PS- profundidade de sondagem

(Aat) presenca d&. actinomycetemcomitans

*Grupos onde foram encontrados clones de alta teximidade

NIC — nivel de insercao clinico
(Aa-) auséncia dé\. actinomycetemcomitans

SGsitio coletado para analise microbioldgica
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Na tabela 5, os individuos estudados foram agrigpaa@oacordo com a condigéo
periodontal e presenca ou auséncia Adeactinomycetemcomitan€onsiderando todos os
individuos da amostra, observa-se que, quanto semga deA. actinomycetemcomitang3
(51,1%) dos individuos com periodontite agressiva6e(30,1%) daqueles com periodontite
cronica estavam positivos. Nao foi encontrada pmpgsedesta bactéria nos pacientes
saudaveis/gengivite. A presenca Ae actinomycetemcomitarfei associada com a condicéo
clinica de periodontite agressivad@s ratie=3,1; Intervalo de Confianga: 1,4-7,0+0,009.
Diferenca estatisticamente significante foi obseéavguando comparados os valores de PS e NIC
dos pacientes com periodontite agressiva posigvasgativos parA. actinomycetemcomitans

residindo os maiores valores naqueles positivas paresenca desta bactéria.

Tabela 5 — Presenca Aeactinomycetemcomitadg acordo com condi¢do periodontal

TOTAL
Periodontite Periodontite Saudaveis/
Agressiva Crobnica Gengivite
Aa+ Aa- Aa+ Aa- Aa+ Aa-
N 23* 22 16 37 - 11
% 51,2% 48,8% 30,2% 69,8% 100%
Média de 335+75 28,7+ 10 43,1+9,9 41,1 £10,6 12,7+3,3
idade -
(Variacéo) (20-48) (10-45) (22-58) (22-60) (8-18)
PS 3,8 £0,9** 32+0,7 29+0,5 2,705 - 1,9+0,2
NIC 4,4 +1,3* 3609 3,7+1,1 35+1,2 - -
PS (SC) 9,7+2,6 85+2 81+2 75+2,4 - 3,3+0,9
NIC (SC) 10,5+3,5 9,1+25 94+28 8,4+3,0 - -

PS - profundidade de sondagem

SC - sitio coletado para analise microbiolégica
(Aat) presenca de. actinomycetemcomitans

NIC - nivel de insercdtnido

Aa- A. actinomycetemcomitans

(Aa-) auséncia dé\. actinomycetemcomitans
*associagdo estatisticamente significantedds ratio= 3,1; intervalo de confianca: 1,4-730,009.
**diferenca estatisticamente significante entrequmontite agressiva (Aa+) x (Aa-)
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Dentre os individuos positivos pafa actinomycetemcomitan37 (94,8%) exibiram
clones de minima leucotoxicidade e apenas doigdbekibiram clones de alta leucotoxidade,
ambos com periodontite agressiva generalizada gepientes de familias diferentes; um
pertencente ao grupo PAG e outro ao grupo FAM, @stéio de um individuo do grupo PAG.
Dentre todos os individuos da amostra examinada pernodontite agressiva, apenas um do
grupo FAM apresentou quadro de periodontite agradscalizada - uma crianca de dez anos. Os

demais exibiram quadro de periodontite agressinangdizada.
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6 DISCUSSAO

Este experimento teve como objetivo avaliar a mprgmede clones deA.
actinomycetemcomitansom alta ou minima leucotoxicidade em individuastgdores de
periodontite agressiva e em seus componentes #aeslconsaguineos. Os resultados indicam a
associacao da presencaAleactinomycetemcomitacem a ocorréncia de periodontite agressiva
generalizada, pois 51,1% dos pacientes com estga@dmédia de 33,5 anos) estavam positivos
para essa bactéria.

Varios estudos descreveram a ocorréncia.dectinomycetemcomitaesn formas de
doenca periodontal semelhantes a periodontite sigeegeneralizada. Rodenbueg al (1990)
encontraram em 55% dos pacientes (14-52 anos),f\Wokl (1993) em 38% (28-78 anos),
Muller, Lange e Muller (1993) em 58% de individummsn média de idade 28,9 anos e Kamma,
Nakou e Manti (1995) em 20% de adultos (25-35 arlag)ez, Mellado e Leighton (1996) néo
encontraram, entretanto, presenca Ale actinomycetemcomitanem seis individuos com
periodontite agressiva generalizada com idadeS8aeZb anos.

Nos resultados deste ensaio, apenas dois individoos periodontite agressiva
generalizada exibiram clones Aeactinomycetemcomitane alta leucotoxicidade, com 37 e 31
anos. Entre todos os individuos com periodongtessiva, apenas um membro familiar com dez
anos apresentou quadro de doenca localizada, estendemais com quadro de periodontite
agressiva generalizada. Dos individuos da amosttaretudo exibindo quadro de periodontite
agressiva, 91,3% estavam positivos para clonesigienanleucotoxicidade.

Clone deA. actinomycetemcomitande alta leucotoxicidade é relacionado com
periodontite agressiva localizada (HAUBEkKet al, 1997; TINOCOet al, 1997; BUENO;
MAYER; DIRIENZO, 1998; HARASZTHYet al, 2000; HAUBEKet al,, 2001). Haraszthgt
al. (2000) observaram que individuos com média ddeidie 13,9 eram mais frequentemente
infectados por clones de alta leucotoxicidade, anffjuaqueles com média de idade de 35,4 ndo
0S apresentam; ou seja, clones de alta leucotexieiddo encontrados em individuos jovens com
quadros de periodontite agressiva localizada e owdia de variacdo de idade inferior & da
amostra sob comento. A média de idade encontradad@iriduos que ndo apresentavam alta
leucotoxicidade por Harasztley al (2000), foi semelhante a desta amostra (34,0) aalgsn de
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se apresentarem apenas sete pacientes com peit@dgnéessiva e idade inferior ou igual a 28
anos.

Mombelli et al (1999) ndo encontraram cepas de alta leucot@deiegm individuos
com periodontite e média de idade de 33,6 anostr€aset al. (2000) encontraram apenas um
individuo com periodontite agressiva generalizadiiedo clone de alta leucotoxicidade,
enquanto Haraszthst al. (2000) identificaram este clone apenas em pasertm periodontite
agressiva localizada. Haubek al. (2001) encontraram, dentre 12 individuos comopertite
agressiva generalizada positivos pAtaactinomycetemcomitanasove positivos para clone de
alta leucotoxicidade. Os individuos de sua amost&retanto, apresentavam variacdo de idade
14-19 anos, bem mais jovens do que os com peridelai@ste estudo, que registraram variacao
de idade de 20-48 anos (grupo PAG).

A infeccdo pelo clone de alta leucotoxicidade (JBQA. actinomycetemcomitans
pode ser o “gatilho” do inicio da patologia, nAmdee este necessariamente requerido para a
manutencdo do processo da doenca (HAUB&EKal, 2008; HAUBEK et al, 2009). Uma
explicacdo pode ser a de que este afeta a tolarénuanoldgica, onde outras bactérias presentes
no biofilme podem entdo sustentar e manter o psocgglamatério, que ao longo do tempo se
manifesta clinicamente com perda de insercdo amr s dentes. O clone JP2 pode ainda estar
continuamente presente abaixo do limite de deteapantendo atividade de reabsorcéo dssea.
Assim, segundo esses autores, exames para detegmesenca de clones JP2 deveriam
preferencialmente ser feitos em idade menor ou gu& anos (HAUBEKet al., 2009). Clones
JP2 deA. actinomycetemcomitapsoduzem de dez a 20 vezes mais leucotoxina dasjgepas
de minima leucotoxicidade (BROGA® al, 1994) apesar de estas Ultimas também apresentare
producdo de leucotoxina. Os individuos avaliadatene em outros estudos (HAUBEKX al,
1995; TINOCO et al, 1997, MOMBELLI et al, 1999; CONTRERASet al, 2000;
HARASZTHY et al, 2000; HAUBEK et al, 2001), que apresentaram clones de minima
leucotoxicidade também exibiram destruicdo periteloma das limitagcbes deste experimento
ora relatado € que ele foi transversal, o que fezpesquisadores terem uma amostra de
conveniéncia daqueles que buscavam tratamentodpetal. Por esta caracteristica do estudo,
também né&o é possivel determinar quando ocorrestauttdo periodontal que foi encontrada, se

no passado ou em um periodo mais recente.
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O grupo FAM foi constituido de 15 irmdos e 18 fghalos portadores com
periodontite agressiva. No que concerne a congiedodontal, 30,3% apresentaram periodontite
agressiva, 36,3% periodontite crénica e 33,3% astaperiodontalmente saudaveis ou exibiam
gengivite. Dentre eles, 12,2% estavam positivoa papresenca d&. actinomycetemcomitans
sendo dez portadores de periodontite agressivade t8nica. Nos parentes saudaveis/gengivite,
nao foi encontrada presenca desta bactéria. Apend8%) exibiu clone de alta leucotoxicidade
e trés (9%) clones de minima leucotoxicidade.

A periodontite agressiva mostra intensa agregag@diar (VAN DER VELDEN et
al., 1993; DE CARVALHOet al, 2009) e, apesar de variacbes serem encontradasstudos
gue avaliam modelos de transmissdo genética destaca, h4 um consenso de que fatores
genéticos com provavel influéncia de fatores ambhisrdesenvolvam um papel nesta doenca
(DE CARVALHO et al, 2009). Llorente e Griffiths (2006) examinaramomponentes
familiares portadores de periodontite agressisleagnosticaram 8% com periodontite agressiva,
39% com periodontite cronica e 53% estavam sausl@tecom gengivite. Dogaat al (2008)
encontraram 38% de membros familiares de portadigegeriodontite agressiva com alguma
forma de doenca periodontal, 19% com periodongitessiva e 19% com periodontite cronica.
Neste estudo a maioria dos componentes familiapgesentaram quadros de periodontite
agressiva (30,3%) e cronica (36,3%), em porcentageperiores as encontradas nos estudos
citados. Segundo aqueles autores, pais e irmaasndadividuo com periodontite agressiva,
positivo paraA. actinomycetemcomitagngodem exibir maior susceptibilidade para doencas
periodontais destrutivas (DOGA&t al, 2008).

Outro ponto que pode ser apontado como importaatetiologia e disseminacéo
familiar da doenca é a transmissdo Ae actinomycetemcomitanPREUS et al, 1994;
ASIKAINEN; CHEN; SLOTS, 1996; TINOCO; SIVAKUMAR; PRUS, 1998; HARASZTHY
et al, 2000; DOGANet al, 2008). Avaliando familias brasileiras de indivxdd com periodontite
agressiva localizada, Tino@ al (1997) e Tinoco, Sivakumar e Preus (1998) olasara que
41,2% dos pais e 58% dos irmdos eram também calbwsz por esta bactéria e que 5%
apresentavam clones JP2. Ainda levantaram a hgdkesjue, em algumas populacdes com o
controle inadequado de higiene oral, torna-se comtir@ansmissao d&. actinomycetemcomitans
(TINOCO et al, 1997; TINOCO; SIVAKUMAR; PREUS, 1998). Dogaet al (2008)

observaram que 64% de membros familiares de podadae periodontite agressiva
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apresentaram a bactéria. Assim, ante a evidéncipreldisposicdo geneética e transmissao
bacteriana, exames preventivos em componentes ideesil de portadores de periodontite
agressiva poderiam diminuir o avanco de doencasdmntais destrutivas através do diagndéstico
precoce.

Brown et al (1996) observaram que 35% dos individuos joveres apresentavam
guadro de periodontite agressiva localizada progmedpara doenca generalizada. Harasethy
al. (2000) observaram que, em familias de membros memodontite agressiva localizada, os
pais apresentavam quadro de periodontite cronicagoessiva generalizada e sempre estavam
colonizados com clones de minima leucotoxicidadeAd@ctinomycetemcomitan§oi ainda
encontrado clone de minima leucotoxicidade em casnsemelhante ao achado nos pais
(HARASZTHY et al, 2000). Na amostra deste ensaio os individuos peEnodontite agressiva
guase que totalmente eram adultos com doenca ¢jeadesae exibiam clones de minima
leucotoxicidade dé. actinomycetemcomitanSstes individuos podem, quando mais jovens, ter
sido colonizados com clone de alta leucotoxicidadapresentado um quadro de doenca
localizada, quando pode ter tido inicio a destwigériodontal. Ainda, individuos mais jovens
exibem clones de alta leucotoxicidade, que se érmornausentes em individuos mais velhos e
alguns individuos sdo temporariamente portadoredates de minima e alta leucotoxicidade, o
gue pode ser consistente com a hipétese de queeogora mudanca na viruléncia do
actinomycetemcomitarem o passar do tempo (HARASZTHSY al, 2000; CORTELLIet al,
2003; HAUBEKZet al, 2008).

Este estudo registrou pacientes com periodontitesaiya generalizada, estando, em
pouco mais da metade, positivos para a presenga detinomycetemcomitansxibindo quase
gue em sua totalidade clones de minima leucotadedSendo escassos os dados na literatura de
pacientes com a doenca periodontal agressiva digaei mais estudos se fazem necessarios, a
fim de investigar a progresséo da doenca periotlagtassiva, bem como dos tipos clonaif\de

actinomycetemcomitapgue possam estar presentes nos diversos estiagiogermidade.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados deste trabalho, évabssincluir que:

a presenca dé. actinomycetemcomitarfei associada a condi¢do clinica de
periodontite agressiva;

a maioria dos individuos com periodontite agressesbiu uma forma
generalizada de doenca e estavam positivos paraeslode minima
leucotoxicidade dé. actinomycetemcomitans

individuos portadores de clones de alta leucotdade apresentaram quadro de
periodontite agressiva generalizada; e

componentes familiares de portadores de perio@oatjtessiva apresentaram, em

sua maioria, algum tipo de doenca periodontal cedbau agressiva.
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APENDICE A - CALIBRACAO

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 depdadade de sondagem (PS) e de nivel de insetiz@ooc(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 correlacao intraclasse
PS — Profundidade de sondagem

NIC — Nivel de inserc¢éo clinico
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APENDICE B — PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA

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

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

v' Apds removeu-se o sobrenadante e acrescentou-gd 20 matrix do InstaGene * ao
pellet, seguido por incubacgéo 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 Entdo os tubos foram agitados por 10 seg. e cegddfos (3min./12.000 rpm), obtendo-se
um sobrenadante contendo o DNA extraido.

4 BioRad Laboratories. Hercules, CA - USA



ANEXO A — Protocolo do Comité de Etica

Universidade Federal do Cearé
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 133/08 Fortaleza, 14 de marco 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.52 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, Resolucédo 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 relatério final do referido projeto.

Atenciosamente,
m&%m?a/\wji mﬁm
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecic

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Por esse instrumento particular declaro, para oddoe fins éticos e legais, que eu,

brasileiro(a), nascido@) em [/ [/ , mwta do RG n°
residente a , ha
cidade de , responsavel por
bragidgiranascido(a) em / /.,

portador do RG n°

residente a , ha cidade de

, concordo com a minhacymagido voluntaria ou do menor acima,

na pesquisa intituladaAvaliacdo 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 duvida alguma, sobre a minha partiégpao estudo, de acordo com o0s 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 areas dent&@s, cones de papel absorvente.
Procedimentos que podem causar certo desconfoaonéo prejudiciais & minha saude.

2- Fui esclarecido que a realizacdo da pesquisa ngdicamem risco algum para 0s
participantes, pois o exame clinico a que serangtido € um exame odontoldgico realizado

com instrumentos devidamente esterilizados.

Telefones e endereco para qualquer esclarecimento:
Virginia Régia Souza da Silveira: (85) 3217-1392/59066
FFOE-UFC / Rua Monsenhor Furtado s/n

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

4- Estou ciente de que serei esclarecido durante @odecorrer 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.

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

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

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido talkesimentos, 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

responséavel caso menor) menor de 18 anos

Virginia Régia SouzaSilveira
Pesquisador responsavel




