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RESUMO

Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sdo periodontopatégenos
associados a periodontite agressiva. A fimbria, uma estrutura relacionada a adeséo e a invasao de
células, é um dos principais fatores de viruléncia de P. gingivalis. Baseado na sequéncia de
nucleotideos, seis gendtipos(fimA) que codificam a fimbria principal dessas bactérias foram
identificados, sendo o fimA 1l mais comumente relacionado a destruicdo periodontal. O objetivo
deste trabalho foi avaliar, por meio de reacdo em cadeia da polimerase em amostras de placa
subgengival dos sitios com maior profundidade de sondagem de pacientes com periodontite
agressiva, a prevaléncia de P. gingivalis, do gendtipo fimA Il de P. gingivalis e de A.
actinomycetemcomitans, assim como relacionar a presenca desses patdgenos ou genotipo a idade
e aos parametros clinicos periodontais (indice de placa, indice de sangramento gengival,
profundidade de sondagem e nivel de insercdo) encontrados nesses pacientes. Foram
selecionados 45 pacientes com periodontite agressiva generalizada, com idade entre 15 e 40 anos.
Nessa populacdo, 64,4% apresentaram P. gingivalis e 28,8% apresentaram A.
actinomycetemcomitans em sua microbiota subgengival. Dos pacientes positivos para P.
gingivalis, 82,6% apresentaram o genotipo fimA 11. Ao se relacionar a presenca ou auséncia das
bactérias ou genotipo aos dados clinicos e idade, foi observada diferenca estatisticamente
significante entre o nivel clinico de insercdo do sitio coletado de pacientes com presenca de P.
gingivalis e seu genotipo fimA 1l quando comparados aos pacientes negativos para essa bactéria e
genotipo, sendo a perda de insercdo significativamente maior em pacientes que apresentaram P.
gingivalis e em paciente com seu gendtipo fimA 1I. Além disso, foi encontrada média de idade
significativamente mais elevada em pacientes positivos para P. gingivalis que em pacientes
negativos para essa bactéria. Concluiu-se, assim, que P. gingivalis e seu geno6tipo fimA tipo Il
estdo presentes em alta prevaléncia em pacientes com periodontite agressiva generalizada, que A.
actinomycetemcomitans estd presente em menor proporcao de individuos na populacéo estudada
e que P. gingivalis parece ser mais comumente encontrada em bolsas mais profundas e em

individuos mais velhos.

Palavras-chave: Periodontite agressiva. Porphyromonas gingivalis. Fimbria. Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.



ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans are periodontal
pathogens associated with aggressive periodontitis. The fimbriae, a structure related to adhesion
and invasion of cells, is one of the major virulence factors of P. gingivalis. Based on the
nucleotide sequence, six genotypes(fimA) encoding the major fimbriae of these bacteria were
identified, and the fimA 1l is the most commonly associated with periodontal destruction. The
objective of this study was to evaluate, by polymerase chain reaction in subgingival plaque
samples from sites with highest probing depth in patients with aggressive periodontitis, the
prevalence of P. gingivalis, P. gingivalis genotype fimA Il and A. actinomycetemcomitans, and
relate the presence of these pathogens or genotype to age and clinical periodontal parameters
(plaque index, gingival bleeding index, probing depth and clinical attachment level) in these
patients. We selected 45 patients with generalized aggressive periodontitis, aged from 15 to 40
years. 64.4% of these patients harbored P. gingivalis and 28.8% harbored A.
actinomycetemcomitans in their subgingival microbiota. In patients positive for P. gingivalis,
82.6 % presented the genotype fimA I1. In relation to the presence or absence of bacteria or gene
to clinical data and age, a statistically significant difference between clinical attachment level was
observed in the selected sites of patients with the presence of P. gingivalis and its genotype fimA
Il when compared to patients negative for these bacteria and genotype, with periodontal loss
significantly higher in patients harboring P. gingivalis and in patients harboring genotype fimA II.
In addition, the average age in patients positives for P. gingivalis was significantly higher than in
negative ones. It is therefore concluded that P. gingivalis and its genotype fimA Il are present in
high prevalence in patients with generalized aggressive periodontitis, A. actinomycetemcomitans
is present in a smaller proportion of individuals in the studied population and P. gingivalis seems
to be more commonly found in deeper sites and older individuals.

Keywords: Aggressive periodontitis. Porphyromonas gingivalis. Fimbriae. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.
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1 INTRODUCAO

Periodontite agressiva engloba manifestacbes de periodontite de rapido inicio e
progressdo em pacientes sistemicamente saudaveis. Em geral, acomete individuos mais jovens e
tem ocorréncia mais rara e grave quando comparada a periodontite crénica, além de apresentar
tendéncia & agregacéo familiar." ? Essas peculiaridades sugerem a presenca de uma microbiota
altamente virulenta e/ou um alto nivel de susceptibilidade do paciente para a doenca, sendo
realizados diversos estudos em busca de melhor entendimento sobre sua etiologia e patogénese.

Segundo a Academia Americana de Periodontologia®, periodontite agressiva pode ser
classificada como localizada ou generalizada. Na periodontite agressiva localizada, ha perda de
insercdo interproximal em pelo menos dois dentes permanentes, um dos quais primeiro molar, e o
acometimento de ndo mais do que dois dentes além de incisivos e primeiros molares. Ja na
periodontite agressiva generalizada, a perda de insercdo interproximal afeta pelo menos trés
dentes permanentes além de incisivos e primeiros molares. Ambas as formas acometendo
individuos sistemicamente saudaveis e com rapida perda de insercéo e destruicio dssea.*

Essa patologia tem sido historicamente relacionada a  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, principalmente em sua forma localizada, e, em algumas populagdes, tem
sido relacionada a P. gingivalis, principalmente em sua forma generalizada.® # > °

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € um cocobacilo Gram-negativo capnofilico
consistentemente associado a pacientes com periodontite agressiva.* * Porphyromonas gingivalis
¢ um cocobacilo Gram-negativo anaerdbico estrito que tem sido associada a doencas

periodontais, incluindo periodontite cronica® % *° 4 11z 13

e agressiva, mas também pode ser
encontrada em pacientes periodontalmente saudéaveis.® ** ** Essa bactéria apresenta diversidades
genotipica e fenotipica, resultando em diferencas em sua viruléncia e em sua capacidade de
inducdo de destruicdo periodontal.*

A viruléncia de P. gingivalis é consistentemente associada a presenca de fimbrias, que séo
apéndices envolvidos na adesdo celular. Fimbrias sdo as principais estruturas responsaveis pela
aderéncia das bactérias a células epiteliais, fibroblastos, componentes salivares e colageno,
desempenhando importante papel na colonizagdo e invasao dos tecidos periodontais.’® *" A
fimbria principal é codificada pelo gendtipo fimA.® % 18 19 20 21 Baseado na sequéncia de

nucleotideos, seis genétipos fimA foram identificados: fimA I, Ib, I, III, IV e V.3 2% 23 24
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Inimeros estudos tem relacionado maior prevaléncia do gendtipo tipo Il, seguido em geral dos
tipo IV e Ib em pacientes com periodontite.® 1% 18 19 20: 21

Apesar de diversas pesquisas terem avaliado a diversidade genotipica do fimA em
diferentes condices periodontais, apenas duas avaliaram especificamente a prevaléncia dos

gendtipos em pacientes com periodontite agressiva,® 2

em que foi observada destacada
associacao do genotipo fimA Il com essa doenga em japoneses e chineses.

Variagdes microbiolégicas em pacientes com periodontite agressiva, influenciadas pela
etnia, localizacdo geogréafica e pela condicdo da populacdo estudada, justificam a necessidade da
realizacdo de estudos em diferentes populacfes. Além disso, é importante avaliar a presenca de
periodontopat6genos relacionando-os ao comportamento clinico da doenca, contribuindo assim
para a identificacdo de individuos de risco. Dessa forma, buscou-se neste trabalho avaliar, por
meio de reacdo em cadeia da polimerase, a prevaléncia de P. gingivalis, do gendtipo fimA 11 de P.
gingivalis e de A. actinomycetemcomitans, assim como relacionar a presenca desses patdgenos ou

genotipo aos parametros clinicos em pacientes com periodontite agressiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Periodontite agressiva consiste em um tipo de doenca periodontal que apresenta como
caracteristicas principais rapido inicio e progressdo da destruicdo periodontal, acometimento de
individuos sistemicamente saudaveis e agregacdo familiar. Essa patologia pode apresentar ainda
caracteristicas secundérias, ndo sendo encontradas em todos os pacientes, mas que, em geral,
estdo presentes. Entre as caracteristicas secundarias relatadas, estdo quantidade de biofilme
inconsistente com a severidade da destruicdo periodontal, elevadas proporcbes de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e, em algumas populacgdes, Porphyromonas gingivalis,
anormalidades fagocitarias e presenca de fenétipos de macréfagos hiperresponsivos.?

Porphyromonas gingivalis € um periodontopatdgeno consistemente associados a doencas
periodontais, tendo sido encontrado em bolsas periodontais de pacientes com periodontite

#1123 o cronica.® % 1° Essa bactéria também tem sido encontrada, apesar de em menor

8; 14; 15

agressiva
proporcao, em individuos periodontalmente saudaveis, 0 que pode ser explicado devido a
P. gingivalis apresentar diversidade genotipica e fenotipica, resultando em diferencas na inducao
de destruicdo periodontal.™® Entre os fatores de viruléncia de P. gingivalis, as fimbrias sdo a
principal estrutura responsavel pela aderéncia das bactérias a células epiteliais, fibroblastos,
componentes salivares e colageno, desempenhando importante papel na colonizacdo e invasao
dos tecidos periodontais.*® A fimbria principal é codificada pelo genétipo fimA, cujas variaces
alélicas estdo relacionadas a diferentes condicdes periodontais.® *° 18 19 2L

O primeiro estudo a avaliar a prevaléncia dos gendtipos fimA de P. gingivalis em
pacientes com periodontite é de 1999%2. Amano e colaboradores avaliaram amostras de placa
subgengival e de saliva de 93 japoneses com bolsas periodontais maior ou igual a 4 mm quanto a
presenca dos genotipos fimA dos tipo I, II, Il e IV, através de reacdo em cadeia da
polimerase(PCR). Desses pacientes, 78,5% apresentam P. gingivalis em sua microbiota, sendo o
gendtipo fimA mais prevalente o tipo 11(58,9%), seguido do tipo 1V(12,3%) (Dados completos
presentes no quadro 1). Além disso, 6,8% das amostras ndao foram correlacionadas a nenhum
gendtipo estudado. Em continuacdo a essa pesquisa, Nakagawa e colaboradores, em 2000,
caracterizaram um novo genotipo fimA nas amostras ndo tipaveis. Nesse estudo, o genotipo fimA
V foi caracterizado e encontrado, isolado ou combinado a demais genotipos, em 16,4% das

amostras de japoneses com periodontite.
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Em busca de avaliar as diferencas na prevaléncia dos genétipos em pacientes
periodontalmente saudaveis e com periodontite, Amano e colaboradores, em 2000,? realizaram
PCR para os genotipos | a VV em biofilme dental de 380 japoneses periodontalmente saudaveis e
139 pacientes com periodontite. P. gingivalis foi detectada em 36,3% dos individuos saudaveis e
em 87,1% dos pacientes com periodontite. Dentre os individuos sem periodontite, o tipo mais
prevalente foi fimA 1(76,1%), seguido do tipo V(29,7%), enquanto os pacientes com doenca
periodontal apresentaram maior prevaléncia do tipo Il (66,1%), seguida pelo tipo 1V(28,9%),
sendo encontrado OR 44.44 para periodontite na presenca do genotipo tipo 1l e OR 13,87 para o
genotipo tipo IV na populacdo de japoneses estudada. Esses achados indicaram que existem
cepas de P. gingivalis relacionadas com doenca periodontal, mas também existem cepas
associadas com saude e que a variagdo clonal desses microorganismos pode influenciar no perfil
periodontal.

Em 2002, o grupo de Nakagawa® sequenciou uma nova variante do gendtipo fimA,
designado como tipo Ib, passando ao conhecimento de 6 diferentes gendtipos fimA de P.
gingivalis(Tipo I, 11, I1I, 1V, V e Ib). A sequéncia de nucledtideos do gendtipo mostrou uma
homologia de 97,1% com a de tipo I, indicando-o como uma variante clonal do tipo I.
Microorganismos do tipo Ib foram detectados em 13,5% dos pacientes estudados com
periodontite e em 2,9% dos adultos periodontalmente saudaveis. No citado estudo, observou-se
forte relacdo entre periodontite e os gendtipos fimA Il (OR 77,8 ), IV (OR 7,54) e Ib (OR 6,51).
Além disso, microrganismos do tipo Ib também foram relacionados com periodontite em
pacientes com sindrome de Down (OR 1,91) e em pacientes com deficiéncia mental (OR 4,00).
Esses resultados sugeriram que P. gingivalis fimA Ib também esta associada com doenca
periodontal, similarmente aos microrganismos com genotipos Il e V.

Nos anos subsequentes, diversos estudos foram realizados objetivando relacionar a
presenca dos genotipos fimA de P. gingivalis a diferentes condi¢bes periodontais. Esses estudos e
seus resultados encontram-se listados no quadro 1. De forma geral, os gendtipos do tipo II,
seguidos do tipo IV e Ib, sdo os mais prevalentes em individuos com perda de insergédo
periodontal, enquanto o tipo | é comumente relacionado a satde periodontal.

Como ja mencionado, a periodontite agressiva tem sido historicamente relacionada a A.
actinomycetemcomitans, principalmente em sua forma localizada, mas, em algumas populacgdes,

tem sido relacionada a P. gingivalis, principalmente em sua forma generalizada.® * > Apesar da
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existéncia de diversos estudos que avaliam a prevaléncia dos genoétipos fimA dessa bactéria em
diferentes condigdes periodontais, poucos procuraram avaliar especificamente a prevaléncia
desses genoétipos em pacientes com periodontite agressiva(Quadro 2). No Brasil, Missailidis e
colaboradores™ avaliaram a ocorréncia dos genétipos em pacientes sem perda de insercéo e com
periodontite cronica e agressiva. Nesse trabalho, foi encontrada P. gingivalis em 86,7% dos
pacientes com periodontite agressiva, mostrando-se estatisticamente mais prevalente nesses
pacientes que em individuos saudaveis e sem diferenca em relacdo aos pacientes com
periodontite cronica, mas os dados referentes ao gendtipo fimA ndo foram avaliados
separadamente para cada doenca.

Até o presente momento, apenas dois estudos avaliaram a prevaléncia dos genotipos fimA

1.2 e Feng et al®.

de P. gingivalis especificamente na periodontite agressiva. Miura et a
investigaram essa associa¢do em individuos japoneses e chineses, respectivamente (Quadro 2).
Miura e colaboradores™®, em 2005, avaliaram 18 japoneses com periodontite agressiva,
encontrando uma maior prevaléncia de P. gingivalis em pacientes com periodontite agressiva que
em individuos periodontalmente saudaveis (79,8% versus 16,8%). O gendtipo fimA Il mostrou-se
mais prevalente nos individuos com periodontite agressiva, seguido dos tipos Ib e I. Quase
metade dos pacientes com periodontite agressiva possuiam geno6tipo fimA Il. Por outro lado, nos
individuos sem comprometimento periodontal, a prevaléncia de P. gingivalis fimA | foi
significativamente superior. Quando comparados os niveis quantitativos de P. gingivalis do tipo |
em individuos saudaveis e com periodontite agressiva, foram observados niveis mais elevados
nos individuos com periodontite agressiva. Além disso, foi observada uma coexisténcia de A.
actinomycetemcomitans e T. forsythensis nos sitios com P. gingivalis fimA Il significativamente
mais elevada. Esses autores sugeriram, assim, forte associagdo entre P. gingivalis fimA 1l e
periodontite agressiva, e que o gendtipo do tipo Il pode facilitar a aderéncia de outras bactérias e
contribuir para a formacao de biofilme, enquanto o aumento quantitativo de P. gingivalis fimA |
pode aumentar a sua patogenicidade.

Mais recentemente, em 2014, Feng e colaboradores® realizaram pesquisa semelhante em
81 pacientes chineses com periodontite agressiva. Praticamente todos 0s pacientes com
periodontite agressiva apresentavam P. gingivalis em sua microbiota. De forma semelhante ao
estudo anteriormente citado, o gendtipo fimA 1l mostrou-se significativamente mais prevalente

em pacientes com periodontite agressiva localizada e generalizada que em individuos saudaveis,
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enquanto o genotipo tipo | apresentou-se mais prevalente em individuos sem comprometimento
periodontal.

Dessa forma, tendo em vista os diversos estudos citados, P. gingivalis tem sido
encontrada em pacientes doenca periodontal, e o gendtipo fimA Il é o mais comumente
encontrado em pacientes com periodontite tanto crénica quanto agressiva. Entretanto, ainda ha
poucos estudos que relacionam 0s genétipos em pacientes com periodontite agressiva e até o
presente momento ndo ha dados publicados sobre essa relagdo em individuos brasileiros com essa

patologia.



Quadro 1. Estudos que avaliam genotipos fimA de Porphyromonas gingivalis em diferentes condic6es periodontais. (Continuagdo nas

paginas seguintes)

AUTOR AMOSTRA CONDICAO METODO PRINCIPAIS ACHADOS*
(ANO) PERIODONTAL
Amano et | Biofilme subgengival e | Periodontite (PS >4 mm) PCR - Pg+: 78,5%
al. saliva de 93 individuos - Genotipos tipo 11:58,9% > tipo IV: 12,3% > tipo IlI:
(1999) japoneses (19-79 anos) 6,8%>1¢ell:6,8%>1:54%l1elV:2,7%
6,8% ndo tipavel
- Pg com fimA tipo Il foi detectada mais
frequentemente em bolsas periodontais profundas(PS >
8 mm) (p< 0,05)
Nakagawa | Biofilme subgengival e | Periodontite (PS >4 mm) Southern  blot | - fimA V: 16,4%
etal. saliva de 93 individuos (Caracterizacéao
(2000)* japoneses (19-79 anos) de nova
(Mesmas amostras do estudo variante do tipo
citado acima - com o V)
objetivo de identificar novo
genotipo) PCR
Amano et | Biofilme dental de 519 | Salde periodontal (380) PCR Saude periodontal
al. japoneses (30-70 anos) Periodontite(139) (PS > 5 - Pg+: 36,3%
(2000)® mm) - Gendtipos tipo 1:76,1% > tipo V: 29,7% > tipo II:
9,4% > I11: 7,2% > IV: 6,5%
Periodontite
- Pg+: 87,1%
- Gendtipos tipo 11:66,1% > tipo IV: 28,9% > tipo V:
17,4% > 1: 6,7% > 111: 5,8%
- OR(tipoll) 44,44
- OR(tipo 1V) 13,87
Amano et | Biofilme subgengival de 67 | Gengivite PCR Gengivite
al. adultos jovens japoneses | Periodontite (PS> 3,5 mm) SD: - Pg+:50%
(2001)* com Sindrome de - Genotipos tipo I: 87,5% > tipo II: 14,3% > tipo

Down(SD) e 41 individuos
com deficiéncia mental(DM)
(20-35an0s)

I, 1IVeV: 0%
DM: - Pg+:67,7%

- Gendtipos tipo I: 57,1% > tipo I11: 33,1% > tipo
11: 23,8% > V: 9,6% > 1V: 0%




Periodontite
SD: - Pg+:76,9%
- Genotipos tipo 11: 66,7% > tipo I: 40% > tipo IV:
13,4% > 111: 3,3% =V:3,3%
DM: - Pg+: 80%
- Gendtipos tipo II: 87,5% > tipo I: 37,5% > tipo
1I:12,5% > IV e V: 0%

Nakagawa | Biofilme dental de 590 | Salde periodontal (380) PCR Saude periodontal
et al. | japoneses (30-70anos) Periodontite (210) (PS > 5 - Pg+: 36,3%
(2002)% mm) - Gendtipos tipo 1: 69,9% > tipo V: 22,8% > tipo IlI:
7,2% > 1V: 6,5% > I1: 3,6% = Ib: 3,6%
Periodontite
- Pg+: 91,4%
- Gendtipos tipo Il: 52,6% > tipo IV: 19,7% > tipo
10:19,2>V: 11,9% > 1I: 7,2% > I11: 6,7%
Beikler et | Biofilme subgengival (pool) | Periodontite  cronica ou | PCR - Pg+: 50,25%
al. de 203 caucasianos agressiva  (moderada a - Genétipos tipo Il: 40,2% > I: 25,5% > IV: 20,6% >
(2003)* severa) Analise de | 111: 4,9% > V: 3,9%
restricao 6,9% ndo tipavel
- Nao houve diferenga estatistica entre a prevaléncia
dos gendtipos de fimA relacionada a severidade da
doenca periodontal
Asano et | Biofilme subgengival de 14 | Periodontite (pelo menos 4 | Padréo de | - Padrdes de cepas idénticos: 42,8% dos casais (6
al. pacientes com periodontite e | sitios com PS >4 mm e pelo | eletroforese em | casais)
(2003)* respectivos conjuges(ambos | menos 1 defeito intradsseo) | campo pulsado | - Casais com padrBes de cepas idénticos: Gendtipo tipo
Pg+) (30-70 anos); 11: 83,3% > V: 16,7%
Biofilme subgengival de 32 PCR - Casais com padrdes de cepas diferentes: Genétipos
japoneses ndo casados com tipo I: 62,5% > V: 12,5% = I: 12,5% > 1V: 6,2% > III:
periodontite e Pg+ (24 -70 0%
anos) - Periodontite (ndo casados): Genotipo tipo I1: 46,8% >
1V: 15,6% > 1: 9,3% > Il1: 6,3% = V: 6,3%
Van  der | Biofilme dental de 50 | Salde periodontal PCR em tempo | - Pg+:71% das amostras de pacientes com periodontite
Ploeg et al. | europeus: 17 com | Periodontite cronica ( > 4 | real cronica e 9% das amostras de individuos saudaveis.
(2004)™° periodontite cronica (38 - 81 | sitios com PS e perda de - 73% das amostras positivas para P. gingivalis

anos); 33 periodontalmente
saudaveis (19 - 46 anos)

inser¢do > 4 mm)

Imunofluores-
céncia

apresentavam multiplos genétipos fimA.

- Genotipo Il predominou em 60% das amostras.

- Genétipo IV apresentou prevaléncia similar ao do
gendétipo 11 (73%), mas predominou em apenas 20% das
amostras.
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Missailidis | Biofilme subgengival de 102 | Sem perda de inser¢do: | PCR Sem perda de insergao:

etal. brasileiros (14-75 anos) Saudaveis(25) - Pg+: Saudaveis 8%; Gengivite 30%

(2004) Gengivite(20) - Genétipos tipo 1V: 50% > tipo I: 25% = tipo I1: 25% >

Com perda de insercdo: 1b: 0% = 111: 0% = V: 0%

Periodontite crénica(42) Com perda de insercéo:

Periodontite agressiva(15) Pg-+: Periodontite cronica 90,5%; Agressiva 86,7%
- Gendtipos tipo 1I: 47% > tipo Ib: 27,4% > tipo IlI:
11,7% = 1: 11,7% > IV: 5,8% > V: 0%; Nao tipavel:
17.8%

Fujise et | Biofilme subgengival de 160 | Periodontite cronica PCR - Baseline: maior frequéncia de sitios positivos para

al. sitios profundos de | (reabsorcédo Ossea fimA tipo Il do que para os tipos Ib e I.

(2005)% japoneses (PS > 4 mm ), | radiogréafica generalizada) - ApOs tratamento: sitios inicialmente positivos para
com sangramento a fimA tipo | apresentaram uma maior freqiéncia de
sondagem e Pg+ antes e sangramento a sondagem persistente ap6s o tratamento
apos raspagem e alisamento do que os sitios negativos para fimA tipo | (51,6%
radicular (>=35an0s) versus 27.9%)

Tamura et | 650 amostras de saliva de | Gengivite PCR - Pg+: 3,23% (15) das criangas e adolescentes

al. 464 criancas e adolescentes analisadas  foram positivas para Pg. Todas

(2005)™ japoneses apresentavam quadro de gengivite e estavam na faixa
(3 - 18 anos) etaria de 6 anos e 7 meses a 16 anos e 7 meses.

- Os gendtipos |, 1V, 111 e Ib foram detectados em 4, 3,
2 e 1 individuo, respectivamente. Cinco individuos
apresentaram genétipos nao identificados. O genétipo Il
néo foi detectado.

Akiyama 450 amostras de biofilme | Crescimento gengival | PCR - Gendtipo fimA tipo Il foi significantemente mais

etal. subgengival de 75 japoneses | induzido  por  fenitoina | convencional prevalente nos casos moderados e severos(26.7% e

(2006)% epilépticos (10-35 anos) em | classificado de acordo com a 40.5%, respectivamente)
uso de fenitoina PS: sem crescimento (PS < 3 | PCR em tempo | - Geno6tipo fimA tipo IV mais prevalente em sitios sem

mm), moderado (PS entre 3- | real crescimento(38,2%)
5 mm) e severo (PS > 5 mm)

Davila- Biofilme subgengival de 75 | Periodontite  (perda  de | PCR - Sem DMT?2 e sem periodontite: fimA tipo I: 80% > Ib:

Perez et al. | mexicanos colonizados por | inser¢cdo e PS > 5 mm em 40% > 11: 36% > 1V: 16% > I11: 8% > V: 4%

(2007)% Pg: 25 sem diabetes mellitus | pelo menos 10 sitios) - Sem DMT2 e com periodontite: .fimA tipo Ib: 56% >

tipo 2 (DMT2) e sem
periodontite; 25 sem DMT2
e com periodontite; 25 com
DMT?2 e com periodontite

1: 52% > 11: 28% > 1V: 8% > I1I: 4% > V: 0%
- Com DMT2 e com periodontite: fimA tipo I: 56% >
Ib: 40% > 111: 24% > V: 8% > IV: 0%
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Zhao et al. | Biofilme subgengival de 251 | Salde periodontal PCR Salde periodontal
(2007)* chineses (25-75 anos): 115 | Periodontite cronica (PS > 4 - Pg+: 22,1%
com periodontite crénica e | mm e pelo menos 16 dentes) - Gendtipo fimA tipo I: 66,7% > V: 16,7% > IIl: 10% >
136 com salde periodontal IV:6,7% =11: 6,7%
Periodontite
- Pg+: 81,7%
- Genétipo fimA tipo Il: 43,6% > IV: 30,9% > Ib:
20,4% > 1: 17,1% > 111: 15% > V: 4,3%
- OR(tipoll) 36,62
- OR(tipo 1V) 22,86
- OR(tipo 1b) 13,26
Teixeira et | Biofilme subgengival de 168 | Periodontite Cronica (pelo | PCR em tempo | - Pg e genétipo fimA tipo 1V foram detectados em pelo
al. sitios com diferentes | menos um sitio ndo contiguo | real menos 1 sitio em todos os individuos. O gendtipo fimA
(2009)% profundidades de | com PS entre 5e 7 mm e tipo Il foi detectado em 90% dos individuos.
sondagem(<3 mm, 4-6 mm e | perda de insercdo clinica - Pg+: 90,5% dos sitios
>7 mm) de 20 individuos | entre 5e 10 mm) - Genotipo fimA tipo 1V: 69,6% > I1: 28% dos sitios
brasileiros fumantes (30-52 - Baixa proporcdo dos niveis dos gendtipos em relagéo
anos) ao total de Pg (1V: 13,7%, Il: 2,6%)
- Auséncia de diferengas na prevaléncia de Pg e
gendtipos tipo Il e 1V e na propor¢do dos gendtipos
entre as profundidades de sondagem
- Maiores niveis de Pg em bolsas profundas(PS>7 mm),
- Auséncia de diferenga significativa nos niveis do
geno6tipo tipo Il entre as profundidades de sondagem
- Aumento significativo dos niveis do gendtipo tipo IV
com o aumento da profundidade de sondagem
Hayashi et | Amostras  de  biofilme | Saude gengival(134) PCR Saude gengival
al. supragengival de todos os | Gengivite(239) - Pg+: 1,5%
(2012)* dentes de 400 criancas | Periodontite cronica (27) - Genétipo fimA tipo 11: 100% > Ib: 50% > I: 0% = IV:

japonesas(2-15 anos)

(perda de inser¢do > 3 mm
em pelo menos 4 dentes)

0% = 111: 0% = V:0%

Gengivite

- Pg+: 10%

-OR(Pg) 7,4

- Genotipo fimA tipo IlI: 50,1% > IV: 33,3% > Ib:
20,9% > I11: 8,3% > I: 0% = V: 0% (N&o tipavel: 8,3%)

Periodontite

- Pg+: 29,6%

- OR(Pg) 27,8

- Genétipo fimA tipo II: 62,5% > IV: 37,5% = Ib:
37,5% > I11: 0% = 1: 0% = V: 0% (N&o tipavel: 5,9%)
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Puig-Silla | Biofilme subgengival de 85 | Salde gengival(37) PCR - Salde gengival Pg+: 27%
etal. espanhois (25-50 anos) Gengivite(16) - Gengivite Pg+: 37,5%
(2012)* Periodontite cronica(33) - Periodontite Pg+: 66,7%
(PS >5 mm e perda de - Genotipos fimA tipo 11(39.4%) e tipo 1b(12.1%)
inser¢do > 2 mm em pelo encontrados em porcentagem significativamente maior
menos 4 sitios) em pacientes com periodontite
- Genotipo tipo IV significativamente mais prevalente
em pacientes com indice de sangramento > 30%
Fabrizi et | 224 amostras de biofilme | Saide  periodontal (15 | PCR Saude periodontal
al. subgengival de 65 espanhdis | pacientes e 66 amostras) - Genétipo tipo I1: 34,8% > I: 27,3%> Ib: 18,2% > IV:
(2013)* Pg+ Periodontite  crénica  ou 15,2% > I11: 4,5% > V: 0%

agressiva (50 pacientes e
158 amostras) (classificados
de acordo com Armitage
GC, 1999)

- Gendtipo tipo | significativamente mais prevalente
nos individuos sem periodontite que individuos com
periodontite (27,3% versus 8,2%)

Periodontite

- Genétipo tipo Il: 57,6% > 1V: 13,9% > Ib: 13,3% > I:
8,2% > 111: 3,8% > V: 3,2%

- Genétipos tipo Il e IV significativamente mais
prevalente que tipo | nesses individuos

PCR- Reacdo em cadeia da polimerase
Pg- Porphyromonas gingivalis

PS- Profundidade de sondagem
fimA- gendtipo de Porphyromonas gingivalis

*As porcentagens descritas sdo referentes aos genétipos encontrados de forma isolada ou combinada a demais genétipos.
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Quadro 2. Estudos que avaliam genotipos fimA de Porphyromonas gingivalis especificamente em pacientes com periodontite

agressiva.

AUTOR AMOSTRA CONDICAO METODO PRINCIPAIS ACHADOS*
(ANO) PERIODONTAL

Miura et | Biofilme subgengival de 40 | Saude periodontal(22) PCR em tempo | Saudaveis

al. japoneses periodontalmente | Periodontite  agressiva(18) | real - Pg+: 16,8%

(2005)* saudaveis(19-31 anos) e com | (destruicdo periodontal - Genotipos tipo I: 100% > tipo Ib: 0% = tipo Ib: 0% =
periodontite agressiva(19-34 | severa e varios sitios com tipo I1: 0% = tipo I11: 0% = tipo 1V: 0% = tipo V: 0%
anos) NIC >5 mm) Periodontite agressiva

- Pg+: 79,8%
- Gendtipos tipo Il: 40,5% > tipo Ib: 23,8% > tipo I:
23% > 111: 7,9% > V: 2,4% > IV: 0%
- A quantidade de Pg foi significativamente maior em
sitios com fimA tipo | do que em sitios com tipo Il ou
Ib
Fengetal. | Saliva e amostras de placa | Saude periodontal(34) PCR - Saudaveis Pg+: 44.1%
(2014)° subgengival de 115 chineses | Periodontite agressiva - Periodontite agressiva localizada Pg+: 100%
localizada (25) - Periodontite agressiva generalizada Pg+: 98.2%
Periodontite agressiva - Genotipo tipo Il significativamente mais prevalente

generalizada (56)
(classificados de acordo com
Armitage GC, 1999)

em pacientes com periodontite
localizada(52%) e generalizada(47,3%)
individuos saudaveis(11,1%)

- Genodtipo tipo | significativamente mais prevalente em
individuos saudaveis(66,7%) que em pacientes com
periodontite agressiva localizada(16%) e
generalizada(29,1%)

agressiva
gue em

PCR- Reacdo em cadeia da polimerase
Pg- Porphyromonas gingivalis

PS- Profundidade de sondagem
fimA- gendtipo de Porphyromonas gingivalis

*As porcentagens descritas sao referentes aos gendétipos encontrados de forma isolada ou combinada a demais gendétipos.
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3 OBJETIVOS

Detectar a prevaléncia de P. gingivalis, do gendtipo fimA 11 de P. gingivalis e de A.
actinomycetemcomitans em individuos com periodontite agressiva generalizada.

Relacionar a presenca de P. gingivalis, do genoétipo fimA Il de P. gingivalis e de A.
actinomycetemcomitans entre si e com a idade e os parametros clinicos periodontais

de pacientes com periodontite agressiva generalizada.
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4 MATERIAL E METODOS
Selecdo da Amostra

Este estudo foi realizado a partir da selecdo de 45 pacientes com periodontite agressiva
generalizada. Os participantes foram selecionados dentre os que procuram atendimento na
Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara e nos
Cursos de Especializacdo em Periodontia da Associacao Brasileira de Odontologia-Ceara e da
Academia Cearense de Odontologia.

Periodontite agressiva generalizada foi classificada de acordo com os critérios
sugeridos pela Academia Americana de Periodontia® perda de insercdo interproximal
generalizada afetando 3 dentes permanentes além de incisivos e primeiros molares, em
individuos sistemicamente saudaveis e com rapida perda de insercdo e destruicdo 6ssea. Além
disso, para a inclusdo no estudo, o paciente deveria apresentar pelo menos 20 dentes
excluindo terceiros molares, dentre eles no minimo trés primeiros molares e cinco incisivos, e
ter idade entre 12 e 40 anos.

Os individuos foram selecionados independente de sexo ou etnia. Todos ndo poderiam
ter recebido tratamento periodontal nos Gltimos seis meses, antibioticoterapia nos ultimos trés
meses, apresentar doencas periodontais agudas, alteracbes sistémicas que interfiram nas
condicdes periodontais, utilizar medicamentos associados ao crescimento gengival,
anticoncepcionais ou estar em periodos de gravidez ou lactacao.

O protocolo do estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceard (ANEXO A). Todos os participantes foram informados sobre
0s propdsitos do estudo e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(ANEXO B).

Procedimentos Clinicos

O exame clinico foi realizado em todos os dentes presentes erupcionados com excecao
de terceiros molares e consistiu na avaliacdo dos seguintes parametros:
o indice de placa® - presenca de placa bacteriana visivel nas faces vestibular, palatina
ou lingual, mesial e distal, sendo o indice determinado pela porcentagem das faces

com placa em relacédo a todas as faces presentes;
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. indice de sangramento gengival®

- presenca de sangramento marginal por até dez
segundos apo6s a penetracdo da sonda periodontal 0,5 mm no sulco gengival, nas faces
vestibular, palatina ou lingual, mesial e distal, e o indice determinado pela
porcentagem das faces sangrantes em relacdo a todas as faces presentes;

o Profundidade de sondagem (mm) - valor obtido com base na margem gengival até o
fundo do sitio periodontal em seis sitios (meésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mésio-lingual, lingual e disto-lingual);

o Nivel clinico de insercdo (mm) - valor obtido da juncdo cemento-esmalte até o fundo
do sitio periodontal em seis sitios (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
meésio-lingual, lingual e disto-lingual)

O exame clinico periodontal foi realizado por um Unico examinador previamente

calibrado (Apéndice A), com a utilizacdo da sonda periodontal PCP-UNC 15'.

Procedimentos Microbioldgicos

Coleta das Amostras

Amostras de placa bacteriana subgengival foram coletadas com cones de papel
estéreis® (tamanho 35), através da insercdo de dois cones no sitio escolhido, por 20 segundos.
Foi selecionado o sitio proximal com maior profundidade de sondagem e maior perda de
insercdo de dentes molares e incisivos, tendo sido essa a amostra representativa de cada
paciente.

Previamente a coleta, a placa bacteriana supragengival foi removida com curetas ou
pelotas de algodao estéreis e a area isolada com roletes de algodao estéreis. Apds a coleta, as
amostras foram imersas em microtubos contendo 1 ml de solucdo de Ringer (8,6g NaCl, 0,3g
KCI, 0,33g CaCl,.2H,0 em 1000ml H,0) e acondicionadas sob temperatura de — 80°C, até
posterior manipulacdo. A avaliacdo microbiologica foi realizada no Laboratdrio de Pesquisa
em Odontologia da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da Universidade

Federal do Ceara.

¥ Trinity IndUstria e Comércio Ltda., Sdo Paulo-SP
°DENTSPLY Ind. e Com. Ltda.- Rio de Janeiro, Brasil.
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Avaliagédo Microbioldgica

Inicialmente, as amostras foram avaliadas atraves da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) quanto a presenca de P. gingivalis e de A. actinomycetemcomitans. Quando
a presenca de P. gingivalis foi detectada, as amostras foram submetidas a realizacdo de PCR
para o genoétipo fimA 11 de P. gingivalis.

Reacdo em Cadeia da Polimerase

As amostras de placa subgengival coletadas foram previamente preparadas com Kit
InstaGene Purification Matrix ™ para a extracdo do DNA, seguindo-se o seguinte protocolo:
as amostras foram homogeneizadas em um agitador de tubos em maxima velocidade por 1
minuto; 200 puL da amostra foram transferidos para um novo tubo e centrifugados (10
minutos/12.000 rpm); removeu-se 0 sobrenadante e acrescentou-se 200 uL do matrix do
InstaGene ao pellet, seguido por incubacdo a 56 °C por 30 minutos, agitacdo por 10 segundos
e incubados novamente por 8 minutos a 100°C; os tubos foram novamente agitados por 10
segundos e centrifugados (3 minutos/12.000 rpm), obtendo-se sobrenadante contendo o DNA
extraido.

Para a realizagcdo da PCR, aliquotas com 20uL do sobrenadante foram adicionados a
30 uL de mix de reagentes para PCR (tampdo para PCR®, 25 uM MgCl,’, 0,2 uM de dNTP
Mix’, 1,25 U de Taq polimerase’ e volume correspondente a 100 ng de cada primerj),
obtendo-se 50 pL de volume final.

Os primers utilizados e a regido que amplificam estdo dispostos na Tabela 1. A cada
reacdo, amostras de agua foram também analisadas como controle negativo, enquanto
amostras sabidamente positivas para a bactéria ou gendtipo foram utilizadas como controle
positivo. Além disso, foi utilizado marcador de peso molecular’ para comparagdo com 0 peso
molecular dos fragmentos de DNA amplificados. A amplificacdo foi realizada em um
termociclador,” utilizando-se os ciclos descritos na Tabela 2. Os produtos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% para identificagdo de P. gingivalis e A.

actinomycetemcomitans, e 2% para o gendtipo fimA tipo Il, e corados com SYBR® Safe. Os

® Promega Corporation. Madison — WI, USA.
IInvitrogen Corporation. Sdo Paulo — SP, Brasil.
¥ Biocycler, Biosystems. Curitiba — PR, Brasil.
™ BioRad Laboratories. Hercules, CA - USA
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géis foram fotografados’ em transiluminador de luz ultra-violeta” e entdo foi analisada a
presenca de bandas fluorescentes que evidenciam a presenca dos microrganismos e do
genotipo estudados (exemplos de gel presentes no ANEXO C).

Andlise Estatistica

Foi realizado o teste Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da normalidade dos dados.
Em seguida, foi realizado o teste t ndo pareado (quando os dados apresentaram normalidade)
ou o teste de Mann-Whitney (quando os dados ndo apresentaram normalidade) para
comparacdo dos dados encontrados em pacientes positivos ou negativos para cada bactéria ou
genotipo. Foi também realizado o teste de Fisher para avaliar a associacdo entre a presenca
das bactérias ou gendtipos entre si. Para a analise, foi utilizado o software GraphPad Instat 3.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Tabela 1 — Sequéncia de primers utilizados no estudo.

Regido
Microorganismo/Gendétipo  Sequéncia (5’ - 3°) amplificada Referéncia
(em pares
de bases)
P. gingivalis TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA 197 Tran e Rudney,
ACC 1996.%
ACG TCATCCCCACCTTCCTC
Genotipo fimA I ACA ACT ATACTT ATGACAATGG 257 Amano et al.,
AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A 1999.%
A. actinomycetemcomitans ~ AAA CCC ATC TCT GAG TTCTTC 637 Ashimoto et
TTC al., 1996.%

ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT

¥ Cibershot Sony H5 — Sony Eletronics — Pittsburg, PA - EUA
® ImageQuant 100 UV - GE Healthcare — Waukesha, WI - EUA



Tabela 2 — Ciclos utilizados para amplificagdo em termociclador.
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Microorganismo/Gen6tipo Sequéncia (5’ - 3°) Referéncia
P. gingivalis Ciclo inicial a 95°C por 5 minutos Amano et al.,
30 ciclos a 94°C por 30 segundos 1999.%
58°C por 30 segundos
72°C por 30 segundos
Extensao final a 72°C por 7 minutos
Gendtipo fimA 11 Ciclo inicial a 95°C por 5 minutos Amano et al.,
35 ciclos a 94°C por 30 segundos 2000.2
58°C por 30 segundos
72°C por 30 segundos
Extenséo final a 72°C por 7 minutos
A. actinomycetemcomitans Ciclo inicial a 94°C por 10 minutos Haraszthy et
30 ciclos a 96°C por 30 segundos al., 2000.%

55°C por 30 segundos
72°C por 30 segundos

Extensdo final a 72°C por 10 minutos
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5 RESULTADOS

A amostra estudada foi composta de 45 pacientes com periodontite agressiva
generalizada. Todos os pacientes tinham entre 15 e 40 anos, com média de idade de 28,8 anos.
As médias dos dados clinicos de todos 0s pacientes estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Foi observada a presenca de P. gingivalis em 29 pacientes(64,4%), de A.
actinomycetemcomitans em 13 pacientes(28,8%) e do genotipo fimA 11 em 25 dos 29
pacientes positivos para P. gingivalis(86,2%). Né&o foi observada associacao entre a presenca
de P. gingivalis e do seu gendtipo fimA 11 a presenca de A. actinomycetemcomitans.

Os dados completos referentes aos parametros clinicos periodontais e a presenca dos
microrganismos ou do gendtipo fimA 11 estdo apresentados na Tabela 3. Ao se comparar 0s
dados clinicos entre os pacientes positivos e negativos para cada bactéria ou gendtipo, foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre a idade dos pacientes que
apresentaram P. gingivalis em sua microbiota e os que ndo apresentaram, sendo a media de
idade superior nos pacientes positivos para essa bactéria.

Além disso, pacientes com P. gingivalis e pacientes com genotipo fimA Il de P.
gingivalis apresentaram maior perda de insercdo periodontal nos sitios coletados para analise
microbiana que pacientes que ndo apresentaram essa bactéria ou genotipo. Ndo foram

observadas diferencas significantes para os demais dados clinicos.

Tabela 1- Dados clinicos dos participantes do estudo.

N 45
Meédia de idade 28,8 £5,9
(em anos)
Variacao de idade (em anos) 15-40
PS (média) 34+0,7
NIC (média) 38109
PS (SC) 90+£19
(média)
NIC (SC) 99+22
(média)
ISG (média %) 12,7 +9,8%
IP (média %) 32,1 +17,4%
Meédia de dentes 26+2

PS - profundidade de sondagem

NIC - nivel clinico de insercéo

ISG - indice de sangramento gengival® IP - indice de placa®
PS (SC) — profundidade de sondagem do sitio coletado para analise microbiana
NIC (SC) — nivel clinico de inser¢do do sitio coletado para analise microbiana



Tabela 2 - Distribuicdo de Profundidade de Sondagem e Nivel Clinico de Insercéo dos

pacientes estudados (média).

Caracteristicas clinicas % de sitios % de dentes
PS>5 mm 26,5+ 14,5% 59,0 £ 20,6%

PS>6 mm 13,2 +10,2% 36,8 +20,%

PS>7 mm 7,3+75% 22,5+ 18,7%
NIC=5 mm 31,7 £17,0% 65,2 +19,1%
NIC=6 mm 20,0 £ 13,0% 47,9 £ 21,0%
NIC=7 mm 12,8 +11,0% 33,3+ 20,1%

PS — profundidade de sondagem

NIC — nivel clinico de insercéo



Tabela 3 - Caracteristicas da amostra estudada de acordo com a presenca ou auséncia de bactéria/genétipo.

Pg+ Pg- Valor de p fimA 11+ fimA ll- Valor de p Aa+ Aa- Valor de p
N 29 16 - 25 4 - 13 32 -
Média de
idade 30,1+57 26,3+55 0,03* 309+50 |255+82 0,07 306+8,2 |281+65 0,21
(anos)
PS (mm) 34+05 3,3+0,9 0,67 34+05 3506 0,46 3,608 3,2+0,6 0,60
NIC (mm) 39+08 37x1,1 0,55 39+08 3,707 0,70 4010 3,7+0,8 0,44
PS (SC) 94+18 82+18 0,06 96+1,9 83+1,3 0,06 96+1,9 8,7+1,9 0,28
NIC (SC) 105+22 88+19 0,01* 108+2,1 85+1,3 0,04* 102+24 9,8+2,.2 0,60
IP (%) 37,3+16,6 | 25+16,5 0,05 38,2+133 29,7+97 0,50 250+13,0 | 3514183 0,14
ISG (%) 13511 11,3+8,3 0,71 147+11,3 73+£6,5 0,27 10,5+6,9 13,5+ 10,7 0,47

PS — Média de profundidade de sondagem

PS (SC) — Média da profundidade de sondagem do sitio coletado
Pg+ — Presenca de Porphyromonas gingivalis
FimAll+ — Presenca do gend6tipo fimA 1l de Pg

Aa+ — Presenca de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

IP — indice de placa>
* Diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

NIC — Média do nivel clinico de inser¢éo
NIC (SC) — Média do nivel clinico de insercéo do sitio coletado

Pg- — Auséncia de Porphyromonas gingivalis
FimAll- — Auséncia do gendtipo fimA Il de Pg
Aa- — Auséncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ISG — indice de sangramento gengival33
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6 DISCUSSAO

Periodontite agressiva tem sido relacionada a A. actinomycetemcomitans®, mas, em
algumas populacdes e especialmente em pacientes com a forma generalizada da doenca, P.
gingivalis tem se mostrado um patégeno importante.” © No presente estudo, foi encontrada uma
maior  prevaléncia de P. gingivalis(aproximadamente = 65%) que de A.
actinomycetemcomitans(aproximadamente 28%) nos pacientes com periodontite agressiva.
Dentre os pacientes colonizados por P. gingivalis, o gendtipo fimA Il foi observado em mais de
85% das amostras. A identificacdo desses patdgenos e genotipo foi escolhida devido a diversos

21; 22; 37

estudos os relacionarem a progressdo de doencas periodontais e a periodontite agressiva.*

6; 13
Apesar de ter sido observada maior prevaléncia de P. gingivalis(64,4%), a propor¢do de
individuos colonizados por essa bactéria foi menor que a encontrada em outros estudos, tanto em

1538 como em outras populacdes.” ** “ No Brasil, Cortelli®, Missailidis™® e

brasileiros,
Imbronito* e seus colaboradores detectaram P. gingivalis em 80%, 86,7% e 73,3% dos pacientes
com periodontite agressiva, respectivamente. No Chile, Gajardo e colaboradores®® encontraram
P. gingivalis em 88,8% dos individuos. No Japdo, Miura e colaboradores®® em 79,8% dos
pacientes com periodontite agressiva e Takeuchi e seu grupo® relataram a ocorréncia de P.
gingivalis em 82,5% dos pacientes com a forma generalizada da doenca. Feng e colaboradores®
também observaram alta prevaléncia de P. gingivalis, encontrando essa bactéria em quase 100%
dos chineses com periodontite agressiva estudados. A menor prevaléncia de P. gingivalis
encontrada no presente estudo pode estar relacionada ao fato de ter sido avaliado apenas o sitio
de maior profundidade de sondagem de cada paciente, enquanto 0s estudos supracitados
analisaram multiplos sitios. Por outro lado, ao avaliar amostras de maultiplos sitios por pacientes
através de metodologia semelhante a utilizada por nds, Savitt e colaboradores observaram maior
probabilidade de encontrar periodontopatdogenos nos sitios com maior profundidade de
sondagem.*?

Maior prevaléncia de P. gingivalis que de A. actinomycetemcomitans em pacientes com
periodontite agressiva também foi encontrada no Brasil por Imbronito e colaboradores,” mas a
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans foi maior que em nosso estudo (50% versus 28,8%).

Resultados semelhantes foram entrados em coreanos, entretanto, apesar de ter sido observada
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maior prevaléncia de P. gingivalis (96,8%) nos pacientes com periodontite agressiva, a
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans também foi alta (75%).*® J4 Cortelli e colaboradores®
encontraram prevaléncia semelhantes das duas bactérias em brasileiros com periodontite
agressiva, com alta prevaléncia de A. actinomycetecomitans (72%), sendo bastante superior a
encontrada em nosso estudo. No entanto, em tais estudos foram incluidos pacientes tanto com a
forma generalizada quanto localizada da doenca, enquanto no nosso foram selecionados apenas
pacientes com periodontite agressiva generalizada.

Em estudo de Feng e colaboradores®, a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans
mostrou-se significativamente mais elevada em chineses com periodontite agressiva localizada
quando comparada a forma generalizada. Quando analisados apenas pacientes com a forma
generalizada da doenca, 30,4% foram positivos para A. actinomycetemcomitans, porcentagem
semelhante a encontrada por nés. Outro estudo em japoneses, de Thiha et al.,** também
encontrou maior prevaléncia desse patdgeno associado a periodontite agressiva localizada.
Resultados semelhantes foram encontrados no Brasil por Faveri e colaboradores.®” Esses autores
observaram uma maior prevaléncia de A. actinomycetemcomitans apenas em bolsas rasas e
intermediarias de pacientes com periodontite agressiva localizada, enquanto alta prevaléncia de
P. gingivalis foi observada em ambas as formas de doenca, sugerindo que A.
actinomycetemcomitans estd relacionado a ocorréncia de periodontite agressiva localizada,
enquanto P. gingivalis estd relacionada a progressdo dessa doenca e a periodontite agressiva
generalizada em brasileiros.®” Haraszthy e colaboradores® sugeriram, ainda, que ocorra uma
mudanca na viruléncia de A. actinomycetemcomitans com o tempo. Eles encontraram uma
mudanca na leucotoxicidade desse patdgeno em pacientes com periodontite agressiva localizada
(na época chamada periodontite juvenil), que mostravam-se colonizados por clones de alta
leucotoxicidade e passaram a ser colonizado por clones de baixa leucotoxidade com o passar do
tempo.>® Dessa forma, P. gingivalis parece apresentar um papel mais importante em individuos
mais velhos e com a forma generalizada da doencga, como observado no presente estudo.

Em relacdo ao gendtipo fimA, até o presente momento ndo foram publicados dados da
prevaléncia dos diferentes gendtipos especificamente em brasileiros com periodontite agressiva.
A prevaléncia do genotipo fimA 1l encontrada em nosso estudo foi bastante elevada (86,2%),
mostrando-se superior aos estudos de Miura e colaboradores® e Feng e colaboradores®, em que

avaliaram a prevaléncia dos seis gendtipos em pacientes com periodontite agressiva e ambos
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encontraram o gendtipo fimA 1l em maior propor¢do dos individuos estudados (Em 40,5% e
47,3%, respectivamente).

O gendtipo fimA 11 tem sido comumente relacionado a destruicéo periodontal ® 1 14 23 30:
31 dessa forma sendo relacionado como o mais virulento. Nakagawa e colaboradores®
demonstraram que o genotipo fimA Il apresenta maior capacidade de aderir e invadir celulas
epiteliais humanas que os demais gendtipos. Adicionalmente, foi evidenciada maior inducdo de
resposta inflamatdria com a injecdo de suspensdo de bactérias com o genotipo fimA Il quando
comparada aos demais gendtipos em um modelo de abscesso em ratos* e em cultura de células®.
Além disso, ao realizar a substituicdo do gendtipo fimA | pelo I, Kato e colaboradores®
observaram aumento da adesdo e invasdo epitelial, e os mutantes com o genoétipo fimA I
causaram maior reacdo inflamatéria com inducéo de interleucinas pro-inflamatérias em modelo
de abscesso em ratos.*” Esses estudos sugerem, assim, que o genétipo fimA 11 é um importante
fator relacionado a viruléncia de P. gingivalis. Entre as implicacGes clinicas, a avaliacdo da
presenca desse gendtipo pode ser utilizada para a identificacdo de individuos de risco, para
escolha de planos de tratamento e para avaliacdo do progndstico da doenca. A partir desse
conhecimento, pode-se ainda sugerir novas estratégias de tratamento, como proposto por Hijiya e
colaboradores, que desenvolveram um método de imunizacdo passiva através de anticorpo
monoclonal em ratos a partir de cepas de P. gingivalis fimA II, tendo encontrado inibicdo da
producdo de IL-8 em cultura de fibroblastos gengivais tratados com LPS*.

Ao se relacionar a presenca das bactérias e gendtipo aos parametros periodontais, ndo
encontramos diferencas para a média geral de profundidade de sondagem, nivel clinico de
insercdo, indice de placa e indice de sangramento gengival encontrados nos pacientes. Entretanto,
ao se relacionar apenas a perda de insercdo do sitio em que foi colhida a amostra estudada,
observamos perda de insercdo estatisticamente maior nos sitios positivos para P. gingivalis
guando comparado aos sitios negativos para essa bactéria, da mesma forma que a presenca do
genotipo fimA 1l foi associada a maiores valores de nivel clinico de insergdo no sitio coletado.
Esse resultado corrobora com os encontrados por Hamlet,*® Teixeira®® e Yano-Higuchi® e seus
respectivos colaboradores, que relacionaram uma maior prevaléncia de P. gingivalis com o
aumento da perda de insercdo e com Amano e colaboradores® e Zhao e colaboradores,** que
encontraram maior prevaléncia do genotipo fimA Il em bolsas periodontais mais profundas. Em

contrapartida, o mesmo estudo de Teixeira e colaboradores,®® assim como Missailidis e



34

colaboradores,> ambos realizados no Brasil, ndo observaram relacdo entre 0 aumento da
profundidade de sondagem e a presenca do gendtipo fimA 11,

A presenca de P. gingivalis foi também relacionada a idade em nosso estudo. A média de
idade dos pacientes com sitios colonizados por esse patdgeno foi significativamente mais elevada
que a média dos individuos em que P. gingivalis ndo foi encontrado. Resultado semelhante foi
observado em australianos®, em que P. gingivalis foi encontrada em maior proporgdo em
individuos mais velhos, assim como em japoneses®, em que foi encontrada maior prevaléncia de
P. gingivalis e do genotipo fimA Il em mulheres mais velhas.

Além do gendtipo fimA 11, os gendtipos IV e Ib tém sido relacionados a periodontite

8 10:14; 23, 30; 31 %13 mesmo que em menor proporgéo que

cronica e o tipo Ib a periodontite agressiva,
o tipo 11. Além disso, h& a possibilidade de co-infeccdo por diferentes gendtipos.”® Assim, seria
também importante avaliar os demais genotipos. Por outro lado, como a prevaléncia de fimA 11
foi bastante elevada, pode-se sugerir que novos estudos apontem para que este genotipo mais
virulento possa desempenhar um papel importante na etiologia da periodontite agressiva

generalizada.
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7 CONCLUSAO

Nesta amostra de individuos com periodontite agressiva generalizada, foi encontrada alta
prevaléncia de P. gingivalis e de seu genotipo fimA Il, assim como baixa prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans, ndo sendo observada correlacdo entre a presenca de P. gingivalis e de
seu gendtipo fimA Il com a presenca de A. actinomycetemcomitans, Ainda observou-se que P.
gingivalis parece ser mais comumente encontrada em individuos mais velhos com essa doenca e

em sitios com maior destruicdo periodontal.
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APENDICE A - CALIBRACAO

Foram realizados dois momentos de calibracdo, um antes do inicio do estudo e outro
durante. Para tanto, em cada momento, seis pacientes apresentando quadro de periodontite
cronica e agressiva foram submetidos a dois exames clinicos periodontais, em intervalo de trés
dias, sendo analisados a profundidade de sondagem e o nivel de insercdo clinico. Os dados estdo

dispostos na tabela abaixo:

Tabela 8 — Valores de correlacéo intraclasse de profundidade de sondagem (PS) e de nivel de inser¢do clinico (NIC)

entre os dois exames.

n Dentes CCICPS CCICNIC
(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 insercdo clinico



ANEXO A — Protocolo do Comité de Etica

Universidade Federal do Ceara
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, Resolucédo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o projeto supracitado na
reunidao do dia 13 de marco de 2008.

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

Atenciosamente,
Wi Toudi #Jortme-

Dra. Minan Parepte Monte]
oordenar - arente b ontero
€nadora Adjunta do Comira
e 1Unia do Comita
€ Etica em Pesquisa
COMEPE 'UFC
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

brasileiro(a), nascido(@d em _ / [/ , portador do RG n°
residente a , ha
cidade de ,  responsavel por
brasileiro(a), nascido(a) em _ [/ [/ |

portador do RG n°

residente a , ha cidade de

, concordo com a minha participacdo voluntaria ou do menor acima,

na pesquisa intitulada ”Avaliacéo da presenca de fatores de viruléncia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis em pacientes
portadores de periodontite agressiva e seus familiares” e declaro que fui informado e
entendi, sem duvida alguma, sobre a minha participacdo no estudo, de acordo com 0s termos

abaixo relacionados:

1- Fui esclarecido que esta pesquisa tem como objetivo analisar a presenca de bactérias que
causam doenca em gengiva e 0sso. Para tanto, serei submetido a um exame clinico
odontoldgico para verificar se possuo essa doenca e para coletar uma quantidade de placa
bacteriana subgengival de algumas areas dentarias, com cones de papel absorvente.
Procedimentos que podem causar certo desconforto, mas nao prejudiciais a minha saude.

2- Fui esclarecido que a realizagdo da pesquisa ndo implica em risco algum para 0s
participantes, pois 0 exame clinico a que serei submetido € um exame odontolégico realizado

com instrumentos devidamente esterilizados.

Telefones e endereco para qualquer esclarecimento:

Virginia Régia Souza da Silveira: (85) 3217-1392/9995-0066
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 doenca periodontal e o encaminhamento para
tratamento, se for detectada doenca, para a clinica de Periodontia do Curso de Odontologia da
Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem.

4- Estou ciente de que serei esclarecido, durante todo o decorrer da pesquisa, sobre quaisquer
duvidas relacionadas a esta e que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa,
retirando o meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma penalizacdo ou
prejuizo no atendimento clinico.

5- Estou ciente que os dados e resultados obtidos na pesquisa serdo utilizados para fins didaticos
e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras; porém sera garantido o
sigilo de identidade, assegurando a privacidade.

6- Estou ciente que a participacdo na pesquisa ndo acarretard em nenhum gasto, a ndo ser
aqueles de deslocamento até a Faculdade, uma vez que todo material utilizado sera fornecido

pelo pesquisador.

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

consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Fortaleza, de de
Consentimento do paciente (ou de seu Consentimento do paciente
responsavel, caso menor) menor de 18 anos

Virginia Régia Souza da Silveira
Pesquisador responsavel
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ANEXO C - ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Eletroforese em géis de agarose para Porphyromonas gingivalis(Gel 1) e genotipo fimA Il
de P. gingivalis(Gel 2). Em cada gel, encontram-se: marcador de peso molecular no primeiro
poco do gel; no segundo pogo, amostra bacteriana sabidamente positiva para 0 microorganismo
estudado; e no altimo poco, a 4gua utilizada na reacdo, como controle negativo.

Gel 1

Gel 2




