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TAVARES, P. C. Avaliacao de periodontopatégenos em amostra de conveniéncia
de jovens e adultos da cidade de Anapolis — GO. 2006. 71f. Dissertacdo (Mestrado

em Odontologia) — Departamento de Odontologia, Universidade de Taubaté, Taubaté.

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a presenca de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis e Tannerella forsythia por PCR em 30 individuos de 15 a 60 de idade (37,80
+11,83) numa amostra de conveniéncia da cidade de Andpolis-GO. Os dados
microbianos foram associados aos parametros clinicos dentais e periodontais incluindo
dentes perdidos (CPOD), Indices de Placa (IP) e Gengival (IG), Profundidade de
Sondagem (PS) e Nivel Clinico de Inser¢cdo (NCI). A presenga bacteriana foi avaliada
por ANOVA. PS, NCI, IP e IG pelo teste ¢t de student. A prevaléncia isolada e em
conjunto (sulco, mucosa e lingua) por ANOVA. O nimero de bactérias pelo teste t de
student. Género, faixa etaria e héabito de fumar por Wilcoxon (p<0,05). Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca estatistica dos parametros clinicos em relagdo ao
género, todavia, isto foi observado nos individuos acima de 37 anos em fun¢ao do nivel
clinico de insercdo (NCI) ou deste mesmo parametro em relagdo ao habito de fumar. C.
rectus (97%), T. forsythia e A. actinomycetemcomitans (90%), E. corrodens (80%) e P.
gingivalis (37%). C. rectus e A. actinomycetemcomitans apresentaram maior
prevaléncia na mucosa em relagdo ao sulco e lingua, e T. forsythia, E. corrodens e P.
gingivalis maior prevaléncia no sulco. P.gingivalis mostrou-se mais prevalente nos
individuos acima de 37 anos e com maior perda de inser¢do clinica (PIC). Apds
avaliacdo dos resultados podemos concluir que o nimero de bactérias presentes foi
elevado existindo associacdo entre P. gingivalis com o fator idade e perda de inserc¢do

clinica. Nao houve distribuicao uniforme entre os patégenos e o local da coleta.

Palavras-chave: bactéria, epidemiologia, reagcdo em cadeia da polimerase, doenca

periodontal.
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Abstract

The aim of this present survey was to evaluate the presence of Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis and Tannerella forsythia in 30 subjects from 15 to 60 (37.80 £11.83) by
polymerase chain reaction (PCR). The aim population, like convenience sample, was
examined in Andpolis-GO. The study design was performed in clinical and microbial
associations, including decay, missing, filling teeth (DMFT), plaque index (PI), gingival
index (GI), periodontal pocket depth (PPD) and clinical attachment level (CAL). The
presence of microorganisms was evaluated by ANOVA. PI, GI, PPD and CAL by
student t test. Individual presence or pool (sulci, mucosas and tongue) of
microorganisms were consider by ANOVA. Student t test examined the number of
microorganisms and gender, aging and smoking by Wilcoxon (p<0.05). The results
showed that no statistically significant difference was observed according gender,
however, clinical attachment level (CAL) was significantly different when subjects
more that 37 years old or smoking were take in consideration. The results also showed
that the prevalence of microorganisms was: C. rectus (97%), T. forsythia and A.
actinomycetemcomitans (90%), E. corrodens (80%) and P. gingivalis (37%). The
microorganisms more prevalent in mucosa than sulci and tongue were C. rectus and A.
actinomycetemcomitans, and T. forsythia, E. corrodens and P. gingivalis more prevalent
in sulci. In subjects more than 37 years old or with clinical attachment loss P. gingivalis
showed more presence. In conclusion we consider that the number of bacteria were high
when P. gingivalis was considered aging and clinical attachment loss were more
observed. Finally, no pattern of distribution were observed relate to microorganisms and

sulci, mucosa and tongue.

Key words: bacteria, epidemiology, polymerase chain reaction, periodontal disease.
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1 Introducao

A doenca periodontal acomete um grande ndmero de individuos em todo o
mundo. O fator etioldgico principal desta doenga € o biofilme dental, que promove uma
reacdo inflamatéria dos tecidos periodontais de protecdo (gengiva livre e inserida) e de
suporte (cemento, osso alveolar e ligamento periodontal), em decorréncia de processo
infeccioso mediado por microrganismos (AMERICAN ACADEMY OF
PERIODONTOLOGY-AAP, 1996).

Costerton et al. (1994) propuseram uma organiza¢do para o biofilme dental,
cujas formacdes em ‘“cogumelo”, denominadas micro coldnias, formam uma unidade
estrutural composta por diferentes espécies bacterianas. Os microrganismos anaerobios
estritos aparecem no interior da coldnia, enquanto os aerdbios ficam na parte mais
superficial, onde hd maior disponibilidade de oxigénio. Toda massa deve estar aderida a
uma superficie dura ndo descamativa. A matriz extracelular de polissacarideos forma
um sistema circulatdrio interno que levam nutrientes e remove metabolitos de todo o
sistema.

Genco (1997) descreveu o biofilme dental como agregados de bactérias que se
ligam fortemente aos dentes e as superficies bucais. Possui arquitetura microscépica
definida, com células bacterianas dispostas em agrupamentos ou colunas de micro
colOnias e ainda células epiteliais e algumas células inflamatorias.

A avaliacdo da presenca de periodontopatdgenos numa populacdo em geral se
justifica pela possibilidade de obtencdo dos dados que, uma vez associados aos
diferentes parametros clinicos periodontais, como, por exemplo, avaliacdes de
profundidade de sondagem e do nivel clinico de inser¢do, caracterizam o perfil
periodontal dos individuos e ainda estabelecem as necessidades terap€uticas ideais para
a manutencdo de saide periodontal. Assim, este estudo se propds avaliar e associar
numa amostra de conveniéncia da populacdo de Andpolis-GO algumas caracteristicas
clinicas representadas pelos indices de placa e gengival, mensuragdes de profundidade
de sondagem e do nivel clinico de insercdo, e, microbianas, pela prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corrodens, P. gingivalis e T. forsythia. Sabendo-
se que este estudo € inédito nesta regido, ele contribuird decisivamente na organizagcao

de politicas de atendimento em saude bucal do Municipio.



2 Revisao da Literatura

2.1 Caracteristicas gerais das doencas periodontais

O termo “doenca periodontal” refere-se a gengivite e a periodontite. Gengivite
¢ uma condicdo inflamatéria dos tecidos moles (gengiva) que envolve os dentes e
representa uma resposta inflamatéria em decorréncia da presenca de biofilme aderido as
superficies dentais podendo ser modificada por fatores como fumo, certas drogas e
mudancas hormonais que ocorrem na puberdade e gravidez (KINANE, 2001).

As doencgas periodontais constituem um grupo de doengas infecciosas,
associadas aos fatores etioldgicos locais e sist€émicos. Dentre estes, o biofilme dental, é
considerado o principal fator local causal das doencas (LOE; THEILADE; JENSEN,
1965; SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 2002).

Loe, Theilade e Jensen (1965) descreveram as varias fases relativamente
distintas da formacdo do biofilme dental com algumas variagdes temporais nos
diferentes dentes e individuos. A primeira fase num periodo dois dias quando se elimina
os métodos classicos de higiene bucal, havendo proliferacdo de cocos e bastonetes
Gram positivos e um aumento de 30% de cocos e bastonetes Gram negativos. A
segunda fase, de dois a quatro dias é caracterizada pelo aparecimento e aumento do
numero de fusobacterias e filamentos. A terceira fase, de quatro a nove dias, pelo
aparecimento de espiroquetas. Nesse momento, a gengivite passa a ser clinicamente
detectavel.

A exposi¢ao do tecido gengival ao biofilme dental resulta na inflamagdo do
tecido, que manifesta sinais clinicos da gengivite. As caracteristicas da gengivite sdo
alteracdoes de cor e do contorno gengival, mudanca da temperatura intra-sulcular,
aumento do exudato gengival, sangramento espontaneo ou provocado (MARIOTTI,
1999).

A periodontite € precedida por gengivite e isto implica que a prevencio da
gengivite € também uma medida de prevengdo para a periodontite. As limitagdes do
tratamento mecanico no sentido para diminuir ou suprimir microrganismos
subgengivais sugerem a utilizacdo de antimicrobianos locais ou sistémicos para a
complementacdo do tratamento mecanico (DZINK; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1988).

O fator etiolégico primario, o biofilme dental, pode ter seu acumulo

aumentado pela presenca de fatores locais que facilitam sua retencdo. A gengivite
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quando nao tratada pode evoluir para periodontite cronica. As caracteristicas clinicas da
periodontite cronica sdo: inflamacdo gengival, sangramento a sondagem, aumento na
profundidade de sondagem, perda de inser¢do clinica e conseqiiente perda Ossea
alveolar (KINANE; LINDHE, 1999).

A doenca periodontal € a maior responsavel pela perda de dentes em seres
humanos, devido a sua natureza cronica e indolor, desenvolvendo-se de forma gradativa
e assintomatica. Somente nos ultimos estagios, com bolsas profundas e mobilidade
dental, ela é percebida (MACHION et al., 2000).

A periodontite € definida como uma doenca inflamatéria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por microrganismos especificos, resultando em uma
destrui¢@o progressiva do ligamento periodontal e osso alveolar (NOVAK, 2004).

Apesar dos avancgos relacionados a etiopatogenia das infec¢des periodontais, o
diagnostico e a classificacdo dessas doengas, ainda hoje, baseiam-se, quase
inteiramente, na avaliacdo clinica e no exame radiografico (LOTUFO; PANNUTI;
SARAIVA, 2001). O padrdao de perda dssea pode ser vertical, quando a perda de
insercdo e osso em superficie dental € maior do que acontece na superficie adjacente, ou
horizontal, quando a perda de inser¢do e osso progride a uma taxa uniforme na maioria
das superficies dentais. Normalmente, a perda éssea vertical estd associada a defeitos
Osseos angulares e formagdo de bolsas intra-Osseas. A perda dssea horizontal estd

associada normalmente com bolsas supra-dsseas (NAGY; NOVAK, 2004).

2.2 Epidemiologia das doencas periodontais

Amostra de conveniéncia € uma amostra de conveniéncia para nds, ou seja,
uma amostra de individuos que procuraram a Associa¢@o Brasileira de Odontologia de
Andpolis-Goids para tratamento odontoldgico.

Medronho em 2003 afirmou que estudos epidemiol6gicos baseiam-se na
caracterizacdo de satide/doenca numa populagdo, logo as condi¢des periodontais de um
determinado grupo de individuos sé pode ser determinado a partir do conhecimento
epidemiolégico. Por defini¢do epidemiologia € o estudo dos determinantes do processo
saide-doenga em grupos populacionais ou ainda o estudo da distribuicio e dos
determinantes de condi¢des relacionadas a satide ou eventos em populacdes especificas.

Prevaléncia € a propor¢do de pessoas em uma populacdo que tem uma doenca

em um dado ponto ou periodo de tempo. E calculada dividindo-se o niimero de pessoas
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na populacdo que t€m a doenca pelo nimero total de pessoas da populagdo
(GREENBERG, 1996).

Incidéncia € a porcentagem média de pessoas ndo afetadas que desenvolverdao
uma doenca durante determinado periodo de tempo. E calculada dividindo-se o niimero
de novos casos da doenca pelo o nimero de pessoas sob o risco desta doenca (ADDY et
al., 1994).

Estudos epidemioldgicos sdo executados para investigar a prevaléncia e a
incidéncia de uma doenga, os fatores de risco relacionados a ela, a efetividade e a
eficacia das intervencdes (ARBES JR; BECK, 2004).

Os estudos observacionais mais comuns sao os do tipo transversais ou também
chamados estudos seccionais ou de prevaléncia. Nos estudos transversais, a presenca ou
auséncia de doenga e as caracteristicas dos membros de uma populacio sdo verificadas
em um determinado momento (ARBES JR; BECK, 2004). Estudos transversais sao
caracterizados pela observacdo direta de determinada populacdo selecionada ao acaso
em uma oportunidade unica. Os objetivos desse tipo de estudo estdo relacionados com
individuos em determinadas épocas. E, esta mesma relacdo temporal entre causa e efeito
também constitui uma de suas principais limita¢des, pois, informacgdes relativas ao
tempo passado dependem da memoria do individuo. Em algumas situacdes esta
dependéncia pode determinar um viés de memoria com risco de inviabilizar algumas
das hipdteses propostas. Por isso, nem sempre se consegue estabelecer com sucesso a
relagio entre a doenca e a exposi¢do temporal aos fatores de risco (ARAUJO;
CORTELLI 2004).

Flores-de-Jacoby et al. (1991) realizaram um estudo das condigdes
periodontais na cidade do Rio de Janeiro com 1854 individuos de 15 a 67 anos de idade
por meio do Indice de Necessidade de Tratamento Periodontal das Comunidades
(INTPC / CPITN). A prevaléncia da doenca periodontal avancada foi de 50% nos
individuos com mais de 50 anos de idade. Bolsas periodontais maiores do que 6 mm de
profundidade foram altamente prevalentes quando comparadas com dados Europeus.
Neste estudo ndo foi observada uma maior predile¢do da doenga pelo fator género.

Em estudos realizados numa populagdo gaicha nao tratada, em que foram
examinados 401 individuos adultos por meio do exame completo de perda de inser¢ao
clinica, os autores observaram — para a faixa etdria de 40 a 59 anos — 82,3% dos
participantes com periodontite, porém apenas 8,9% em grau avancado. Entretanto, a

partir dos 60 anos, 66,6% dos individuos apresentaram periodontite, sendo 26,7% o
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percentual de individuos com doenga avancada. Concluiram que, a prevaléncia e
gravidade da periodontite estavam diretamente proporcionais a idade até os 59 anos

(OPPERMANN; SILVA; BASSANI, 2000).

Albandar em 2002 constatou maior perda de insercdo clinica e reabsor¢ao
ossea nos individuos adultos quando comparados aos jovens. Associou o aumento da
idade com o aumento nos valores de perda de inser¢@o clinica. Estes achados foram
confirmados por Locker, Slade e Murray (1998) considerando o fato de que, com o
aumento da idade aumenta proporcionalmente a chance de perda de insercdo clinica,

pois aumenta a exposi¢ao de diferentes fatores ao longo do tempo.

Susin et al. (2004) avaliaram a perda de inser¢do clinica em adultos brasileiros
associando esta condicao a fatores demograficos, comportamentais e de exposi¢ao numa
amostra representativa de 853 individuos de 30 a 103 anos de idade. Foram avaliados
seis sitios por dente e os resultados mostraram que 79% dos individuos apresentavam
perda de insercdo clinica > 5 mm e 52% > 7 mm. Individuos de 40 a 49 anos de idade
apresentavam trés vezes mais chances de apresentar perda de insercdo clinica moderada
quando comparada com controles de 30 a 39 anos de idade. Individuos fumantes
destacaram-se como portadores de perda de inser¢cdo clinica moderada (risco
relativo=2,1) ou avangada (risco relativo=3,4) quando comparado a ndo fumantes. Os
autores concluiram que a populacao alvo apresentou alta ocorréncia de perda de

insercdo clinica.

2.3 Microrganismos periodontais / caracteristicas morfolégicas

A. actinomycetemcomitans € um bastonete pequeno, de terminagdo
arredondada, Gram-negativo, imoével, capnofilico, catalase negativa, sacarolitico
(SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 1999). A. actinomycetemcomitans € um importante
periodontopatégeno que elabora um grande nimero de fatores de viruléncia tais como,
fator inibidor da quimiotaxia, fatores imunossupressores, fatores citotoxicos,
lipopolissacarides (LPS), colagenases, determinantes de resisténcia a antibidticos (VAN
DYKE et al, 1982). Helgeland e Nordby (1993) demonstraram que A.
actinomycetemcomitans € capaz de passar através das células epiteliais. Produz
leucotoxina, seu principal fator de viruléncia, que pode interferir no mecanismo de

defesa do hospedeiro, capaz de destruir principalmente polimorfos mononucleares
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(PMN) e mondcitos humanos (VAN DYKE er al.,, 1982; HIDALGO; AVILA-
CAMPOS; TREVISAN Jr., 1997).

A. actinomycetemcomitans € principalmente isolado de periodontite, podendo
ser encontrado em lesdes de endocardite e diferentes infecgdes focais (SLOTS, 1997).

Porphyromonas gingivalis € um bastonete anaerébio, ndo movel,
assacarolitico, Gram-negativo. Esta bactéria tem apresentado uma atividade proteolitica
similar a tripsina, sendo assim BANA positivo (LOESCHE, 1992). P. gingivalis tem a
capacidade de elaborar vérias enzimas proteoliticas que atuam na interface hospedeiro-
parasita, contribuindo na patogénese através da degradagao dos tecidos dos hospedeiros
e na modulagdo de seus mecanismos de defesa (HAAKE; HUANG, 2004).

P. gingivalis depende da sua capacidade proteolitica (colagenase) de degradar
o coldgeno (proteinas) em pequenos peptideos que sdo assimilados e utilizados
metabolicamente na produgao de energia e, ainda como fontes de carbono e nitrogénio.
As enzimas do P. gingivalis proteases mais conhecidas como gingipains, ocorrem de
multiplas formas, encontradas extracelularmente ou na superficie da célula bacteriana.
Especificamente as gingipains agem nas ligacdes peptidicas, quebrando as proteinas
com formacdo de residuos de arginina (arg-gingipains) ou residuos de lisinas (Lis-
gingipains) (HAAKE; HUANG, 2004).

P. gingivalis produz uma variedade de fatores de viruléncia incluindo
lipopolissacérides (LPS) (MILLAR et al. 1986), fimbrias (YOSHIMURA et al., 1984).
Estes fatores sdo considerados a maior causa de destrui¢do dos tecidos periodontais de
maneira indireta através de producdo de citocinas pelas células inflamatérias
(HAMADA et al., 1988) e pelas células do tecido conjuntivo (TAKADA et al., 1991).
Por outro lado, apresentaram efeitos destrutivos diretos tais como citotoxicidade e
degradacdo da membrana do P. gingivalis MATSUDA et al., 1996).

P. gingivalis € isolado freqiientemente de amostras bacterianas subgengivais
de individuos com diversas formas de doenca periodontal (KLEIN; GONCALVES,
2003).

Eikenella corrodens é um microrganismo Gram-negativo do tipo bastonete
com terminagdes rombas e regulares, anaerdobio facultativo, assacarolitico. Tem sido
reconhecido como patégeno em osteomielites (JOHNSON; PANKEY, 1976). Além
disso, esta bactéria foi observada mais frequentemente e em niveis elevados em sitios
ativos (DZINK et al. 1985). Ashimoto, et al. (1996) usando a técnica do PCR para

determinar a prevaléncia de varios microrganismos encontrou uma prevaléncia de 70%
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desta bactéria em pacientes com periodontite avancada. Lopez, Melhado e Leighton
(1996) detectaram a presenca deste patdogeno em 80% de individuos diagnosticados com
periodontite de inicio precoce. Por outro lado, Moore et al. (1985) observaram E.
corrodens nas mesmas propor¢des, em individuos com gengivite ou em condicdes
periodontais sauddveis. E. corrodens foi observada mais freqiientemente em sitios de
destruicao periodontal, quando comparado com sitios sadios (YUAN et al. 2001).

Tanerella forsythia, anteriormente denominada 7. forsythensis, Bacteroides
forsythus, ¢ um microrganismo fusiforme, Gram-negativo, estritamente anaerobio, nao
formador de esporos, imdével, ndo fermentador de carboidratos. Foi encontrado
frequentemente em maior nimero em lesdes periodontais ativas que em lesdes inativas
(DZINK, SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1988). Individuos que apresentavam este
microrganismo mostravam-se mais susceptiveis a perda Ossea alveolar, perda de
insercdo clinica e perda dental comparados com individuos onde a espécie nao foi
detectada (MACHTEI et al., 1999). Esta bactéria tem apresentado uma atividade
proteolitica similar a tripsina, sendo assim BANA positivo (LOESCHE, 1992). Ishikura
(2003) demonstrou que a sialidase modifica uma variedade de atividades associada ao
hospedeiro que resulta na modificacdo da capacidade de resposta a infeccao bacteriana
e poderia ser um importante fator de viruléncia do 7. forsythia. Portanto, pouco é
conhecido sobre este microrganismo. Foi o microrganismo mais presente (86%) usando
teste do PCR em doenca periodontal avancada (ASHIMOTO et al., 1996). Este
microrganismo tem sido associado tanto a periodontite crOnica quanto a agressiva
(SAKAMOTO et al., 2002).

Campylobacter rectus € um microrganismo anaerébio, Gram-negativo, com
mobilidade, cujas células apresentam-se com extremidades arredondadas ou achatadas,
possuindo morfologias curvas, retas ou helicoidais. C. rectus ocorre em numeros
aumentados em individuos com periodontite cronica e, foram microrganismos mais
prevalentes em sitios com doenga periodontal quando comparados a individuos

saudaveis (TEMPRO et al., 1997).

2.4 Presenca de microrganismos e a doenca periodontal

A cavidade bucal humana € habitada por mais de quinhentas espécies

bacterianas (PASTER, 2001). Enquanto a maioria sdo comensais, uma pequena parte

destas sdo patdgenos oportunistas, podendo causar doenga periodontal (SOCRANSKY;
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HAFFAIJEE, 1994). A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia e F. nucleatum foram as bactérias mais encontradas em portadores de
periodontite que em individuos sadios. S@o todos periodontopatdgenos significantes
para doenca periodontal cronica em adultos (VAN WINKELHOFF et al., 2002).

Microrganismos especificos tém sido associados as dreas de perda de inser¢ao
clinica e aumento da idade (LISTGARTEN; LAI;, YOUNG, 1993). Outros estudos
relacionam diferentes microrganismos como P. gingivalis, P. intermedia, e A.
actinomycetemcomitans a doenga periodontal (DZINK; SOCRANSKY; HAFFAJEE,
1988).

Gmiir, Strub e Guggenheim em 1989, descreveram uma forte relacdo entre 7.
forsythia e P. gingivalis em amostras subgengivais em individuos adultos com
diferentes profundidades de sondagem. Ambas as espécies foram detectadas mais
freqiientemente e em maior nimero, em bolsas periodontais profundas.

Dois importantes estudos relataram associacdo entre bolsas periodontais e
presenca de P. gingivalis, sugerindo seu papel na etiologia e progressdo da doenga
periodontal (SLOTS, 1986; TAKEUCHI et al., 2001). Socransky e Haffajee (1994)
relataram a ocorréncia de 7. forsythia em areas de doenca periodontal destrutiva.

De acordo com Socransky et al. (1988) T. forsythia e P. gingivalis aumentam
em prevaléncia e em nimero com o aumento da profundidade de sondagem. Além
disso, o complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola) foi fortemente
associado com sangramento a sondagem. O interesse nos testes microbioldgicos para
identificar periodontopatégenos € baseado nos dados que implicam vérios
microrganismos subgengivais na patogé€nese da doencga periodontal. Os principais
microrganismos ligados com lesdes destrutivas periodontais sdo P. gingivalis, P.
intermedia, T. forsythia, A. actinomycetemcomitans € T. denticola (ZAMBON, 1996).
Uma grande proporcdo de doengas periodontais em progressao tem sido associada com
presenca ou niveis elevados de duas espécies: P. gingivalis e T. forsythia
(SOCRANSKY; HAFFAIJEE, 1994; ALPAGOT, 1996). A presenca destes patdgenos
especificos, combinados com outras caracteristicas gerais — extensdo das lesdes, tipo
de tratamento e espago de tempo entre as manutengcdes — pode indicar risco futuro para
a doenca (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994).

Dzink, Socransky e Haffajee (1988) concluiram que diferentes
microrganismos como P. gingivalis, P. intermedia, e A. actinomycetemcomitans estao

relacionados a doenca periodontal. Portanto, o procedimento clinico deveria basear-se
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na identificacdo e tratamento da infec¢do estabelecida, assim como na prevengdo de sua
recorréncia. O controle do biofilme poderia aumentar a eficiéncia do tratamento
(LOTUFO; PANNUTTI; SARAIVA, 2001).

Rodenburg et al. (1990) estudaram 242 individuos incluindo 138 com
periodontite avancada nao tratada e 104 com sitios de doenga periodontal refratdria ao
tratamento clinico, onde avaliaram a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis e P. intermedia em amostras subgengivais de lesdes periodontais. Dos ndo
tratados, 97% apresentaram uma ou mais das espécies estudadas. Neste grupo, a
ocorréncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia foi 54%, 48% e
63%, respectivamente. A ocorréncia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P.
intermedia no grupo com sitios de doenca periodontal refrataria ao tratamento foi de
55%, 27% e 59%, respectivamente. Uma diferenca estatisticamente significante na
prevaléncia do P. gingivalis foi entre os ndo tratados e aqueles sitios de doenca
periodontal refratdria ao tratamento clinico. Nos dois grupos a propor¢ao de A.
actinomycetemcomitans foi estatisticamente significante em individuos com esta
bactéria como Unico microrganismo indicador em comparagdo com os infectados com
A. actinomycetemcomitans juntos com espécies de P. gingivalis e P. intermedia.

Haffajee e Socransky (1994) associaram o biofilme dental com a progressao
da doenca periodontal. Espécies como A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, C.
rectus, E. corrodens, P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum, e T. denticola tém sido,
dentre centenas presentes no ambiente subgengival, relacionadas as doencas
periodontais com diversos graus de associagdo (Figural).

Zambon (1996) sugeriu que a T. forsythia e P. gingivalis sio fortemente
associadas com a patogénese da periodontite, perda de tecido conjuntivo e reabsor¢cdo
severa do osso alveolar.

Tran et al. (2001) fizeram um estudo longitudinal num grupo de 205
individuos com baixa prevaléncia e com periodontite cronica avangada e acompanharam
mudangas microbioldgicas no desenvolvimento da periodontite. Estes individuos tinham
visitado seus dentistas para exame e profilaxia nos ultimos seis meses, € participavam
de um programa de manuten¢do. Noventa e seis por cento relataram escovarem o0s
dentes pelo menos uma vez por dia e quarenta por cento usavam fio dental. Foi coletado
biofilme subgengival das superficies proximais do sextante posterior de seis em seis
meses por dois anos. Todas as amostras analisadas apresentaram A.

actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis. Os individuos tinham alta
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prevaléncia desses trés periodontopatéogenos. A presenca de uma dessas trés espécies
poderia prever uma futura perda de inser¢do na area especifica. Portanto, individuos
com presenca persistente de 7. forsythia em qualquer drea em todas as visitas tinham 5,3
vezes maior chance de ter pelo menos uma area na boca perdendo inser¢do comparando
com individuos com ocasional ou nenhuma presenca de 7. forsythia. Concluiram que a
persisténcia de T. forsythia indica individuos com alto risco, porém nao necessariamente

sitios especificos com perda de inser¢ao.

++++ +++ ++ Sob
Investigacao
A. actinomycetemcomitans T. forsythia S. intermedius | Selenomonas spp.
P. intermedia | P. negresens Enterobacterias
P. Gingivalis T. denticola M. micros Pseudomonas spp.
F. nucleatum Staphylococcus spp.
C. rectus D. pneumosintes
E. corrodens

Figura 1 - Associagcdo de periodontopatégenos subgengival em individuos com doencga
periodontal. Baseado em Haffajee e Socransky (1994).

+ + + + - Muito forte
+++ - Forte
++ - Moderada

Lopez et al. (2004) avaliaram uma associacdo entre raga/etnia € a composi¢cao
da microbiota subgengival encontrada na periodontite cronica. Um estudo foi executado
para determinar as caracteristicas da microbiota subgengival da periodontite cronica de
chilenos residentes em Santiago do Chile. Vinte e seis individuos foram selecionados
(média de idade 47 + 7 anos) com periodontite cronica, média de profundidade de
sondagem 2,63 + 0,5 mm, média de perda clinica de inser¢do 3,70 £ 0,77 mm, e com
historia de terapia periodontal. Amostras de biofilme dental subgengival foram colhidas
da face mesial de todos os dentes e avaliado pela presenca, nivel de infestacdo, e
propor¢ao de 40 bactérias usando sonda de &4cido desoxirribonucléico (DNA) e
checkerboard DNA-DNA hibridization. Dados microbianos dos Chilenos foram
comparados com dados de 115 individuos de Americanos com periodontite cronica. Os
resultados mostraram que cada bactéria testada estava presente pelo menos em 25 dos
26 individuos, e 12 individuos (46,1%) tinham as 40 bactérias. Todas as espécies

testadas estavam presentes em mais de 75% dos locais, e 25 espécies presentes em 90 %
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ou mais dos locais incluindo espécies colonizadas em lesdes periodontais avancgadas.
Dezesseis das quarenta bactérias foram significantemente diferentes entre chilenos e
americanos. Complexos vermelhos, amarelos e outros complexos foram
significantemente maiores em chilenos, e Actinomyces foram maiores nos americanos.
Os autores concluiram que composi¢do do biofilme dental subgengival foi diferente
entre individuos de paises diferentes. Assim, cuidados devem ser tomados quando
extrapolamos os achados de um estudo para diferentes grupos étnicos.

Cortelli et al. (2005) avaliaram a presenca de A. actinomycetemcomitans (de
maxima e minima leucotoxicidade) e P. gingivalis em 25 individuos diagnosticados
com periodontite agressiva e em 178 com periodontite cronica. Os resultados mostraram
que o numero de individuos que alocaram P. gingivalis foi similar a de outras
populagdes latino-americanas € A. actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade
foi maior na populagdo estudada quando comparada a outras populacdes e esteve
associada ao diagndstico de periodontite agressiva e a bolsas periodontais maiores do
que seis mm de profundidade. Os autores concluiram que existe diferenca na
prevaléncia de  alguns  periodontopatégenos  entre  populacdes e A
actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade esteve associada com bolsas

periodontais profundas.

2.5 Histopatologia da doenca periodontal

Microrganismos periodontais produzem uma variedade de enzimas e toxinas
que iniciam o processo inflamatério e o conseqiiente dano aos tecidos periodontais.
Suas enzimas provocam um colapso nas substincias extracelulares tais como coldgeno e
nas membranas das células do hospedeiro a fim de produzir nutrientes para o seu
crescimento. Muitas das superficies das moléculas de proteinas das bactérias sdo
capazes de estimularem uma resposta imune do hospedeiro e também sdo capazes de
criarem inflamacao local do tecido (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997). Portanto, os
microrganismos danificam os tecidos do hospedeiro, estimulam respostas inflamatorias
e imunes, mas seus principais objetivos sdo: multiplicar, crescer, € sobreviver no
interior das bolsas periodontais. Uma vez iniciados estes processos inflamatérios e
imunes, varias moléculas inflamatdrias tais como proteases, citocinas, prostaglandinas e
enzimas do hospedeiro sdo liberadas dos leucdcitos e fibroblastos ou das células

estruturais dos tecidos (GEMMELL; MARSHALL; SEYMOUR, 1997). As proteases
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tendem a quebrar a estrutura do coldgeno e assim, criar espagos para promover
infiltracdo de leucdcitos. O colapso do tecido procede largamente sob controle do
hospedeiro. Tecidos periodontais tornam-se frouxamente aderidos a superficie dental.
Na periodontite, como o tecido conjuntivo € destruido, as células epiteliais proliferam
apicalmente junto a superficie da raiz e a bolsa torna-se mais profunda. Com o aumento
na profundidade da bolsa periodontal, ocorre entdo aumento no infiltrado inflamatério
do tecido. O acumulo de biofilme dental subgengival aumenta e, além disso, existe um
aumento da densidade microbiana para promover a destrui¢do dos tecidos periodontais.
Em bolsas profundas, a microbiota torna-se mais anaerdbia e a resposta do hospedeiro
torna-se mais destrutiva e cronica. Eventualmente, a lesdo periodontal progride de tal
extensdo que a perda dental torna-se inevitavel (KINANE, 2001).

Para colonizar areas subgengivais, microrganismos devem ser capazes de: se
fixar-se aos tecidos periodontais, multiplicar-se, competirem com outros
microrganismos, e ainda neutralizar os mecanismos de defesa do hospedeiro.
Substancias do fluido gengival ajudam a prevenir a colonizagdo e podem bloquear a
ligacdo das células bacterianas ao dente e superficies teciduais. Alguns constituintes da

saliva e do fluido gengival podem precipitar bactérias e mata-las (KINANE, 2001).

2.6 Identificacao microbiana

Na literatura encontramos vdrias técnicas de deteccdo bacteriana. Microscopia,
culturas, testes enzimaticos, teste imunoldgicos, sondas de DNA, e rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR) estdo entre as mais utilizadas. Cada uma destas metodologias
apresenta limitagdes, vantagens e desvantagens (LOTUFO; PANNUTI; SARAIVA,
2001). Savitt et al. (1988) compararam os métodos de cultura e andlise de sonda de
DNA para detectar A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, e P. intermedia em
amostras de biofilme dental subgengival. As amostras foram coletadas de dareas
gengivais de pacientes diagnosticados como sauddveis, com evidéncia de gengivite,
periodontite agressiva ou periodontite cronica. O numero desses patdgenos foi
determinado usando meios microbioldgicos e testes bioquimicos. Os resultados foram
entdo comparados aos numeros obtidos da andlise de sonda de DNA espécie especifica.
Em sessenta amostras do grupo de doentes, andlise de sonda DNA demonstrou 100% de
efetividade na deteccdo do A. actinomycetemcomitans e P. intermedia, além de 91% de

na deteccdo do P. gingivalis. Os testes de sonda do DNA frequentemente identificaram
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esses patdgenos em amostras que foram negativas na cultura. Os resultados sugerem
que tecnologicamente a andlise de sonda de DNA € superior ao método de cultura para a
deteccdo do A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, e P. intermedia em biofilme
subgengival de humanos.

Técnicas de culturas de bactérias tem sido o método cldssico para detec¢ao de
microrganismos envolvidos na doenga periodontal. Porém, esta técnica envolve
procedimentos que podem ser inadequados para o crescimento de algumas bactérias
anaerobias. Este método requer que amostras sejam imediatamente processadas para
aquisicdo méaxima de bactérias sobreviventes. O método € muito trabalhoso e s6 pode
identificar microrganismos junto com testes bioquimicos tais como fermentacdo de
acucar e analises da atividade enzimdtica bacteriana (SAVITT et al., 1988). Métodos de
cultura anaerdbia sdo usados para detectar a maioria dos microrganismos do biofilme
dental subgengival e determinar in vitro a susceptibilidade antimicrobiana de
microrganismos bucais. Por outro lado, o método de cultura pode apresentar nivel
reduzido de sensibilidade na detecc¢do de alguns patogenos (BOUTAGA et al., 2003) e a
impossibilidade de cultivo de alguns patégenos como a 7. forsythia e a demora na
obtengao dos resultados (SAKAMOTO et al., 2002; LOOMER, 2004).

As vantagens da cultura sdo: possibilita contagens relativas e absolutas das
espécies e capacidade de avaliar a susceptibilidade a antibidticos (SOCRANSKY et al.,
1987). As desvantagens sdo: 1- crescimento sO de bactérias vidveis; 2- rigorosa
amostragem; 3- necessidade de condi¢des adequadas de transporte; 4- a sensibilidade da
cultura bacteriana pode ser baixa; 5- requer equipamento especifico; 6- requer pessoal
experiente; 7- é relativamente caro e demorado (SANZ et al., 2004).

Testes enzimaticos foram desenvolvidos para detectar bactérias que possuem a
enzimas tripsina tais como 7. forsythia, T. denticola e P.gingivalis. Quando uma
amostra de placa que contém qualquer combinacdo dessas bactérias é colocado numa
tira de papel impregnado com um substrato incolor N-benzoil-DL-arginine-2-
naphthyamide (BANA), o substrato de BANA quebra e produz uma cor que vai do azul
até a cor preta, cuja intensidade é proporcional ao total da quantidade dos trés
microrganismos. Este teste é incapaz de avaliar a propor¢do das trés bactérias e nem
identificar a presenca de outros microrganismos (LOOMER, 2004). A simplicidade,
rapidez da resposta e a facilidade de leitura usada fazem deste método de diagndstico
enzimatico ideal para uso clinico. A falta de provas clinicas apropriadas para validar a

utilidade de seu diagnéstico e seus problemas intrinsecos considerando baixa
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sensibilidade (Evalusite®) e baixa especificidade (Perioscan®) fé-lo desaparecer do
mercado (SANZ et al. 2004).

Os testes imunoldgicos que usam anticorpos que reconhece antigenos
bacterianos especificos e a identificacdo destas reacOes especificas antigeno-anticorpo
permitem detec¢do de microrganismos alvos (SANZ et al. 2004). Virios testes estdo
disponiveis comercialmente, incluindo a imunofluorescéncia microscépica direta e
indireta, Enzime-linked imumunosorbent assay (ELISA), teste de aglutinagdo do l4tex,
citofluorografia. O método tem muitas vantagens importantes incluindo baixo custo,
mas ndo permitem avaliacio da sensibilidade antibiética dos microrganismos
(LOOMER, 2004).

O teste do 4cido nucléico consiste da seqii€éncia do acido nucléico que sdo
classificados com um marcador colorimétrico radioativo ou enzimdtico que liga nas
seqiiéncias do 4cido nucléico do microrganismo correspondente. Este teste pode ser
todo genoma, seqiiéncias aleatoriamente clonadas do dcido nucléico ou
oligonucleotidios sintéticos. Dos trés o teste oligonucleotidio é que tem a maior
especificidade e a mais baixa reatividade cruzada por que eles especificam genes alvos
para uma espécie bacteriana. E usado para a andlise microbiana do biofilme que foi
confirmado ter maior sensibilidade que métodos de culturas. Além disso, a vantagem
deste teste é que apds a coleta das amostras do biofilme ndo € necessario ser processada
imediatamente (LOOMER, 2004).

Métodos moleculares sdo largamente utilizados para identificacdo de amostras
bacterianas. A reac@o em cadeia da polimerase (PCR) tem sido largamente utilizada na
area bioldgica. De janeiro de 1994 a janeiro de 2006 mais de 189 mil artigos publicados
utilizando esta ferramenta como meio de pesquisa (NCBI — PUBMED, 2006). Em
odontologia, e especialmente na periodontia, a PCR tem sido usada para identificagdo
de periodontopatégenos em espécies subgengivais (SLOTS; ASHIMOTO; FLYNN,
1995) e para desvendar o papel das bactérias especificas na doenca periodontal devido a
detecgdo precisa de espécies. A PCR permite também a replicagdo de vérias copias do
DNA (LOOMER, 2004).

Desde 1990, o teste da reacdo em cadeia da polimerase tem sido usado com
alto nivel de sensibilidade e tem sido de grande sucesso para identificar
periodontopatogenos de biofilme subgengival (WATANABE; FROMMEL, 1993;
SLOTS; ASHIMOTO; FLYNN, 1995; ASHIMOTO et al., 1996; KLEIN;
GONCALVES, 2003; LOOMER, 2004).
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Sanz et al. em 2004, estudando métodos de deteccdo de microrganismos
afirmaram que ndo existe um unico método de diagndstico microbiolégico que
demonstra caracteristica ideal e que a escolha de teste deve basear: 1- na sensibilidade e
na especificidade; 2- na disponibilidade e no custo; A técnica de cultura é capaz de
estudar susceptibilidade antimicrobiana e as técnicas moleculares podem permitir
deteccdo de bactérias nao cultivdveis. Cultura bacteriana ainda € o gold standart.
Contudo, avancos na tecnologia PCR quantitativo pode ter um importante papel no
futuro, uma vez que isto tem sido totalmente validado com processos clinicos bem
projetados e seus custos tem sido reduzido com mais tecnologia disponivel.

Riggio et al. (1996) comparando métodos de culturas e PCR concluiram que a
PCR € um método mais preciso que os métodos de culturas para a identificacdo dos
periodontopatdgenos A. actinomycetemcomitans € P. gingivalis.

Ashimoto, et al. (1996) usaram esta técnica para determinar a prevaléncia do
A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, C. rectus, E. corrodens, P. gingivalis, P.
intermedia. P. nigrescens e T. denticola em amostras subgengivais de 50 individuos
com periodontite avancada, 50 individuos com gengivite em adulto e 50 individuos com

gengivite em criangas (Figura 2).

Periodontite Gengivite em Gengivite em
avancada adulto criancas

Actinobacillus

actinoyicetemcomitans 30% 14% 14%
Tannerella forsythia 86% 18% 8%
Campylobacter rectus 74% 52% 78%
Porphyromonas gingivalis 74% 10% 14%
Prevotella intermedia 58% 12% 18%
Prevotella nigrescens 52% 20% 22%
Treponema denticola 54% 16% 16%
Eikenela corrodens 70% 10% 14%

Figura 2 - Prevaléncia de periodontopatogenos detectados pela técnica da PCR, de
acordo com Ashimoto et al. (1996).

Klein e Gongalves (2003) estudaram a prevaléncia de T. forsythia e P.
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gingivalis em amostra de biofilme dental subgengival utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase e estabeleceram a relacao dessas bactérias com doenga e satde periodontal.
Individuos foram distribuidos em trés grupos de acordo com seu diagndstico
periodontal: grupo 1, periodontalmente sadio (n=10); grupo 2, periodontite com
profundidade de sondagem < 5 mm (n=10); grupo 3, periodontite com profundidade de
sondagem > 5 mm (n=10). Individuos dos grupos 2 e 3 tinham locais de saide e doenca
periodontal. Amostras de biofilme subgengival foram obtidas com pontas de papel
absorventes esterilizadas inseridas dentro das bolsas periodontais (dreas com
periodontite) e dentro do sulco gengival saudavel do mesmo individuo. T. forsythia nao
foi detectada em nenhuma amostra de locais saudaveis em nenhum grupo. P. gingivalis
foi detectado em somente uma amostra de uma area sauddvel (grupo 2). Os resultados
indicaram uma possivel associacdo entre doenca periodontal e prevaléncia de T.

forsythia elou P. gingivalis.



3 Proposicao

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a presenca de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis, e Tannerella forsythia em individuos jovens e adultos provenientes de uma

amostra de conveniéncia da populacdo de Andpolis-GO.



4 Material e método

Este estudo do tipo transversal examinou individuos jovens e adultos de
uma amostra de conveniéncia dos habitantes da cidade de Andpolis-GO. O presente
trabalho avaliou 30 individuos selecionados aleatoriamente de uma amostra original
de 250 individuos conjuntamente examinados sob aspectos clinicos periodontais.
No presente estudo adotou-se o critério aleatdrio estabelecendo-se como método a
escolha de um exame microbiano de dentes previamente selecionados para cada oito
individuos avaliados clinicamente. Os dados microbianos foram confrontados com
parametros clinicos periodontais incluindo indices de placa e gengival dicotomico

(0/1), profundidade de sondagem e nivel clinico de insercao.

4.1 Coleta de dados

Foi inicialmente explicado o tipo de estudo desenvolvido (Anexo A) e em
seguida os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TECLE) (Anexo B). Todos os sujeitos da pesquisa responderam a um questionario
de anamnese (histéria médico-odontolégica, habitos e comportamentos, além de
caracteristicas demogréficas) (Anexo C). Apd6s estes procedimentos foram
submetidos aos exames clinicos odontoldgicos, feito por um examinador

previamente treinado e calibrado.

4.2 Inclusao e exclusao de participantes

Apo6s a selecdo dos individuos recrutados dentre aqueles que t€m inscri¢do nas
clinicas odontolégicas da ABO-Anépolis-GO, os individuos incluidos no presente
estudo foram aqueles que se apresentaram com as seguintes caracteristicas:
1) Idade superior a 15 anos,
2) Individuos indicados para tratamento odontoldgico na Associacdo Brasileira de
Odontologia de Andpolis — Go.
3) Disponibilidade para o exame no dia e hordrio, indicados pelo funciondrio da
clinica responsdvel pela marcacdo das consultas,

Os individuos que apresentaram problemas renais ou didlise, tomavam

medicamentos anticoagulantes — exceto aspirina — hemofilicos ou ainda que



foram informados (as) por profissionais de saide que ndo deveriam se submeter ao
exame ou tratamento odontolégico foram excluidos do experimento, bem como, os
individuos submetidos a antibioticoterapia sistémica trés meses antes do inicio do

estudo.

4.3 Coleta de dados microbiolégicos

O responsavel pelo estudo foi previamente treinado e calibrado para a
coleta microbiana na clinica de graduacdo da Faculdade de Odontologia de
GURUPIL O mesmo recebeu um treinamento especifico em técnicas de reacdo em
cadeia da polimerase no Laboratério de Biologia Molecular do Instituto Bésico de
Biociéncias da UNITAU. A calibragcdo clinica intra-examinador foi baseada em
Araujo et al. (2003) usando o teste estatistico EPM (erro padrdao da medida), e tendo

um examinador padrdo como referéncia.

4.4 Exame microbiologico

Ap6s a realizagao dos exames clinicos periodontais na amostra original,
foram coletadas amostras bacterianas do sulco/bolsa gengival das faces mésio-
vestibulares dos dentes 16, 14, 12, 21, 24, 26, 36, 34, 32, 41, 44 e 46 para avaliar a
presenca dos microrganismos A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, FE.

corrodens, C. rectus e, T. forsythia.

Procedimentos: apds isolamento relativo com roletes de gaze esterilizada e
remocdo do biofilme/placa dental supragengival, um cone de papel numero 30
(Dentsply®) foi inserido no sulco/bolsa gengival dos dentes selecionados onde foi
mantido por 60 segundos. Coletamos também amostras da bochecha e dorso da
lingua com swab estéril. Em seguida, os cones de papel, bem como os swabs foram
agrupados de acordo com o arco dentdrio, superior ou inferior, dorso da lingua e
bochecha e colocados em micro tubo contendo 1mL de solucdo de Ringer reduzida
e estocados a —4°C. O DNA das amostras foi isolado utilizando-se matriz comercial
de purificagdo (Instagene, BioRad®) e estocado a -20°C até o processamento.

As amostras bacterianas foram processadas no Laboratério de Biologia

Molecular do Instituto Basico de Biociéncias da UNITAU. Inicialmente realizou a
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homogeneizacdo do material contido nos micro tubos em agitador mecanico
(Vortex®, Phoenix, AP56) por sessenta segundos. Com o auxilio de micropipetas
(Eppendorf®) 0,5 mL da amostra original foi removida de cada micro tubo e
utilizando-se outro micro tubo foi adicionado 0,5 mL de dgua destilada, perfazendo
um total de 1,0 mL. Este material foi entdo centrifugado por 4690 x g por trés
minutos em microcentrifuga (Sanyo®). A partir de entdo o sobrenadante foi
cuidadosamente removido deixando de 0,2 a 0,3 mL no fundo do micro tubo para
ndo desorganizar o pellet. Adicionou-se 0,2 mL da matriz Instagene (Bio-Rad®),
matriz de extracdo e purificagio de DNA, incubando a 56°C em banho-maria
(Quimis®) por 30 minutos. Em seguida, o material foi novamente homogeneizado
(15 seg.) e entdo mantido por oito minutos em banho-maria a temperatura de 100°C.
O material foi novamente homogeneizado (15 seg.) e centrifugado por trés minutos
a 4690 x g.

Ap6s a extracdo do DNA, utilizou-se oligonucleotideo iniciador (primer)
para a proteina PB-actina humana com auxilio do termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf®).

Em seguida, a confirmacdo da extracdo do DNA as amostras foram
amplificadas por primers especificos (Figura 3) de acordo com Avila-Campos;
Velasquez-Meléndez, 2002.

Depois do procedimento de amplificacdo a detec¢do do produto da PCR
foi realizada por eletroforese (Horizon® 11-14) em gel de agarose a 1%, contendo
40 mL de solu¢do tamponada e 0,40g de agarose, visualizado a luz ultravioleta pela
adicdo de brometo de etidio (30uL) como corante fluorescente. Os géis obtidos
foram fotografados e analisados em comparacdo aos produtos amplificados de cepas

padrao cedido pelo Instituto Fio Cruz, RJ.
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Microrganismo Primer

A. Actinomycetemcomitans GCTAATACCGCGTAGAGTCGG
ATTTCACACCTCACTTAAAGGT

P. gingivalis AGGCAGCTTGCCATACTGCG
ACTGTTAGCAACTACCGATGT

Eikenella corrodens CTAATACCGCATACGTCCTAAG
CTACTAAGCAATCAAGTTGCCC

T. forsythia GCGTATGTAACCTGCCCGCA
TGCTTCAGTGTCAGTTACACCT

C. rectus TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC
TTTCTGCAAGCAGACACTCTT

Controle Beta-actina CGTGACATAAAGAGAAGCTGTGC
ATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAG

Figura 3 - Microrganismos e primers especificos para a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), de acordo com Avila-Campos e Veldsquez-Meléndez (2002)

4.5 Procedimentos estatisticos

Coleta e tabulacdo dos dados: A coleta de dados seguiu as seguintes etapas:

1) Determinacdo da amostra e recrutamento dos participantes,

2) Codificag¢do dos arquivos. Para isso usamos o nimero de prontudrio, para
manter a identidade dos individuos em sigilo,

3) Codificacdo das fichas de diagndstico, considerando-se as varidveis de
interesse. Um livro cddigo foi elaborado para que os dados das fichas sejam tabulados
de forma que o sigilo seja mantido,

4) Formulacdo de uma base de dados com varidveis referentes aos dados
encontrados no questiondrio e nas fichas de exame odontolégico,

5) Tabulacdo dos dados,

6) Formulagdo da base analitica dos dados.

Andlise estatistica: A associacdo entre a presenca dos diferentes patdgenos

examinados foi realizada por Andlise de Varidncia (ANOVA). Os parametros
periodontais, PS, NCI, IP e IG foram avaliados pelo teste ¢ de student. A prevaléncia

bacteriana avaliadas isoladamente ou em conjunto na dependéncia do sitio de coleta
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(sulco, mucosa e lingua) foram avaliadas por ANOVA. A avaliacdo da ocorréncia do
numero de bactérias de zero a cinco simultaneas foi feita pelo teste ¢ de student.
Finalmente o género, faixa etdria e habito de fumar foram avaliados pelo teste de

Wilcoxon. Para esta andlise levou-se em consideracdo a significancia de 95%.



5 Resultados

A distribui¢do da populacdo estudada, em funcdo do gé€nero e habito de fumar
estd expressa na tabela 1.

A média dos valores de PS, NCI, IP e IG dos individuos de acordo com o
género, faixa etdria e habito de fumar estao expressos respectivamente nas tabelas 2, 3 e
4. Foi observada diferenca estatisticamente significativa para NCI em funcdo da faixa
etaria (Tabela 3) e habito de fumar (Tabela 4), onde os individuos fumantes e com
maior faixa etdria apresentaram maiores valores médios de NCI. O Género ndo

apresentou interferéncia em nenhum dos parametros periodontais avaliados (p<0,05).

Tabela 1 — Populacgdo estudada de acordo com género e habito de fumar

Fumante Nao Fumante Total
(Média idade + DP) (Média idade + DP) (Média idade + DP)

Masculino 4 6 10
(38,78+9,25) (38,09+11,24) (37,40+14,98)

Feminino 3 17 20
(39,03+8,98) (37,72£7,99) (38,31£10,36)

Total 7 23 30
(39,29+10,83) (37,35+£12,32) (37,80+11,83)

DP — Desvio padrao
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Tabela 2 — Valores médios de Profundidade de Sondagem - PS (mm), Nivel Clinico de
Inser¢do — NCI (mm), Indice de Placa — IP (0/1) e Indice Gengival — IG (0/1), em
funcdo do género dos individuos

PS NCI IP IG
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média = DP)

Masculino 2,51 2,96 0,84 0,54
+ 0,68 +1,13 +0,21 +0,28

Feminino 2,52 2,53 0,86 0,74
+ 0,54 +0,81 +0,16 + 0,50

TOTAL 2,52 2,67 0,85 0,69
+0,58 +0,93 +0,17 + 0,45

DP — Desvio padrio;

Tabela 3 — Valores médi’os de Profundidade de Sondagpm - PS (mm), Nivel Clinico de
Inser¢do — NCI (mm), Indice de Placa — IP (0/1) e Indice Gengival — IG (0/1), em
funcdo da faixa etdria dos individuos

PS NCI IP IG
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média = DP)

<37 anos 2,34 2,21 0,85 0,59

+ 0,60 +0,89 +0,16 +0,21
> 37 anos 2,70 3,13 0,86 0,80

+0,52 £0,74 4 +0,19 +0,59
TOTAL 2,52 2,67 0,85 0,69

+0,58 +0,93 +0,17 +0,45

DP — Desvio padrao; * - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
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Tabela 4 — Valores médios de Profundidade de Sondagem - PS (mm), Nivel Clinico de
Inser¢do — NCI (mm), Indice de Placa — IP (0/1) e Indice Gengival — IG (0/1), em
func¢do do hébito de fumar dos individuos

PS NCI IP IG
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média = DP)

Fumante 2,59 3,14 0,96 0,73
+ 0,68 +1,03 * + 0,06 + 0,20

Nio 2,49 2,53 0,82 0,68
Fumante +0,54 +0,85 +0,80 +0,50

TOTAL 2,52 2,67 0,85 0,69
+0,58 +0,93 +0,17 + 0,45

DP — Desvio padrao; * - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)

A leitura dos géis de agarose mostrou que, independente do local de coleta, no
total de individuos avaliados, C. rectus apresentou a maior (p<0,05) prevaléncia (97%)
entre os periodontopatégenos pesquisados, seguido por 7. forsythia (90%) e A.
actinomycetemcomitans (90%), depois E. corrodens (80%) e finalmente P. gingivalis

(37%) (Figura 4).

100 | — 7/;
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Figura 4 — Distribuica@o percentual da prevaléncia dos periodontopatégenos avaliados no
presente estudo
Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca:

>8>k >0
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Foi realizada uma avaliacdo da prevaléncia dos periodontopatégenos em fungao
do local da coleta (Figuras 4, 5, 6,7, 8 ¢ 9).

C. rectus (Figura 5) e A. actinomycetemcomitans (Figura 8) apresentaram maior
prevaléncia (p<0,05) na mucosa em comparacdo ao sulco e lingua. Para T. forsythia
(Figura 6), e P. gingivalis (Figura 9) a maior (p<0,05) prevaléncia foi observada no
sulco. E. corrodens (Figura 7) a maior (p<0,05) prevaléncia foi observada no sulco e

lingua.

100 A
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20

SULCO MUCOSA LINGUA  TOTAL

Figura 5 — Distribuicdo percentual da prevaléncia de C. rectus em fungdo do local da
coleta lingua

Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: > |:|
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Figura 6 — Distribui¢do percentual da prevaléncia de 7. forsythia em funcao do local da

coleta

Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: |:| > z
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Figura 7 — Distribui¢ao percentual da prevaléncia de E. corrodens em fungdo do local

da coleta

Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: |:| > Z
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Figura 8 — Distribui¢do percentual da prevaléncia de A. actinomycetemcomitans em
funcdo do local da coleta
Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: |:| >
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Figura 9 — Distribui¢do percentual da prevaléncia de P. gingivalis em funcao do local da
coleta _
Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: |:| >

Foi realizada também uma avaliagdo da prevaléncia de detec¢do, independente
do patégeno, em fun¢do do local da coleta. Foi observada maior prevaléncia (p<0,05) de

deteccao no sulco em comparacdo com a mucosa e lingua (Figura 10)
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Figura 10 — Distribuicdo percentual da deteccdo dos periodontopatdégenos no sulco,
mucosa e lingua.

Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: |:| >

Quando se avaliou o nimero de periodontopatégenos simultaneos por individuo,
observou-se que a ocorréncia de quatro periodontopatégenos concomitantes foi a
associacdo mais freqiiente, (p<0,05) seguido por cinco patdégenos, e posteriormente por

trés, dois, zero e um, periodontopatogenos (Figura 11).
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Figura 11 — Distribui¢do numérica da ocorréncia simultinea de periodontopatégenos

diferenca estatisticamente significativa (p<0,05): Escala de diferenca: EENL
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As prevaléncias dos periodontopatégenos foram ainda avaliadas em funcado do
género (Figura 12) e héabito de fumar (Figura 13) ndo apresentaram (p<0,05)
interferéncia na prevaléncia de nenhum dos periodontopatégenos avaliados. Porém, a
faixa etaria (Figura 14) interferiu (p<0,05) na prevaléncia de P. gingivalis, onde os
individuos com idade acima de 37 anos apresentaram maior prevaléncia de P.
gingivalis.

Para avaliacdo da interferéncia do grau de doenca dos individuos na prevaléncia
dos periodontopatdgenos, os individuos foram divididos em dois grupos, em que o
primeiro grupo foi composto pelos 15 individuos com as menores médias de NCI,
caracterizando um grupo com média de NCI de 1,89mm. O segundo grupo, composto
com os 15 individuos com as maiores médias de NCI, apresentou média de NCI de 3,35
mm. A comparacdo da prevaléncia dos periodontopatogenos entre os dois grupos
mostrou maior prevaléncia (P<0,05) de P. gingivalis no grupo com maior média de
NCI. Os demais patégenos ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa para

essa avaliacdo (Figura 15).
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Figura 12 — Distribuicdo percentual da prevaléncia dos periodontopatégenos avaliados
em funcdo do género



100

80

60

40

"

NN NN
|

20

%)
T

N7/ 2 W 7

Fumante

CR TE EC  AA P

SN

40

Figura 13 — Distribuicdo percentual da prevaléncia dos periodontopatégenos avaliados

em funcdo do hébito de fumar
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Figura 14 — Distribui¢do percentual da prevaléncia dos periodontopatégenos avaliados

em funcdo da faixa etdria

* - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
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Figura 15 — Distribui¢do percentual da prevaléncia dos periodontopatégenos avaliados
em func¢do do nivel do NCI
* - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)



6 Discussao

A avaliacio da presenca de periodontopatdgenos numa populacdo ¢é
justificada, pois, a obtencdo destes dados associados a diferentes parametros clinicos
periodontais incluindo presenga de biofilme dental, indice gengival, mensuracdo de
profundidade de sondagem e nivel clinico de inserc¢do, caracterizam o perfil periodontal
destes individuos além das necessidades terap€uticas ideais para a manutencao de niveis
adequados diretamente relacionados a saude bucal e indiretamente a saide geral. Outro
aspecto relevante estd na oportunidade de identificacdo destes microrganismos numa
amostra de conveniéncia da popula¢do de Andpolis-GO. Sabendo-se que este estudo,
inédito nesta regido, contribuird para a organizacdo de politicas de atendimento em
satide bucal, mais especificamente de atencdo a saide periodontal junto as Secretarias
de Saide do municipio. E ainda, para a Associac¢do Brasileira de Odontologia — ABO a
identificacdo destes problemas contribuird para uma melhor formacdo dos seus
associados, cirurgides dentistas, traduzindo num melhor atendimento populacional. E,
finalmente para a Universidade de Taubaté significard, além de uma formacdo discente
dentro dos melhores padrdes de qualidade em pesquisa, uma contribuicdo significativa
na divulgacdo do conhecimento em outras localidades do pais.

Este estudo examinou individuos de uma amostra de conveniéncia dos
habitantes da cidade de Andpolis-GO. As amostras foram compostas por jovens e
adultos que procuraram ou foram indicados para tratamento clinico odontolégico na
Associacao Brasileira de Odontologia de Andpolis — Go.

A cidade de Andpolis foi fundada em 1887, estd a uma altitude de 1017 m e
sua drea total corresponde a 1078,2 km’. E cortada pelas rodovias BR-060, BR-153,
BR-414, GO-222 e GO-330, o municipio estd a 57 km de Goiania, 160 de Brasilia e 72
de Pirendpolis, numa posicdo estratégica para implantacdo de industrias, visto a
proximidade das capitais, federal e goiana. Sua populagdo, segundo o IBGE (2004) est4
estimada em 307.977 habitantes. Sua principal atividade econdmica € a industria de
transformacdo e comércio de mercadorias. Pratica-se no municipio a pecudria extensiva,
com criacdo de gado de corte e leiteiro. A agricultura, que ja foi a grande fonte de
riqueza no passado, hoje € praticada em caréter de subsisténcia com cultivo de arroz,
milho, feijdo, café e mandioca, mas em funcdo de sua localizacdo privilegiada para o
comércio do Centro-Oeste, ainda € o principal centro de comercializagdo de graos do

Estado. O Distrito Agroindustrial de Andpolis (DAIA), instalado em 9 de setembro de
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1976, em uma area de 880 hectares, estd localizado na mesoregidao do centro Goiano,
junto com o entorno de Brasilia e Distrito Federal, representando um total aproximado
de 4.500.000 habitantes, distribuidos por 84 municipios circunvizinhos. Trata-se da
regido mais desenvolvida do Centro-Oeste e com um dos mais expressivos potenciais de
crescimento s6cio-econdmico apresentado nas ultimas décadas, em todo o Brasil. Possui
ramal da RFFSA que serd acoplado a EADI — Estacao Aduaneira do Interior (Porto
Seco). A cidade € dotada de aeroporto Civil e sede da Base Aérea dos SupersOnicos
Mirage (IBGE 2005; CITY BRAZIL, 2005).

Para a obtencdo dos dados clinicos optou-se por avaliar dados da condi¢ao
gengival, expressados pelos indices de placa e gengival e, para avaliarmos as condi¢des
referentes ao estado periodontal propriamente dito utilizamos médias de profundidade
de sondagem e nivel clinico de inser¢do. Por outro lado, optamos pela escolha da
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para avaliar de forma qualitativa a
presenca dos periodontopatégenos aqui pesquisados.

O responsavel pelo estudo foi previamente treinado e posteriormente calibrado
tanto para obten¢do dos dados clinicos quanto para a coleta microbiana, armazenamento
e transporte das amostras. Este treinamento e calibracdo foram realizados na clinica de
graduacdo da Faculdade de Odontologia de GURUPI-TO. O mesmo recebeu um
treinamento especifico em técnicas da reagdo em cadeia da polimerase no Laboratério
de Biologia Molecular do Instituto Bésico de Biociéncias da UNITAU, para o
processamento das amostras no teste da PCR treinamento este que possibilitou a
execugdo dos procedimentos laboratoriais desta técnica incluindo desde a extracdo do
DNA, confirmag¢do da extracdo e amplificacdo do DNA das amostras bacterianas
coletadas e identificacdo das amostras por meio de visualizagdo dos produtos
amplificados por eletroforese.

O presente trabalho avaliou 30 individuos selecionados aleatoriamente de uma
amostra original de 250 individuos conjuntamente examinados sob aspectos clinicos
periodontais. No presente estudo adotou-se o critério aleatério estabelecendo-se como
método a escolha de individuo para exame microbiano de sitios dentais, da mucosa e da
lingua para cada oito individuos avaliados clinicamente. Os dados microbianos obtidos
foram entdo relacionados entre si (sitio dental; mucosa e lingua), com os parametros
clinicos periodontais (indices de placa e gengival, profundidade de sondagem, nivel
clinico de inser¢do) e finalmente com caracteristicas individuais, género, faixa etdria,

habito de fumar e higiene bucal.
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A técnica de cultura bacteriana tem sido um método cldssico para a
identificacdo de microrganismos envolvidos na doenga periodontal. Ressalta-se o fato
de que esta técnica € vantajosa pelo fato de permitir a determinacdo de antibiogramas.
Por outro lado, considera-se uma desvantagem da técnica o fato de se cultivar apenas
alguns tipos de periodontopatégenos além de que estes microrganismos necessitam estar
vidveis para seu crescimento em meio especifico. Esta técnica mostra-se ainda
dispendiosa e necessita-se de muito tempo para a sua operagdo. Ja os ensaios
enzimaticos representam uma técnica de rdpida execugdo, pouco dispendiosa que
detecta grupos bacterianos através de informagdes referentes aos perfis enzimaticos dos
microrganismos, todavia esta técnica se limita apenas a poucos microrganismos
associados a doenga periodontal (CORTELLI ez al. 2000).

Desde 1990, o teste da reacdo em cadeia da polimerase tem sido usado em
larga escala e com grande sucesso na identificagdo de periodontopatégenos presentes no
biofilme subgengival. Esta técnica baseia-se na andlise dos dcidos nucléicos, sendo
considerado o mais sensivel dos testes microbioldgicos. Nesta técnica selecionam-se
dois primers numa regido do DNA a ser amplificada. O DNA bacteriano desnaturado
hibridiza-se com os primers que regulam a extensdo do mesmo, originando seqii€éncias
de DNA idénticas ao segmento padrao (CORTELLI et al. 2000). Por causa da qualidade
desta técnica e em funcdo das condicdes de coleta, armazenamento e posterior
processamento optou-se neste estudo, pela utilizacdo da reacdo em cadeia da
polimerase.

No presente estudo observou-se que, independente do local de coleta, no total de
individuos avaliados, C. rectus apresentou a maior prevaléncia (97%) entre os
periodontopatogenos  pesquisados, seguido por 7. forsythia (90%) e A.
actinomycetemcomitans (90%), E. corrodens (80%) e finalmente P. gingivalis (37%)
(Figura 1). Nos estudos de Slots, Ashimoto e Flynn, (1995) T. forsythia apresentou a
maior prevaléncia (91,4%), entre os periodontopatégenos pesquisados, seguido por C.
rectus a prevaléncia de (66%) e E. corrodens (66,3%), P. gingivalis (63,4%) e A.
actinomycetemcomitans (52,8%), diferentes dos nossos achados. J4 os estudos de
Colombo et al. em 2002, estudando amostras de biofilme subgengival com técnica de
checkerboard DNA-DNA hybridization de individuos com doenca periodontal e
saudaveis encontraram uma prevaléncia de P. gingivalis (58% e 20%), C. rectus (52%
e 28%), T. forsythia (56% e 10%), E. corrodens (52% e 38%) e A.

actinomycetemcomitans (41% e 25%) respectivamente. Ja Avila-Campos e Veldsques-



45

Melendez em 2002 estudando biofilme subgengival usando as técnicas de cultura e PCR
com individuos com saide e doenga periodontal, encontraram uma prevaléncia com
PCR de A. actinomycetemcomitans (710% e 90%), P. gingivalis (66% e 78%), T.
forsythia (30% e 82%), E. corrodens (50% e 80%), C. rectus (48% e 80%)
respectivamente. Enquanto Fujise et al. em 2002, estudando biofilme subgengival
usando a técnica de PCR constataram 8,7% para T. forsythia em individuos com doenca
periodontal e saudaveis 30% e uma freqiiéncia alta para a combinacdo de P. gingivalis e
T. forsythia 32,4% (saudaveis) e 74% (doenca periodontal). Diferencas entre estes
estudos podem ser devido a populacdo estudada e tipo de técnica utilizada.

Klein e Gongalves (2003) avaliaram a prevaléncia de T. forsythia e P. gingivalis
em amostra de biofilme subgengival utilizando PCR. Prevaléncia de 70% para T.
forsythia e 40% para P. gingivalis em individuos com periodontite com profundidade de
bolsas <a 5Smm. Os resultados indicaram uma possivel associagdo entre doenca
periodontal e T. forsythia e/ou P. gingivalis. Ja em nossos estudos encontramos uma
grande quantidade de bactérias no sulco, mucosa e lingua, sendo a P. gingivalis, com
menos prevaléncia, mas estatisticamente significante para a doenga periodontal.

C. rectus (Figura 5) e A. actinomycetemcomitans (Figura 8) apresentaram maior
prevaléncia na mucosa em comparagao ao sulco e a lingua. Para T. forsythia (Figura 6),
e P. gingivalis (Figura 9) a maior prevaléncia foi observada no sulco. Para E. corrodens
(Figura 7) a maior prevaléncia foi observada no sulco e lingua.

Podemos observar, na Figura 5, uma diferenca estatisticamente significativa para
C. rectus que esteve mais presente na mucosa que no sulco e lingua. Isto significa que o
sitio de colonizacdo preferencial deste patégeno ndo foi o intra-sulcular, assim, se
estudos avaliarem a presenga de C. rectus apenas no sulco estes dados subestimaram sua
real prevaléncia bucal.

Podemos observar, na Figura 6, uma diferenga estatisticamente significativa
para T. forsythia que estd mais presente no sulco que na lingua e mucosa. Entdo quando
for necessdrio coletar amostras para pesquisar esta bactéria pode-se fazé-la somente do
sulco gengival, onde ela estd mais presente segundo nossos achados.

Observamos na Figura 7, que a bactéria E. corrodens estd mais presente no
sulco e lingua que na mucosa — uma diferenca estatisticamente significativa —
indicando que amostras para pesquisa desta bactéria poderiam ser coletadas tanto da
regido do sulco gengival quanto da lingua, pois neste estudo ela foi encontrada em

maior quantidade nestas duas regides.
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Encontramos, na Figura 8, uma diferenca estatisticamente significativa que a
bactéria A. actinomycetemcomitans esta mais presente na mucosa que na lingua e sulco.
Para pesquisar o A. actinomycetemcomitans pode-se coletar amostra somente da
mucosa, onde foi encontrado com mais freqiiéncia neste estudo.

Podemos observar, na Figura 9, que a bactéria P. gingivalis estd mais presente
no sulco que na mucosa e lingua — uma diferencga estatisticamente significativa. Para
estudar a bactéria P. gingivali,s as amostras deverdo ser coletadas do sulco gengival,
onde foi mais presente neste estudo

Neste estudo foi realizada também uma avaliagdo da prevaléncia de deteccao,
independente do patégeno, em funcdo do local da coleta. Foi observada maior
prevaléncia de deteccdo no sulco em comparacdo com a mucosa € lingua (Figura 10).

Na populacido de adultos jovens de Andpolis, quando se avaliou o ndimero de
periodontopatégenos simultaneos por individuo contatou-se uma maior freqiiéncia de 4
periodontopatégenos, seguido por 5 patégenos, e posteriormente por trés, dois, zero e
um periodontopatégenos (Figura 11). Isto significa que na populagdo estudada, quando
o individuo mostrou-se positivo para 0s microrganismos, estes estiveram sinergicamente
presentes o que potencializaria sua acdo de degradagdo tecidual levando a uma maior
possibilidade de destruicao periodontal. Assim, a deteccdo de um grande nimero de
bactérias nos individuos participantes deste estudo indica um risco para desenvolver a
doenca periodontal no futuro. Por isto medidas terapéuticas devem ser tomadas para a
manutengdo da saude periodontal, por parte da Secretaria de Satide do Municipio ou
pelas entidades relacionadas com a saide bucal, mais especificamente com atengao a
saude periodontal.

Os parametros periodontais (presenca de biofilme dental, indice gengival,
avaliacdo de profundidade de bolsa e nivel clinico de inser¢do) ndo foram concordantes
com os numeros de bactérias encontradas, significando que, apesar da deteccdo
microbiana, os parametros aqui utilizados falharam nesta associagcao. Todavia, vale aqui
ressaltar que parametros clinicos periodontais refletem uma condi¢do de sinais clinicos
da doenga, enquanto os parametros microbianos podem antecipar-se aos sinais clinicos
mostrando um perfil microbiano ainda numa fase considerada subclinica da doenca.

A prevaléncia dos periodontopatégenos foi ainda avaliada em fun¢do do género
(Figura 12), hdbito de fumar (Figura 13), faixa etdria (Figura 14) e nivel clinico de

inser¢dao NCI dos individuos (Figura 15).
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Género (Figura 12) e hdbito de fumar (Figura 13) ndo apresentaram interferéncia
na prevaléncia de nenhum dos periodontopatégenos avaliados. Porém, a faixa etéria
(Figura 14) interferiu na prevaléncia de P. gingivalis, em que os individuos com idade
acima de 37 anos apresentaram maior prevaléncia de P. gingivalis. Portanto ter mais
idade significou risco maior para a presenca de P. gingivalis. Concordando com 0s
nossos resultados estdo varios autores onde associaram microrganismos especificos com
locais de perda de insercdo clinica e com o aumento da idade. A prevaléncia, gravidade
da periodontite e perda do nivel de inser¢do estavam diretamente proporcionais a idade
(FLORES-DE-JACOBY et al. 1991; LISTGARTEN, LAI E YOUNG,1993;
OPPERMANN; SILVA; BASSANI, 2000; ALBANDAR, 2002; SUSIN et al. 2004).

Socransky et al. (1988), Zambom (1996) e Gmiir, Strub e Guggenheim em 1989
concluiram que perda do nivel de inser¢do aumenta chances de detectar P. gingivalis e
T. forsythia.

Para associacdo entre o nivel clinico de inserc¢do, que reflete a histéria pregressa
da doenca e a prevaléncia dos periodontopatégenos, os individuos foram divididos em
dois grupos. O primeiro foi composto pelos 15 individuos com menores médias
(1,89mm) de perda de insercdo clinica. O segundo grupo, composto por 15 individuos
com as maiores médias (3,35mm) de perda de inser¢do clinica. A comparacdao da
prevaléncia dos patdégenos periodontais entre os dois grupos mostrou maior prevaléncia
de P. gingivalis no grupo com maior média de perda de insercdo clinica. Os demais
patégenos ndo mostraram diferenca estatisticamente significante para essa avaliacio
(Figura 15). Discordantes deste estudo estdao Takamatsu et al., (1999) em que a bactéria
mais prevalente foi 7. forsythia usando a técnica do PCR. Avila-Campos; Veldsques-
Meléndez (2002) encontraram uma prevaléncia de P. gingivalis de 66% em individuos
saudaveis € 78% em individuos com doenga periodontal, € uma prevaléncia de 30% e
90% respectivamente para 7. forsythia. Fujise et al., (2002) encontraram maior
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans. Klein e Gongalves (2003) encontraram mais
prevaléncia de T. forsythia (100%) que de P. gingivalis (90%) em individuos com
bolsas maiores que cinco mm. Estes dados prevalentes encontrados diferiram daqueles
obtidos na nossa populagdo, mostrando que o perfil microbiano populacional difere de
acordo com a populagdo alvo e metodologia empregada.

Colombo et al. (2002) encontraram prevaléncia de bactérias em pacientes com
doenca periodontal e satde periodontal para P. gingivalis 58% e menos que 20% , para

C. rectus 52% e 28%, para T. forsythia 56% e 10%, para E. corrodens 52% e 38% e
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para A. actinomycetemcomitans 40% e 22% respectivamente. E de todas as bactérias
pesquisadas, um pequeno nimero fortemente relacionado com sinais clinicos de doenga

periodontal T. forsythia e P. gingivalis.



7 Conclusoes

De acordo com os seguintes resultados

v’ Auséncia de associa¢do entre parimetros clinicos e género.

<\

Maior PIC em relagdo ao fator idade e habito de fumar.

v’ Prevaléncia bacteriana C. rectus (97%), T. forsythia € A. actinomycetemcomitans
(90%) E. corrodens (80%), e P. gingivalis (37%).

v" Maior prevaléncia de C. rectus € A. actinomycetemcomitans na mucosa em

relacdo ao sulco e lingua,

v Maior prevaléncia de E. corrodens T. forsythia e P. gingivalis no sulco.

\

Maior prevaléncia de E. corrodens na lingua que na mucosa.

v’ P.gingivalis mais prevalente em relagéo ao fator idade e PIC.

Podemos concluir que o nimero de bactérias presentes foi elevado existindo associa¢ao
entre P. gingivalis com o fator idade e perda de inser¢do clinica. Nao houve distribui¢do

uniforme entre os patégenos e o local da coleta.
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APENDICE
APENDICE A - Esclarecimento aos pacientes

Esclarecimento aos participantes da pesquisa

Neste estudo iremos pesquisar bactérias dentro da gengiva, para isto, iremos
colocar cones de papel dentro da gengiva e esperar por um minuto € passaremos um
cotonetes na lingua e bochecha. Depois vamos pesquisar quais bactéria estariam
presentes tanto na gengiva quanto na lingua e bochecha e com isso iremos verificar
quais bactérias estariam provocando a doenca periodontal.

A doenca periodontal € uma inflamagdo da gengiva causada por bactérias, que quando
ndo tratada pode evoluir e provocar a perda de osso em volta dos dentes deixando-os
moles necessitando de extrai-los.

Cada participante serd identificado por nimero, assim a sua identidade
serd preservada.

Agradeco sua participagao.

Paulo César Tavares — Pesquisador



APENDICE B- Termo de consentimento para individuos em estudos experimentais

Titulo: Avaliacdo de periodontopatégenos em amostra de conveniéncia de jovens
adultos da cidade de Andpolis — Go.

Pesquisador principal: Paulo César Tavares

Descrigdo: Estou ciente de que os exames microbioldgicos colhidos serdo usados para
pesquisar a presenca de 5 bactérias considerados causadores da doenga periodontal. O
objetivo deste estudo sera de avaliar a presenga de bactérias (Actinobacillus
actinomycetemcomitans Campilobacter rectus, Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis e Eikenella corrodens). Este estudo promoverd o conhecimento das bactérias
que causam a doenca periodontal bem como o perfil periodontal dos individuos
participantes e as necessidades terapéuticas para promogao da satide.

Tempo envolvido e beneficio: estou ciente que nenhum tempo adicional me serd
requisitado por eu participar de tal estudo.

Outras informagdes:

*##%(0s individuos incluidos neste estudo responderdo a um questiondrio de anamnese
(histéria médico-odontoldgica, habitos, comportamentos e caracteristicas demograficas)
e apds este procedimento serdo submetidos a exames odontoldgicos, feito por um
examinador (Cirurgido Dentista responsdvel pelo estudo). Os individuos serdo
encaminhados para tratamento odontoldgico de que necessitam (periodontia, dentistica
restauradora, endodontia, patologia oral, implantodontia, cirurgia buco-maxilo, prétese
dental, ortodontia). Participa¢do € inteiramente voluntdria e vocé poderd retirar-se da
participacao a qualquer hora, sem afetar, de maneira alguma, o curso de seu tratamento.
Sua identidade serd mantida confidencial. Responderemos a quaisquer perguntas que
vOc€ possa ter.

Custo e pagamentos:
*#%% As necessidades de cada individuo serdo cobradas pela ABO-GO de Andpolis por
cada procedimento realizado desde que queira fazer o tratamento.

Sigilo: estou ciente de que qualquer informagao a meu respeito obtida na pesquisa sera
confidencial. Estou ciente de que os dados da pesquisa, podem ser intimados com
mandato judicial. Foi me explicado que minha identidade ndo serd revelada em qualquer
descricd@o ou publicacdo desta pesquisa.

Direito de se retirar da pesquisa: estou ciente de que posso me recusar a participar neste
estudo e que a minha decisdao ndo afetard negativamente o atendimento a ser recebido
por esta instituicdo ou causar perda de beneficios aos quais, de outra forma, teria direito.

Indenizagdo e danos: estou ciente de que no caso de danos fisicos ou doenga resultantes
deste procedimento ndo haverd indenizacdo em dinheiro, mas qualquer emergéncia que
possa ser necessario me serdo dados. Eu posso chamar o pesquisador para obter
informacdes sobre o tratamento se isto for necessario.

Consentimento voluntario: Eu certifico que 1i 0o acima exposto ou que o mesmo tenha
sido lido para mim e compreendo o seu contetido. Quaisquer dividas que eu tenha
pertinentes a pesquisa serdo respondidas por um dos pesquisadores mencionados acima.
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Quaisquer perguntas que eu tenha com relacio a meus direitos como individuo
pesquisado, serdo respondidas. Uma cépia deste documento me serd entregue. Minha
assinatura abaixo significa que eu concordei em participar nesse estudo experimental.

Data [/ __/

Assinatura do paciente

Testemunha

Eu declaro que expliquei ao acima mencionado a natureza e finalidade , beneficios
potenciais e possiveis riscos associados a participacdo neste estudo. Eu respondi a todas
as perguntas que me foram feitas e testemunhei a assinaturas acima.

Data-  _/_ _/

Assinatura do pesquisador

Para menores de idade. Eu

também li o acima

exposto e concordo a participagao de meu filho(a).

Data _ _/ _ _/

Assinatura do responsavel

testemunha



APENDICE C - Ficha de anamnese

Numero do Prontuéario:

Datadoexame: /[

Nome:

Centro:

Género: () feminino () masculino

Cor: () Branca () Preta () Pardo () Indigena ( ) Amarelo

Idade (em anos):

Data de nascimento: __ / /

Estado civil: () solteiro(a) () casado(a) () vidvo(a) () separado(a)
() divorciado(a) () vive com parceiro(a)

Naturalidade (estado aonde

nasceu):

Local de residéncia: ( ) zona urbana () zona rural

Local de trabalho: () zona urbana ( ) zona rural ( ) ndo trabalha

Bairro:

CEP:

Estado:

Municipio:

Profissao:

Educagao: () Primeiro grau incompleto ( ) Primeiro grau completo () Segundo grau
incompleto
() Segundo grau completo ( ) Superior incompleto ( ) Superior completo ()
Pés- graduacao
Emprego atual: () Trabalhador(a) com carteira assinada ( ) Trabalhador(a) sem carteira
assinada
() Trabalhador(a) autdbnomo ou dona de casa ( ) Estudante ()
Desempregado
() Aposentado(a) () outro
Renda familiar: () Menos que 1 saldrio minimo () 1 a 5 salarios minimos
() 5 a 10 salarios-minimos ( ) > 10 salarios-minimos




HISTORIA ODONTOLOGICA
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Visita regularmente o dentista?

Freqiiéncia

Data da dltima visita

Esta satisfeito(a) com a saide bucal em geral?
Esta satisfeito com a aparéncia dos seus dentes?
Acha que seus dentes estdo afetando a sua satide de
alguma forma?

Tem problemas de alimentagdo devido a problemas
dentdrios?

Sofre de sinusite?

Respira pela boca?

Ouve ou sente algum ruido quando mastiga?
Sente dor em alguma parte da boca ou dente
quando mastiga?

Algum dente d6i com o frio, calor ou doce?
Quando come fica com alimento preso entre 0s
dentes?

Tem dentes abalados (moles)?

Algum dente mudou de lugar?

Sente gosto desagraddvel na boca?

Sente a gengiva irritada, inchada ou dolorida?
Sua gengiva sangra freqiientemente?

Escova os dentes com regularidade?

Quantas vezes por dia?
Tipo de escova?

Usa fio ou fita dental?

Freqiiéncia:
Faz bochecho com anti-séptico?

Ja fez ou faz uso de fldor?

Freqiiéncia
Ja fez tratamento periodontal?

() Sim

() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim
() Sim

() Sim

( YMacia

() Sim

() Sim

() Sim

() Sim

() Nao

() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao
() Nao

() Nao

( )Média

() Nao

() Nao

() Nao

() Nao

() Nao
sei

() Nao
sei
() Nao
sel
() Nao
sei
() Nao
sel
() Nao
sei
() Nao
sei
() Nao
sel
() Nao
sel
() Nao
sel
() Nao
sel
() Nao
sei
() Nao
sei
() Nao
sel
() Nao
sel
() Nao
sei
() Nao
sei

()Dura

() Nao
sei

() Nao
sei
() Nao
sei

() Nao
sel
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H4é quanto tempo?

Ja fez cirurgia periodontal (‘“cirurgia de gengiva”)? () Sim () Nao () Nao
sei

Ja fez tratamento endodontico (canal) () Sim () Nao () Nao

anteriormente? sei

Ja fez tratamento protético anteriormente? () Sim () Nao () Nao
sei

Ja se submeteu a cirurgia bucal? () Sim () Nao () Nao
sei

Ja fez tratamento de implante dentario? () Sim () Nao () Nao
sei

Sangra de maneira exagerada quando se corta ou () Sim () Nao () Nao

extrai dentes? sei

HISTORIA MEDICA

Sofre de alguma doenca? () Sim () Nao () Nao sei

Qual?

H4 quanto tempo?

Esta tomando algum medicamento sem orientacdo () Sim () Nao () Nao sei

médica?

Nome comercial

H4 quanto tempo?

Quando foi ao médico pela dltima vez?

Alguma altera¢do em sua saide de um modo () Sim () Nao () Nao sei

geral?

Mudanca de peso nos dltimos meses? () Sim () Nao () Nao sei

Padeceu de alguma doencga grave anteriormente? () Sim () Nao () Nao sei

Qual?

Hé quanto tempo?

Ja esteve hospitalizado(a)? () Sim () Nao () Nao sei

E portador de doenca cardiovascular? () Sim () Nao () Nao sei

Qual?

Ja teve hepatite? () Sim () Nao () Nao sei

Qual tipo? O)A ()B ()C

Ja teve febre reumaética? () Sim () Nao () Nao sei

Ja teve endocardite infecciosa? () Sim () Nao () Nao sei

Tem dificuldade de respirar quando deitado? () Sim () Nao () Nao sei

Sua pressao é normal? () Sim () Nao () Nao sei

Pressao arterial no momento do exame: Sistélica_  Diastdlica_

Fez exame de colesterol alguma vez? () Sim () Nao () Nao sei

Ja fez exame para diabetes alguma vez? () Sim () Nao () Nao sei

Qual o resultado? ()Positivo  ()Negativo () Nao sei

Sente sensa¢do de boca seca freqiientemente? () Sim () Nao () Nao sei

Tem problemas de infecc¢des repetidas? () Sim () Nao () Nao sei

Tem ou teve alergia a algum medicamento, () Sim () Nao () Nao sei

alimento ou substancia?

Qual?

Toma(ou) algum medicamento com prescri¢ao () Sim () Nao () Nao sei
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médica?

Qual?

Sofre de asma ou bronquite?

Teve alguma doenca venérea?

Qual?

H4 quanto tempo?

Ja fez exame para o diagndstico de AIDS?
Fez tratamento de tumor na regido da cabeca ou
pescoco?

Quanto tempo?

Ja teve pneumonia?

Tem problema de Tiredide?

Qual?

Ja foi diagnosticado(a) com osteoporose?
Tem ou teve o hédbito de fumar?

Tipo de fumo?
Tempo de fumo (em anos)?

Quantidade de cigarros por dia (em nimero de
cigarros)?

Se ex-fumante, hd quanto tempo deixou de fumar

(em meses ou anos)

Se, fuma atualmente, pretende parar?
Toma(ou) medicamento para depressao?
Quanto tempo? (em meses)

Toma(ou) medicamento para controlar
nervosismo ou ansiedade?
Quanto tempo? (em meses)

Faz uso de bebida alcodlica?

Qual produto bebe(ia) com mais freqii€ncia?
Quantidade por semana?

Ja fez uso de drogas/entorpecentes?

Tipo?

Tempo de uso?

() Sim

() Sim

() Sim
() Sim

() Sim
() Sim

() Sim

)
Atual

() Sim
() Sim

() Sim

() Atual

() Atual

() Nao
() Nao

() Nao
() Nao

() Nao
() Nao
() Nao

( )Ex-
fumante

() Nao
() Nao
() Atual
() Nao
() Atual

() Prévio

() Prévio

() Nao sei
() Nao sei

() Nao sei
() Nao sei

() Nao sei
() Nao sei
() Nao sei

() Nunca
fumou

() Nao fumo
() Nao sei
() Prévio
() Nao sei

() Prévio

() Nunca

() Nunca
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SAUDE DA MULHER
Toma anticoncepcional? () Sim () Nao () Nao sei
Estd gravida? () Sim () Nao () Nao sei
De quantos meses?
Ja esteve gravida antes? () Sim () Nao () Nao sei
Quantas vezes?
Quantos filhos tem?
Ja teve filhos de parto prematuro? () Sim () Nao () Nao sei
Sabe o motivo?
Ja teve filhos com baixo peso ao () Sim () Nao () Nao sei
nascer?
Qual o peso?
Estd na menopausa?
Ja passou da menopausa? () Sim () Nao () Nao sei
Faz reposicao hormonal? () Sim () Nao () Nao sei

OBSERVACOES:




APENDICE D - Ficha para exame dentario e periodontal do paciente

Nuamero do Prontuario:

INDICE CPOD

(C — CARIADO; P — PERDIDO; O — OBTURADO; D — DENTE HIGIDO)

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23
24 25 26 27 28
48 47 46 45 44 43 42 41 31 32 33

34 35 36 37 38

INDICE DE BIOFILME: (0 = AUSENCIA; 1 = PRESENCA)

DENTE DENTE
PRIMARIO SECUNDARIO \ MV

16 17

14 15

11 21

22 12

24 25

26 27

36 37

34 35

31 41

42 32

44 45

46 47




Nuamero do Prontuario:

EXAME PERIODONTAL:

PS - PROFUNDIDADE DE SONDAGEM
NI - NIVEL DE INSERCAO
SS - SANGRAMENTO A SONDAGEM (0

PRESENCA)

AUSENCIA; 1
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DENTE
PRIMARIO

DENTE
SECUNDARIO

Indice

DV

\Y%

MV

DL

ML

16

17

oS

NI

SS

14

15

oS

NI

SS

11

21

oS

NI

SS

22

12

oS

NI

SS

24

25

oS

NI

SS

26

27

oS

NI

SS

36

37

oS

NI

SS

34

35

oS

NI

SS

31

41

oS

NI

SS

42

32

oS

NI

SS

44

45

oS

NI

SS

46

47

oS

NI

SS




Nuamero do Prontuario:

OBSERVACOES:

TRATAMENTO NESCESSARIO:

O
O

©C 0 O O O O O O O

PERIODONTIA

DENTISTICA RESTAURADORA

ENDODONTIA

PATOLOGIA ORAL

IMPLANTODONTIA

CIRURGIA BUCO-MAXILO

PROTESE FIXA

PROTESE REMOVIVEL

PROTESE TOTAL

ODONTOPEDIATRIA

ORTODONTIA
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ANEXO

ANEXO A - Cépia da aprovagio do protocolo de pesquisa pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade de Taubaté.

= 3 2 5

& Universidade de Taubaté Reitoria

l— Autarquia Municipal de Regime Especial Rua 4 de Margo, 432 Centro Taubaté-SP 12020-270

E Recanhecida pelo Dec. Fed. N° 78.924/76 tel.: (12) 225.4100 fax: (12) 232.7660 www.unitaubr reitoria@unitau.br
Recredenciada pela portaria CEE/GP n® 30/03

= CNPJ 45.176.153/0001-22 PRPPG - Pro-reitoria de Pesquisa e Pés-graduacéo

Comité de Etica em Pesquisa
Rua Visconde do Rio Branco, 210 Centro Taubaté-SP 12020-040
tel. (12)225.4217 2254143 fax: (12)232 2947 edwiges@unitau br

DECLARACAO

UNITAU n® 145/05 (Bsse numero de registo deverd sei citado pelo pesquisador nas

Protocoio
correspondéncias referentes a este projeto)

Projeto de Pesquisa: Avaliacdo de periodontopatdgenos em amostra de conveniéncia de
Jovens e adultos da cidade de Andpolis-GO ‘
Pesquisador(a) Responsavel: Paulo César Tavares
Apresentar relatorio final ao término da pesquisa: 31/01/2006

O Comité de Etica em Pesquisa, em reunifio de 01/07/2005 e no uso das
competéncias definidas na Resolugdo CNS/MS 196/96, considerou o Projeto acima

aprovado, apds atendimento as pendéncias.

Taubaté, 01 de agosto de 2005

/ ‘—4,; =) ,/i
J/%/\_{—%,‘__gu L/,/ 2 fvﬁ/tc‘v ‘;_//( ~ agh;g;ﬁ

/ 5 = e g : 5
! Profa. Dra. Marfa Julia Ferreira Xavier Ribeiro
Coordenadora do Comité deFica em Pesquisa da Universidade de Taubuté

CEPIUNITAU
EIM/A98/05



Autorizo cépia total ou parcial desta obra,
apenas para fins de estudo e pesquisa,
sendo expressamente vedado qualquer tipo
de reproducdo para fins comerciais sem

prévia autorizacao especifica do autor.

Paulo César Tavares

Taubaté — SP, Janeiro 2006.



