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Orzechowski PR. Existe uma associagdo entre a colonizagdo de patégenos
periodontais e a frequéncia de sorotipos especificos de aggregatibacter
actinomycetemcomitans? [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté: Universidade de
Taubaté, Departamento de Odontologia; 2012, 56p.

RESUMO

Aggregatibacter actinomycetemcomitans € uma bactéria do tipo cocobacilo
anaerobia facultativa gram-negativa que coloniza a cavidade oral humana. Levando
em consideragdo as associagdes bacterianas encontradas no biofilme dentario,
estudos prévios tém sugerido que a ocorréncia de sorotipos especificos de A.
actinomycetemcomitans pode estar relacionada a ocorréncia de outros micro-
organismos orais. Curiosamente, as relacées entre essas espécies de bactérias
parecem sofrer influéncia de aspectos geograficos e étnicos. Objetivo: Este estudo
tem como objetivo avaliar a frequéncia de sorotipo-especificos de A.
Actinomycetemcomitans e suas associagdes com Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Campilobacter rectus em individuos
brasileiros. Materiais e Métodos: Um extenso grupo de individuos (n=1320) teve
sua condicao periodontal determinada e foram selecionados pela presenca
subgengival de algum sorotipo de A. actinomycetemcomitans. Sendo assim, um total
de 263 individuos positivos para os sorotipos A, B, C e E foram considerados nessa
pesquisa. Posteriormente, nesse mesmo grupo de individuos positivos, foram
avaliadas, por PCR, a presenca de P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e C.
rectus nas bolsas periodontais. Resultados: Dos 263 individuos investigados, o
sorotipo A de A. actinomycetemcomitans foi detectado em 28,5% dos casos, o
sorotipo B em 15,97%, o sorotipo C em 51,71% e o sorotipo E em 3,80% dos
individuos. A frequéncia do sorotipo A de A. actinomycetencomitans foi
significativamente maior em individuos positivos para C. rectus do que em individuos
positivos para P. gingivalis, P. intermedia ou T. forsythia. Além disso, a frequéncia de
sorotipos B e C foi significativamente maior tanto em individuos positivos para C.
rectus quanto em T. forsythia quando comparados a individuos positivos para P.
gingivalis e P. intermedia. Entretanto, a frequéncia do sorotipo E n&o foi associada
com a presenca de nenhum dos periodontopatégenos investigados. Conclusao:
Observamos uma associacdo positiva entre o sorotipo A de A
actinomycetemcomitans com C. rectus e entre o sorotipo B e C com C. rectus e T.
forsythia.

Palavras-Chave: DNA bacteriano; Biofilmes; Microbiologia; Actinobacillus
actinomycetemcomitans; Periodontite.



Orzechowski PR. Is there an association between periodontal pathogens colonization
and the frequency of some specific serotype of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans? [Dissertacdo de mestrado]. Taubaté: Universidade de
Taubaté, Departamento de Odontologia; 2012, 56p.

ABSTRACT

Aggregatibacter actinomycetemcomitans is a gram-negative, facultative anaerobic
coccobacillus bacterium that colonizes the human oral cavity. Regarding the bacterial
consortium found into biofilms, previous studies have suggested that the occurrence
of particular serotypes of A. actinomycetemcomitans may be related to other oral
microorganisms. Interestingly, the relations among these bacterial species seem to
be under influence of geographic and ethnical aspects. Objective: This study aimed
to evaluate the frequency of A. actinomycetemcomitans serotype-specific antigens
and its association with Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythia and Campilobacter rectus in Brazilian subjects. Method: A wide group of
subjects (n=1320) had their periodontal status determined and were screened for the
subgingival presence of A. actinomycetemcomitans serotypes. Then, a total of 263
individuals A. actinomycetemcomitans positive for serotypes A, B, C and E were
considered in this survey. Subsequently, in this same group of positive subjects, the
presence of P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia and C. rectus from periodontal
pockets were also evaluated by PCR. Result: Out of 263 subjects investigated, A.
actinomycetemcomitans serotype A was detected in 28.5% subjects; serotype B in
15.97%; serotype C in 51.71% and serotype E in 3.80% subjects. The frequency of
serotype A of A. actinomycetemcomitans was significantly higher in C. rectus positive
subjects than in P. gingivalis, P. intermedia or T. forsythia positive subjects.
Additionally, the frequency of serotypes B and C were significantly higher in both C.
rectus and T. forsythia positive subjects in comparison to P. gingivalis and P.
intermedia positive subjects. Meanwhile, the frequency of serotype E was not
associated with the presence of the other periodontal pathogens investigated.
Conclusion: We  observed a  positive association between A.
actinomycetemcomitans serotypes A with C. rectus and between B and C serotypes
with C. rectus and T. forsythia.

Keywords: Bacterial DNA; Biofilms; Microbiology; Actinobacillus
actinomycetemcomitans; Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma das mais frequentes patologias infecciosas que atingem
o ser humano. Afeta os tecidos de suporte e sustentagao dos dentes. Apesar de sua
origem multifatorial, essa patologia é dependente de colonizacdo bacteriana
especifica (periodontopatdogenos), que ocorre na forma de biofilme dentario
(American Academy of Periodontology, 2001).

Algumas espécies bacterianas se destacam pela sua relagcdo com a doenca
periodontal, entre elas Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella
intermedia, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Campilobacter rectus,
Eikenella corrodens e Treponema denticola. Nem todas estédo presentes em todos os
casos de periodontite, porém, sua prevaléncia nessa condicdo é normalmente
elevada (Socransky et al., 2002).

Um importante periodontopatégeno, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
divide-se pela sua toxicidade (maxima e minima) e seus sorotipos (A, B, C,D, E,F e
G). Esses diferentes sorotipos manifestam-se com maior intensidade geralmente em
conformidade com a situacdo clinica, como o sorotipo A em casos de saude
periodontal, o tipo B em casos de periodontite agressiva e o tipo C em casos de
periodontite  crénica. A presenga dos diferentes sorotipos de A
actinomycetemcomitans parece sofrer influéncia direta de algumas bactérias
comumente encontradas no sulco periodontal (Socransky & Haffajee, 1992).

A ocorréncia concomitante de diferentes patégenos periodontais ja foi
amplamente demonstrada por varios estudos (Papapanou et al., 1997;

Nonnenmacher et al., 2001; Takeuchi et al., 2001; Ximenez-Fyvie et al., 2006;
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Joshi & Vandana, 2007; Feng et al., 2009) e, além disso, este parece ser um evento
relativamente comum (Socransky et al., 1988). Todavia, estudos publicados no inicio
da década de 90 sinalizaram que, em particular, a ocorréncia simultdnea de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis seria um evento pouco frequente (Ali et al.,
1992; Riggio et al., 1996). Porém, ha diferencas entre populacdes e na distribuicao
geografica, sendo que a frequéncia de A. actinomycetemcomitans sorotipo C pode
ser maior em individuos P. gingivalis positivos quando comparados aos individuos P.
gingivalis negativos, assim como A. actinomycetemcomitans sorotipo E foi detectado
mais frequentemente em individuos P. gingivalis negativos em estudo incluindo uma

amostragem de populagao asiatica (Yoshida et al., 2003).

Logo, justifica-se a realizagao deste estudo para verificar se realmente existe
relacdo entre as espécies P. intermedia, P. gingivalis, T. forsythia e C. rectus,

modulando a expressdo dos sorotipos de A. actinomycetemcomitans.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal € uma patologia que acomete os tecidos de suporte dos
dentes, caracterizando-se por inflamacéo gengival, perda de insercdo conjuntiva,
reabsorcéo 6ssea alveolar e formagéo de bolsa periodontal, além de ser dependente
da participagdo de bactérias periodontopatogénicas (AAP, 1999). Dentre os
principais patégenos periodontais, podemos destacar A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, T. forsythia, C. rectus, E. corrodens, P. intermedia e T. denticola,
(Socransky et al., 1998). Alem desses, ha outros microorganismos que fazem parte
da microbiota bucal e ndo sao detectados pelos exames atualmente disponiveis,
caracterizando um grupo de bactérias “ainda nio cultivadas”, ja que ainda nédo ha
métodos para promover seu crescimento em laboratério (Colombo et al., 2009). Os
microorganismos podem fazer parte do agrupamento de bactérias que provocam a
doenca periodontal e essa tera maior ou menor grau de agressividade conforme a
interacdo entre elas, pois desenvolvem uma relacdo de competicdo ou mutualismo
entre si, facilitando ou dificultando suas proliferacdes (Lopez et al., 2011). As formas
agressivas e cronicas da periodontite ndo sdo causadas por apenas um tipo de
bactéria. Sdo encontradas com frequéncia bactérias  potencialmente
periodontopatogénicas, tais como: A. actinomycetemcomitans, C. rectus e E.
corrodens em individuos com saude periodontal e que ndo desenvolvem tal doenca

comprovando que tais microorganismos podem fazer parte da flora microbiana
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normal do individuo (Armitage, 2010). Tais bactérias exercem e sofrem influéncia
umas em relagdo as outras. A influéncia de bactérias sobre a colonizacao de A.
actinomycetemcomitans foi demonstrada em estudo envolvendo diferentes
microorganismos, no qual os pesquisadores analisaram diferentes bactérias juntas e
isoladamente e compararam os resultados. Perceberam que Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius e Streptococcus sanguinis interferiram no crescimento, na
aderéncia as células epiteliais e na multiplicagdo de A. actinomycetemcomitans
impedindo seu desenvolvimento, demonstrando assim que essa bactéria pode sofrer
uma influéncia significativa de outros patégenos no ambiente bucal (Teughels et al.,
2007). Essas interacOes entre si e sobre o organismo ocorrem pela acao de fatores
de viruléncia liberados pelas bactérias, tais como a inibicdo da quimiotaxia de
neutrofilos polimorfonucleares (PMN), a morte de mondcitos e PMNs, a liberacéo de
proteases capazes de clivar a imunoglobulina G (IgG) e a producao de proteinas de
ligacdo. Além disso, algumas bactérias como a A. actinomycetemcomitans possuem
componentes de superficie capazes de promover a destruicdo éssea (Wilson &
Henderson, 1995). A interacdo de fatores de viruléncia de alguns desses
periodontopatégenos (como polissacarideos de membrana e capsulas bacterianas
que reduzem a capacidade de resposta gengival através dos seus fibroblastos), é
que ira desencadear um processo inflamatério mais exacerbado nos tecidos
periodontais, levando a maior gravidade do caso (Brunner et al., 2010). Assim, as
doencgas periodontais podem ser divididas em alguns tipos, tais como a periodontite
cronica (localizada ou generalizada) e a periodontite agressiva (localizada ou
generalizada) (Armitage, 1999). O tipo de doenga periodontal também é um fator de
definicdo quanto a prevaléncia bacteriana. Na periodontite crénica sdo encontradas

as bactérias: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia,



Revisao de Literatura 13

Capnocytophaga sputigena, E. corrodens, Prevotella disiens, Peptostreptococcus
micros, Capnocytophaga gingivalis, Prevotella corporis, Peptostreptococcus magnus
e Fusobacterium nucleatum (Salari & Kadkhoda, 2004). Em casos de periodontite
agressiva, sao comumente encontradas Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Fusobacterium sp., Peptostreptococcus micros, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema sp. (Lee et al., 2003). Nos casos de
periodontite agressiva, ha uma tendéncia de aumento na quantidade de citocinas
presentes no meio crevicular. Assim, foi demonstrado que a presenca de A.
acinomycetemcomitans e P. gingivalis em casos de periodontite agressiva, ao
contrario de casos de periodontite crénica, leva a um aumento na quantidade de
citocinas e a uma diminuicdo da quantidade de Imunoglobulina G e interleucina-10
no fluido gengival, aumentando assim a inflamagéo e a perda 6ssea ao redor dos
dentes (Casarin et al., 2010). Tais mudancas podem ajudar a elucidar a progressao

da doenca periodontal.

2.2 AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS

A. actinomycetemcomitans foi primeiramente descrito pelo microbiologista
alem&o Klinger em uma amostra de actinomicose cervicofacial, sendo denominado
Bacterium actinomycetum comitans. Apds algumas propostas de alteracdo na
nomenclatura, foi denominado Actinobacillus actinomycetemcomitans. Tal

nomenclatura foi modificada em 2006 para o atual Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans (Norskov-Lauritsen & Kilian, 2006). Trata-se de uma
bactéria anaerébia facultativa que esta associada com a periodontite em diferentes
graus, conforme demonstrado em estudo no qual os autores utilizaram 221 amostras
de placa subgengival de uma populagcdo de 171 taiwaneses acometidos por
periodontite (setenta dos quais apresentavam periodontite agressiva e 101
periodontite crbnica) e cinquenta individuos saudaveis. Utilizando ensaio de
imunofluorescéncia indireta, os autores encontraram uma prevaléncia de 84,3% de
A. actinomycetemcomitans nos individuos com periodontite agressiva (com
participacao maior do sorotipo B), 60,4% nos individuos com periodontite cronica e
64% nos individuos saudaveis (com maior participacéo do sorotipo C), comprovando
a heterogeneidade dessa bactéria na cavidade bucal (Yang et al.,, 2005). Esta
presente tanto na periodontite agressiva aguda como na periodontite crénica (Cortelli
et al., 2005; Jentsch et al., 2012). Esse microorganismo pode expressar maxima ou
minima leucotoxicidade, fator que ira determinar maior ou menor capacidade de
destruicdo tecidual (Cortelli et al., 2003; Roman-Torres et al., 2010). Tal
caracteristica estd ligada a producao de uma leucotoxina (Ltx) derivada de uma
proteina, que ajuda a bactéria a escapar da resposta imune do hospedeiro durante a
infeccdo. Essa toxina atua na membrana celular que visa especificamente as células
brancas do sangue (glébulos brancos) (Kachlany, 2010). Casarin et al. (2010)
demonstraram em estudo que a concentracdo de citocinas anti-inflamatérias e de
imunoglobulina-G é menor nos casos de periodontite agressiva quando comparados
a casos de periodontite crénica, ambas com infeccéo por A. actinomycetemcomitans.
e P. gingivalis. Também essa bactéria apresenta clones com variagdes genéticas
que possuem grande potencial de destruicdo tecidual, ta qual o clone JP2, com

incidéncia endémica em adolescentes da Africa, segundo estudos de Kilian et al.
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(2006), obtendo resultado semelhante ao de Haubek et al. (2007) e de Rylev & Kilian
(2008). Esse mesmo clone foi encontrado em estudo com populacéo brasileira por
Cortelli et al. (2003), sendo encontrada em 31% das amostras coletadas em
pacientes com periodontite agressiva, periodontite crénica e gengivite, sendo que a
sua presenca foi mais evidente em periodontite agressiva. Também foi encontrado
em individuos caucasianos morando na Suécia e com raizes naquele pais, como foi
demonstrado por Claesson et al. (2011) em estudo no qual se demonstrou a
presenga do clone JP2 em duas pessoas da mesma familia e que esses clones
apresentavam as mesmas caracteristicas dos clones JP2 da Africa. Porém, o
mesmo clone nao foi encontrado em estudo de Sakellari et al. (2011) em estudo com
amostras de individuos com periodontite ndo tratada na Grécia. Essa colonizacao
por grupos étnicos esta mais relacionada a fatores dos hospedeiros (ou seja, da
populacado) do que fatores geograficos, segundo Rylev & Kilian (2008). Ja Van der
Reijden et al. (2010) demonstraram outro tipo de clone pertencente ao género A.
actinomycetemcomitans que € denominado E’. Tal qual sua designagao indica, € um
clone do sorotipo E, porém, diferente do clone JP2, aquele se espalha globalmente.
O aparecimento desses clones com variacoes genéticas se da por mutacdes no
DNA da bactéria, que apresenta uma possibilidade de mudanga em um terco do total
de genes presentes no pangenoma que caracteriza todas as cepas desse micro-
organismo, conforme descrito por Kittichotirat et al. (2011). A.
actinomycetemcomitans apresenta clones com variacdes genéticas de grande
potencial de destruigdo tecidual, como o clone JP2, com incidéncia endémica em
adolescentes da Africa (Kilian et al., 2006; Rylev & Kilian, 2008). Esse clone também
pode ser encontrado em outras populacdes, como em individuos brasileiros (Cortelli

et al., 2003) e em individuos caucasianos (Claesson et al., 2011), estando
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relacionado sempre a condicdes de periodontite agressiva. Essa colonizagao por
grupos étnicos estd mais relacionada a fatores dos hospedeiros do que a fatores

geograficos (Rylev & Kilian, 2008).

Outra caracteristica de A. actinomycetemcomitans é sua capacidade de
coabitar com diferentes grupos de bactérias, como dos complexos vermelho e
laranja (Socransky et al., 1998). O complexo vermelho € formado pelas bactérias
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia e é
correlacionado com situagdes de “climax de colonizagdo” em sitios com progressao
de um quadro de periodontite (Holt & Ebersole, 2005). J& o complexo laranja é
composto pelas bactérias Prevotella intermedia e Campilobacter spp, que sdo uma
segunda linhagem bacteriana na doenca periodontal, muito presentes em recidivas
de periodontite (Li et al, 2004). Em outras situagcbes de pesquisa, A.
actinomycetemcomitans nao apresentou correlacdo com outras bactérias dos
complexos “vermelho” e/ou “laranja” e nédo apresentou prevaléncia com doenga
periodontal (Lopez et al., 2011) comprovando a heterogeneidade desse
microorganismo e sua diferente prevaléncia em diferentes populacdes. Trata-se de
uma bactéria pouco resistente a variacbes, mesmo que pequenas, do pH
(Bhattacharjee et al.,, 2011). A. actinomycetemcomitans pode ser detectada por
diferentes exames diagnosticos, sendo o PCR real-time um método completo, ja que
demonstra a bactéria de maneira qualitativa e quantitativa. Em estudo de meta-
andlise sobre a diferenca entre PCR real-time e cultura na deteccdo de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis, ap6s serem analisados cinco estudos no
periodo entre 2000 e 2007, afirmou-se que o PCR real-time apresenta muitas

vantagens como exame diagndstico bacteriano, ja que o mesmo é rapido, sensivel e
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de grande exatiddo, demonstrando a qualidade (tipo) do microorganismo e o nimero

de bactérias presentes na amostra (Atieh, 2008).

Além das Dbolsas periodontais e do ambiente intrabucal, A.
actinomycetemcomitans também pode ser encontrada no ambiente extraoral, em
lesbes cutadneas e na articulacdo temporomandibular, quando esta apresenta algum
tipo de quadro infeccioso bacteriano (Kim et al., 2003). Porém, nos ultimos trinta
anos, menos de duzentos casos foram relatados na literatura internacional (Paju et
al., 2000). Essa bactéria também é correlacionada em alguns estudos com infarto do
miocardio, embora nao tenha sido possivel estabelecer tal ideia, ja que a reacao
imunoldgica sistémica contra leucotoxinas pdde ser relacionada tanto a periodontite
quanto ao infarto do miocardio somente quando atuando na presenca de P.
gingivalis e ndo na presenca de A. actinomycetemcomitans, conforme Brage et al.
(2011) e Johansson et al. (2011). Em estudo de meta-anadlise, (Paturel et al., 2004)
caracterizaram A. actinomycetemcomitans como um microorganismo capaz de
provocar alteragdes marcantes no seu hospedeiro, como resultado do mecanismo de
acao das suas toxinas e pela sua capacidade de aderir e penetrar nas células desse
mesmo hospedeiro, facilitando assim sua disseminacao. Os autores também relatam
que novos sorotipos devem ser descobertos futuramente, dificultando assim o
tratamento do paciente portador de tal bactéria, j& que a mesma é muito versatil e

heterogénea (Henderson et al., 2010).

2.3 SOROTIPOS
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Existem sete sorotipos distintos de A. actinomycetemcomitans e cada um
deles representa uma linhagem clonal diferente, sendo A, B, C, D, E, F e G.
Dependendo do estagio da doenca e do grupo populacional estudado, sera
detectada a presenca maior de determinado sorotipo, geralmente A, B, C e E (Rylev
& Killian, 2008). Os sorotipos D e F apresentam uma prevaléncia significativamente
menor (Chen et al.,, 2010). Os diferentes sorotipos correlacionam-se e seus
gendtipos sdao determinantes quanto a sua toxicidade e consequente participacao
nos diferentes tipos de condicdo periodontal. A capacidade de formacédo de um
biofilme denso auxilia A. actinomycetemcomitans na colonizacdo e na agregacao
com outros microorganismos, fator esse dependente de suas adesinas e fimbrias,
caracteristicas essas definidas pelo seu genétipo (Fujise et al.,, 2008). Entre os
sorotipos, também podem ser encontrados subtipos, como o subtipo E’, que possui
fenétipo muito semelhante ao sorotipo E e constitui uma linhagem estavel dentro da
classificacdo dos sorotipos, embora nao apresente a mesma capacidade de

metabolismo do sorotipo E original (Van der Reijden et al., 2010).

Os sorotipos B e C possuem caracteristicas que os aproximam do ponto de
vista microbiologico e sdo muito diferentes do sorotipo A. Aqueles sao agressivos e
encontrados em condicdes de periodontite agressiva (com maior prevaléncia do tipo
B). O sorotipo B apresenta grande capacidade de agregacdo a Fusobacterium
nucleatum mediado por seu polissacarideo de membrana, O-PS (Rupani et al.,,
2008). Porém, também ha estudos indicando que o sorotipo B ndo apresenta acao
de perda 6ssea maior do que em casos de periodontite provocadas por bactérias
com sorotipo “ndo-B” (Van der Reijden et al., 2008). Em estudo com abordagem nas
diferencas genbmicas entre as cepas de A. actinomycetemcomitans, foram

examinados os diferentes arranjos no genoma nos sorotipos A, B e C. Os resultados
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mostraram evidentes divergéncias na disposicdo genbémica do sorotipo A quando
comparado aos outros dois sorotipos. Tais diferencas indicam uma evolugao
histérica diferente entre tais cepas e que ha efetivamente diferencas fenotipicas
entre elas (Kittichotirat et al., 2010). A diferenca na prevaléncia de cepas de alta e
baixa leucotoxicidade entre os sorotipos reforca a hipétese de que o tipo A esta
relacionado com menor agressividade devido a sua menor viruléncia, diferentemente
dos tipos B e C e, consequentemente, com quadros de saude periodontal
(Kawamoto et al., 2009). Na populacéo brasileira, estudos prévios demonstram um
padrao de prevaléncia de sorotipo A relacionado a saude periodontal, sorotipo B a
periodontite agressiva, porém nao exclusivamente; o sorotipo C relacionado a
periodontite crénica e também a agressiva e o sorotipo E com uma incidéncia muito
baixa nas inerentes condicoes periodontais. Os sorotipos D e F nao foram
diagnosticados (Cortelli et al., 2012). Os marcadores gendmicos para as diferentes
cepas de A. actinomycetemcomitans ndao parecem ser decisivas para a definicdo do
seu potencial de desenvolvimento de doenca periodontal, sendo que todos os
sorotipos aparentemente apresentam potencial para participar de tal condicao
(Pinheiro et al., 2011). Claro estd que os sorotipos apresentam uma distribuicao
totalmente diferente no seu genétipo, caracterizando cada sorotipo de maneira
absolutamente diversa e com um potencial de agressividade proprio. Apesar disso,
existe um “pangenoma” entre os diferentes sorotipos de A. actinomycetemcomitans,
sendo que, aproximadamente dois tercos dos genes se mantém imutaveis e um
terco deles sao flexiveis, podendo mudar sua conformacado, dando origem a novas
cepas (Kittichotirat et al., 2011). Em estudo realizado no Brasil, 486 individuos foram
analisados quanto a presenca de A. actinomycetemcomitans na cavidade bucal.

Foram avaliados indice de placa, profundidade de bolsas periodontais, indice de
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sangramento e nivel de insergéo clinica. Foram recolhidas amostras subgengivais
dos sitios com maior profundidade de sondagem de cada paciente e analisado pela
técnica de PCR. Verificou-se que o sorotipo C esta mais presente em casos de
periodontite cronica, resultados estes semelhantes aos obtidos na Europa e Asia
(Roman-Torres et al., 2010). Em individuos asiaticos ha uma alta prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans sorotipos C e D, enquanto em europeus os sorotipos A, B e
C sao mais prevalentes (Kim et al., 2009). Foi realizado estudo em que os autores
avaliaram a presenca de periodontopatégenos em 32 individuos com periodontite
cronica generalizada, 16 com periodontite agressiva generalizada e oito individuos
com periodontite agressiva localizada. Os mesmos verificaram prevaléncia de 63%
de A. actinomycetemcomitans para os individuos com periodontite agressiva
localizada, 16% para os casos de periodontite crénica e 38% para os casos de
periodontite agressiva generalizada. O estudo foi realizado em uma populacao
japonesa e houve uma alta prevaléncia do sorotipo C nos casos cronicos (Thiha et
al., 2007). O sorotipo C apresenta grande capacidade de agregacdo com P.
gingivalis, bactéria reconhecidamente envolvida no processo de doenga periodontal

(Suzuki et al., 20086).

Em estudo de acompanhamento longitudinal de 38 pacientes portadores de A.
actinomycetemcomitans separados por grupo, raca e idade durante um ano,
verificou-se que 80% dos pacientes hospedeiros de A. actinomycetemcomitans
desenvolveram periodontite, contra apenas 10% dos ndo portadores. Esses
resultados demonstram haver uma associacdo positiva entre periodontite e A.
actinomycetemcomitans, principalmente dos sorotipos A, B e C, que foram os de
maior prevaléncia nesses casos (Fine et al., 2007). Recentemente, foi descoberto

um novo sorotipo de A. actinomycetemcomitans (G). Este apresenta uma estrutura
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de DNA semelhante aos sorotipos D e F. Suas propriedades de agregacédo e
formacao de biofilme sdo as mais fortes entre todos os sorotipos, mediadas por
longas fibrilas presentes nas superficies das células, embora sua toxicidade seja

baixa se comparada aos sorotipos de A a C (Takada et al., 2010).

Varios s&o os métodos de deteccdo de A. actinomycetemcomitans e entre os
mais conhecidos estdo o PCR convencional e o PCR real time (QPCR). Ambos
demonstram a presenca do microorganismo, porém, o gPCR quantifica o
microorganismo. Por ser um exame de resultado imediato, serve como excelente
opcao para exame fora do laboratério, em estudos de campo, como realizado em
criangas da area rural do Haiti. Os autores encontraram uma prevaléncia alta de A.
actinomycetemcomitans na maioria das criangas (67% a 81%) e concluiram que o
PCR real time foi 0 método mais eficiente para a detec¢ao dessa bactéria nesse tipo

de estudo (Psoter et al., 2011).

2.4 P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e C. rectus

P. gingivalis apresenta longas fimbrias que colaboram muito no processo de
iniciacdo e progressdo da periodontite. E um microorganismo que sofre constantes
mudancas no seu cédigo genético com reflexos no seu fendtipo e no seu potencial
de agressividade (Kuboniwa et al., 2010). Sofre influéncia e influencia diretamente A.
actinomycetemcomitans nos seus diferentes sorotipos quando presentes no mesmo

nicho (Yoshida et al., 2003). A bactéria P. intermedia faz parte do complexo laranja
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de bactérias periodontais. A mesma € presenca constante no periodonto e em
condicdes de periodontite. E encontrada com frequéncia nos mesmos nichos de A.
actinomycetemcomitans, porém ndo aumentam a destruicdo tecidual nessa
condicdo, apenas interferindo no periodonto promovendo um maior grau de

inflamacao (Raslan et al., 2011).

T. forsythia € uma bactéria cuja presenca é um indicador de les&o ativa e de
um aumento no risco de perda de insercdo do dente. E um microorganismo muito
presente em casos de recolonizagdo pos-tratamento de periodontite. Apresenta

evidente interagdo com A. actinomycetemcomitans (Ready et al., 2008).

Ja C. rectus é achado frequente tanto em quadros de salude periodontal
quanto de periodontite. Apresenta correlagdo direta com bactérias diversas, entre
essas com A. actinomycetemcomitans. E um microorganismo que exerce uma
importante funcédo no inicio e na progressdao da periodontite quando em presenca

das bactérias do complexo vermelho (lto et al., 2010).

Todas essas bactérias apresentam-se com alta frequéncia em quadros
periodontais diversos e sua interacdo ainda € uma incognita que exige novos
estudos para definir qual a sua influéncia sobre a doenca periodontal (lto et al.,

2010).
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3 PROPOSICAO

A proposicao do presente estudo foi avaliar a frequéncia de P. intermedia, P.
gingivalis, T. forsythia e C. rectus em individuos A. actinomycetemcomitans sorotipo-

especifico positivos.
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4 METODO

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa

da UNITAU (CEP n® 390/07).

Foram incluidas no presente estudo amostras microbioldgicas de 263
individuos positivos para A. actinomycetemcomitans, sendo 165 do sexo feminino e
98 do sexo masculino. Essas amostras encontravam-se estocadas a -80°C no

laboratério de biologia molecular da Universidade de Taubaté.

Tais amostras foram identificadas como positivas por PCR e provenientes de
amostras de fluido de sulco gengival de 1320 individuos que se apresentaram para
tratamento na Clinica de Periodontia do Departamento de Odontologia da

Universidade de Taubaté - UNITAU.

No momento da coleta das amostras, todos os individuos foram esclarecidos
sobre todos os aspectos da pesquisa através de uma carta de informacédo e

assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAOQ E EXCLUSAO



Método 25

Foram excluidos do presente estudo individuos submetidos a antibioticoterapia
e tratamento periodontal nos ultimos seis meses que antecederam a coleta, bem

como diabéticos descompensados, imunossuprimidos, gestantes e lactantes.

Foram selecionados para o presente estudo individuos adultos (idade minima
de 19 anos), de ambos o0s géneros, que apresentaram ao menos vinte dentes

naturais na cavidade bucal.

4.3 EXAME CLINICO PERIODONTAL

Para a realizacdo do exame clinico, foram utilizados: espelho plano n® 5
(Duflex), pinca para algodao (Duflex) e sonda periodontal milimetrada tipo Williams

(Hu-Friedy) esterilizados.

O exame clinico periodontal completo foi realizado em seis pontos por dente,
observando os valores de Profundidade de Sondagem (PS), Nivel Clinico de

Insercdo (NCI), indice de Placa (IP) e indice Gengival (IG) (Ainamo & Bay, 1975).

Para calibracdo do examinador, foi aplicado o método Erro Padrao da Medida
(EPM) para as variaveis continuas PS e NCI e o indice estatistico Kappa (K) para as
variaveis categoricas IP e ISG (Araujo et al., 2003). O examinador foi considerado

calibrado quando apresentou resultados de EPM e K entre 0.8 e 0.95.
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4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA PELA REACAO EM CADEIA DA

POLIMERASE (PCR)

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em termociclador tipo
Mastercycler Gradient (Eppendorf®) na seguinte condicdo: Um ciclo inicial a
95°C/5min., 35 ciclos 95°C/30seg., 55°C/30seg., 72°C/1min., e um ciclo final de

72°C/5min.

Com a finalidade de verificar o sucesso do processo de extracdo do DNA,
todas as amostras envolvidas no presente estudo foram processadas inicialmente
utilizando primer especifico para o gene da actina humana. As amostras foram
processadas com primers especificos para os sorotipos A, B, C, D, E e F e para os
patégenos P. intermedia, P. gingivalis, T. forsythia e C. rectus. A figura 1 apresenta

os primers que foram utilizados no presente estudo.

Primer

P. intermedia For TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG
Rev TCAACATCTCTGTATCCTGCGT

P. gingivalis For AGGCAGCTTGCCATACTGCGG
Rev ACTGTTAGCAACTACCGATGT

T. forsythia For GCGTATGTAACCTGCCCGCA
Rev TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT

C. rectus For TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC
Rev TTTCTGCAAGCAGACACTCTT
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A. actinomycetemcomitans For GCAATGATGTATTGTCTTCTTTTGGA
Sorotipo A Rev CTTCAGTTGAATGGGGATTGACTAAAAC

A. actinomycetemcomitans For CGGAAATGGAATGCTTGC
Sorotipo B Rev CTGAGGAAGCCTAGCAAT

A. actinomycetemcomitans For AATGACTGCTGTCGGAGT
Sorotipo C Rev CGCTGAAGGTAATGTCA

A. actinomycetemcomitans For TTACCAGGTGTCTAGTCGGA
Sorotipo D Rev  GGCTCCTGACAACATTGGAT

A. actinomycetemcomitans For CGTAAGCAGAAGAATAGTAAACGT
Sorotipo E Rev  AATAACGATGGCACATCAGACTTT

A. actinomycetemcomitans For ARAAYTTYTCWTCGGGAATG
Sorotipo F Rev CCTTTATCAATCCAGACAGC

Figura 1 — Descri¢cdo dos primers que foram utilizados no presente estudo

4.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para a analise dos produtos amplificados por PCR foi empregada eletroforese
conduzida a 10V/cm? em solucdo tamponada (TBE) por uma hora, empregando-se
gel de agarose a 1% corados com brometo de etidio. A visualizagao foi realizada em
camara de irradiacao ultravioleta (UV). Um marcador de peso molecular (Ladder 100

— Invitrogen®), assim como controles positivos e negativos foram empregados em
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todos os géis, que foram fotografados e comparados com os produtos amplificados a

partir de cepas padrao, cedidas pelo Instituto Fio Cruz, RJ.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico foi realizado com o auxilio dos softwares SPSS 11.0
e Bio Estat 5.0. O nivel de significancia empregado foi de 5% (a=0,05). Para as
diversas situacOes analiticas realizadas, os testes estatisticos Qui-quadrado e t de

Student foram empregados.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos no presente estudo 263 individuos positivos para A.
actinomycetemcomitans, sendo 98 do género masculino e 165 do género feminino

(28,31+6,32 anos de idade).

Foi observada maior (p<0,05) frequéncia de sorotipo C, seguido de A, B e
finalmente sorotipo E. Os sorotipos D e F ndo foram identificados na populacédo

estudada (Figura 2).

C. rectus apresentou a maior frequéncia (p<0,05), seguido de P. gingivalis, P.
intermedia e T. forsythia, que apresentaram frequéncias estatisticamente

equivalentes (Figura 3).

Os parametros clinicos periodontais PS e NCI mostraram-se estatisticamente
(p<0,05) com os maiores valores nos individuos portadores de sorotipo B em

comparagao aos demais sorotipos (Tabela 1).

Foi proposta uma avaliagdo da frequéncia dos patdégenos periodontais
isoladamente para os sorotipos A, B, C e E. Os individuos portadores de sorotipo A
apresentaram maior frequéncia (p<0,05) de C. rectus do que os demais patdgenos,
que se apresentaram estatisticamente semelhantes (Figura 4). Para os portadores
de sorotipos B e C, C. rectus e T. forsythia mostraram-se mais frequentes (P<0,05)
do que P. gingivalis e P. intermedia (Figuras 5 e 6). Para os individuos portadores do
sorotipo E nédo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a

frequéncia dos patdégenos periodontais (Figura 7).
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Finalmente, foi proposta uma analise da frequéncia dos sorotipos em funcao
da presenca especifica dos patégenos periodontais. Independente do patdégeno
avaliado, sempre o sorotipo C apresentou-se mais (p<0,05) frequente, seguido de A,

B e, finalmente, sorotipo E (Figura 8).

100 A

80 A

60 A

)

= -

0 T T T 1
Sorotipo C

Sorotipo A Sorotipo B Sorotipo E

Figura 2 — Distribuicdo da frequéncia dos sorotipos de A. actinomycetemcomitans na
populagdo estudada

*, §, # - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado

Tabela 01 — Distribuicdo dos valores médios de PS e NCI em fungao dos sorotipos de A.
actinomycetemcomitans

|
Sorotipo A Sorotipo B Sorotipo C Sorotipo E
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP
‘ PS
2,34 + 0,21 3,94 +0,34 2,29+0,19 2,58 + 0,22
NCI 2,03 +0,48 2,49+ 0,72 1,98 +0,19 2,01 £0,25

PS = profundidade de sondagem, NCI = nivel clinico de inser¢do, DP — Desvio padréo,

* = Diferenga estatisticamente significativa, Teste tde Student
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Figura 3 — Distribuicao da frequéncia dos patégenos periodontais na populacao estudada
*- Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado
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Figura 4 — Distribuicao da frequéncia dos patégenos periodontais nos individuos portadores
de A. actinomycetemcomitans sorotipo A

* - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado
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Figura 5 — Distribuicdo da frequéncia dos patégenos periodontais nos individuos portadores
de A. actinomycetemcomitans sorotipo B

* - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado
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Figura 6 — Distribuicao da frequéncia dos patégenos periodontais nos individuos portadores
de A. actinomycetemcomitans sorotipo C
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Figura 7 — Distribuicéo da frequéncia dos patégenos periodontais nos individuos portadores
de A. actinomycetemcomitans sorotipo E

* - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado
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Figura 8 — Distribuicdo da frequéncia dos sorotipos de A. actinomycetemcomitans em funcéo
da presenca dos patégenos periodontais

*, §, # - Diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) — Teste Qui-quadrado
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6 DISCUSSAO

A doenga periodontal apresenta-se como uma patologia de etiologia
multifatorial, muito frequente no organismo humano, causada por bactérias
(periodontopatégenos), com prevaléncia de um grande numero de espécies,
conforme Socransky et al. (1998), Haffajee (2009) e Dewhirst et al. (2010). As
bactérias presentes na bolsa periodontal sdo predominantemente gram-negativas e
anaerodbias, segundo estudo de Asikainen et al. (2010). Entre as bactérias, algumas
se destacam por sua prevaléncia na periodontite, tais como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia, que foram efetivamente
classificadas como agentes etiolégicos da periodontite em um relatério de consenso
da American Academy of Periodontology (1999). Nao h& consenso entre
pesquisadores sobre qual a prevaléncia dos sorotipos entre as diferentes
populagcbes e se existe interferéncia na concentragdo dos sorotipos quando nos
mesmos nichos de outras bactérias, sendo essa a proposta do estudo. Além das
bactérias supracitadas, outras também apresentam correlagdo com quadros de
periodontite, como C. rectus, P. intermedia e E. corrodens, segundo estudos de
Meng et al. (2007), em conformidade com achados de Lépez et al. (2011). No nosso
estudo, estavam presentes em todas as coletas P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia e C. rectus, além de A. actinomycetemcomitans. C. rectus foi o
microorganismo mais prevalente, presente em aproximadamente 90% das amostras
coletadas, seguido de T. forsythia, P. gingivalis e, em menor concentracdo, P.
intermedia (Figura 3). Além disso, C. rectus foi encontrado em cerca de 85% das

amostras com o sorotipo A (Figura 4), sendo essa diferenca
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estatisticamente significante, em aproximadamente 90% das amostras com sorotipo
B (Figura 5), igualmente significante estatisticamente, em cerca de 83% das
amostras com o sorotipo C (Figura 6), diferenca essa igualmente significante
estatisticamente e em aproximadamente 94% das amostras com sorotipo E (Figura
7). O sorotipo C foi encontrado com maior frequéncia quando considerada a
presenca de C. rectus, em aproximadamente 43% das amostras, seguido do
sorotipo A, em cerca de 25%, do sorotipo B, em 17% e do sorotipo E, em numero
aproximado de 3% das amostras (Figura 8). A questdo é qual a interacdo entre
essas bactérias e os diferentes sorotipos de A. actinomycetemcomitans em
diferentes condicdes periodontais. No estudo de Lépez et al. (2011), os autores
afirmaram que todas essas bactérias caracterizam a doenca periodontal como
agressiva ou crbnica, similarmente aos achados de Vieira et al. (2009), embora Ito et
al. (2010) tenham descrito que ha uma discrepancia grande entre as espécies
bacterianas presentes nas condi¢coes de agressividade ou de cronicidade da doenca
periodontal, sendo necessarios novos estudos para definir tais microorganismos e
suas interacbes em ambas as condicoes. A periodontite crbnica foi descrita por
Cortelli et al. (2010) como uma patologia com frequente participacdo de A.
actinomycetemcomitans, sendo essa bactéria encontrada em aproximadamente 18%
das amostras, em concordancia com achados de Lafaurie et al. (2007) e Herrera et
al. (2008), embora Yang et al. (2005) tenham relatado uma inidéncia de 60,4%
dessa mesma bactéria nessa condigcdo. No mesmo estudo de Herrera et al. (2008),
os autores demonstram maior incidéncia desse mesmo microorganismo em
pacientes jovens, corroborando estudos de Meng et al. (2009). Nos casos de
periodontite agressiva, A. actinomycetemcomitans também participa como uma

bactéria de definicdo dessa patologia, juntamente com P. gingivalis, baseado em
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estudos de Slots & Ting (1999) e Kuboniwa et al. (2010). Apesar disso, Lépez et al.
(2011) afirmam que apenas a presenca de A. actinomycetemcomitans no ambiente
subgengival ndo define se havera doenca periodontal ou ndo. Além dessas
caracteristicas de colonizagdo, A. actinomycetemcomitans também pode ser
encontrada em quadros de saude periodontal, conforme relatado por Joshi &
Vandana (2007) e Jardim Junior et al. (2006). No presente trabalho, tal bactéria
encontrava-se presente em todas as amostras dos 263 individuos incluidos. No
Brasil, é escasso o numero de trabalhos envolvendo sorotipos de A.
actinomycetemcomitans em um numero expressivo de amostras, como o de Jardim
Junior et al. (2006), que desenvolveram estudo com cem pacientes com periodontite
cronica, 14 com doenca periodontal agressiva, 142 criancas com gengivite em idade

pré-escolar e 134 individuos adultos saudaveis.

No presente estudo, objetivamos verificar a interacdo entre diferentes
bactérias (P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e C. rectus) e os sorotipos A, B, C
e E de A. actinomycetemcomitans, ja que ha uma modulagdo quando presentes no
mesmo nicho. Isto se da pela producdo de leucotoxinas, substancias capazes de
alterar a resposta inflamatéria do organismo, conforme estudo de Wade (2011) e
cuja opinido foi convergente com a de Theugels et al. (2007), cujo estudo in vitro
demonstrou haver grande interacdo entre A. actinomycetemcomitans e outras
bactérias frequentemente presentes no ambiente intraoral, tais como S. sanguinis, S.
mitis e S. salivarius. Igualmente, Wu et al. (2007) demonstraram haver uma
interacdo positiva entre P. gingivalis com positividade para genes de colagenase e
fimbrias e A. actinomycetemcomitans com positividade para genes de
leucotoxicidade. Esses microorganismos com essas caracteristicas foram

encontrados juntos em pacientes com doenca periodontal crénica e ndo em
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pacientes com saude periodontal. J& Chen et al. (2010) demonstraram uma
correlacdo negativa entre A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, situagédo
semelhante aos resultados encontrados por Faveri et al. (2009). No presente estudo,
P. gingivalis apresentou prevaléncia de aproximadamente 63% das amostras (Figura
3), sendo que sua presenca foi na mesma proporcdo em amostras com sorotipo A
(Figura 4), diminuindo para 60% em amostras com sorotipo B (Figura 5), mantendo
essa concentracdo em amostras com sorotipo C (Figura 6) e elevando grandemente
sua presenca para aproximadamente 82% na presenca de sorotipo E (Figura 7). Ja
a frequéncia do sorotipo C foi a maior, em cerca de 43% das amostras, quando em
fungcéo da presenca de P. gingivalis, seguido pelo sorotipo A, em aproximadamente
22%, sorotipo B, em 10% e finalmente sorotipo E, em aproximadamente 3% das

amostras (Figura 8).

A liberacao de fatores de inflamacdao, como a IL-1B3, serd modulada pelas
toxinas, conforme achados de Kelk et al. (2008), que demonstraram tal fenémeno in
vitro. Esse tipo de interacédo é determinante na agressividade da doenca periodontal.
Casarin et al. (2010) também demonstraram a diminui¢do de IgG e IL-10 em casos
de periodontite, demonstrando a interacdo entre fatores inflamatérios e defesa do
organismo. Ready et al. (2008) observaram que a diminuicdo de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia contribuiu com o controle do
quadro de periodontite dos individuos, que foram acompanhados em estudo
longitudinal durante seis meses. Um dos fatores que modificam os microorganismos
é a mutacao do seu DNA, que da origem a clones dos periodontopatégenos, como
no caso de P. gingivalis. Isso dificulta a verificagdo da prevaléncia desses em
eventuais coletas, conforme Kuboniwa et al. (2010). T. forsythia é um micro-

organismo comumente encontrado em coletas de pacientes com doencga periodontal.
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No presente estudo, foi encontrado em aproximadamente 72% das amostras
(Figura 3), sendo que sua presenca em amostras com sorotipo A foi de cerca de
64% (Figura 4), 77% em amostras com sorotipo B (Figura 5), o que foi uma diferenca
estatisticamente significante, mesma prevaléncia em presenca de sorotipo C (Figura
6), com igual significancia estatistica e presenca em cerca de 82% das amostras
com sorotipo E (Figura 7). O sorotipo C foi o de maior frequéncia em funcédo da
presenca de T. forsythia, em aproximadamente 43% das amostras (Figura 8), o que
foi estatisticamente significante quando comparado com os outros sorotipos, sendo o
sorotipo A em cerca de 22% das amostras, sorotipo C em cerca de 14% e o sorotipo

E em aproximadamente 2% das amostras.

A. actinomycetemcomitans é dividida em diferentes sorotipos, cujo numero
atual é sete (A, B, C, D, E, F e G). Kanasi et al. (2010) apresentaram em estudo que,
caso existam novos sorotipos, esses possuem uma amostragem muito baixa, ao
menos para diagnostico com os recursos presentes. Entre todos os sorotipos, o G foi
0 que teve a descoberta mais recente, protagonizada por Takada et al. (2010).
Segundo Chen et al. (2010), os sorotipos A, B e C sdo os mais comumente
encontrados na placa subgengival, em um total de 80% dos achados. Van der
Reijden et al. (2008), em estudo longitudinal realizado com pacientes na Indonésia,
com acompanhamento de oito anos, encontraram uma incidéncia de 30,2% para o
sorotipo B. Ao longo dos oito anos, houve um decréscimo de pacientes positivos
para o sorotipo B e um aumento para os sorotipos C e E. Ainda conforme Kawamoto
et al. (2009), os sorotipos B e C aparentemente apresentam um maior potencial de
agressividade do que o sorotipo A, resultado corroborado por Chen et al. (2010), em
estudo sobre a incidéncia de sorotipos em individuos americanos com periodontite,

no qual a maior amostragem nos resultados foi do sorotipo C, com 50% de amostras



Discussao 39

positivas, seguido pelo sorotipo A, com 25,6%. Também Jentsch et al. (2012)
afirmam que a incidéncia dos sorotipos A, B e C é maior em pacientes europeus
classificados como portadores de periodontite. Esses resultados corroboram nossos
achados, ja que, no presente estudo, houve uma maior incidéncia de sorotipo C,
seguido de A, B e, finalmente, o sorotipo E em menor prevaléncia (Figura 2). Os
sorotipos D e F ndo foram encontrados, o que concorda com estudos de Cortelli et
al. (2012), que demonstraram uma baixa incidéncia do sorotipo E e igualmente uma
auséncia dos sorotipos D e F em individuos brasileiros. Esse padrao de distribuicao
¢ irregular e varia conforme a posicao geografica e a etnia, ja que Kim et al. (2009)
encontraram uma alta incidéncia (19%) de sorotipo D em individuos coreanos, além
da alta incidéncia de sorotipo E em estudo de Van der Reijden et al. (2008), no qual
0S mesmos encontraram uma incidéncia de 9,4% de pacientes positivos para o

sorotipo E em estudo realizado com individuos da Indonésia.

O sorotipo A apresenta um sequenciamento genético totalmente diverso dos
sorotipos B e C, demonstrando uma marcante diferenca evolucionaria entre tais
sorotipos, segundo estudos de Kittichotirat et al. (2010, 2011). Cada um dos
sorotipos esta relacionado a diferentes condi¢des periodontais, sendo que o sorotipo
A é encontrado com frequéncia em quadros de saude periodontal e periodontite
cronica, conforme Roman-Torres et al. (2010) e Cortelli et al. (2012). No presente
estudo, o sorotipo A foi encontrado com maior frequéncia acompanhado de C. rectus
(Figura 4). O sorotipo B esté relacionado a doenga periodontal agressiva, conforme
estudos de Yang et al. (2005), Haubek et al. (2007) e loannou et al. (2009), cujos
resultados demonstraram uma incidéncia de 84,3% de A. actinomycetemcomitans
sorotipo B em quadros de periodontite agressiva. Em contrapartida, Van der Reijden

et al. (2008) demonstraram que pacientes apresentando A. actinomycetemcomitans
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sorotipo B ndo apresentaram maior perda de sustentacdao dos tecidos periodontais
do que pacientes com outros sorotipos, divergindo dos nossos achados, ja que
encontramos uma diferenca estatisticamente significante nos parametros PS e NCI
nos pacientes com maior incidéncia de sorotipo B (Tabela 1). Porém, corrobora o
estudo de Sakellari et al. (2011), no qual os autores ndo conseguiram correlacionar o
sorotipo B com quadros de periodontite agressiva em estudo na Grécia. No presente
estudo, esse sorotipo foi encontrado em sitios com alta incidéncia de C. rectus e T.
forsythia, bactérias que séo facilmente encontradas em pacientes com periodontite
agressiva, porem, nao determinantes dessa condigdo. Além dessas bactérias,
também P. intermedia € um achado comum em casos de pacientes com doenca
periodontal. No atual estudo, P. intermedia foi encontrada em aproximadamente
57% das amostras (Figura 3), sendo que sua prevaléncia em amostras com sorotipo
A foi semelhante a esse valor (Figura 4). Em amostras com sorotipo B, sua presenca
foi em cerca de 62% (Figura 5), em amostras com sorotipo C, foi confirmada em
cerca de 53% (Figura 6) e na presenca do sorotipo E, esteve presente em
aproximadamente 62% das amostras (Figura 7). O sorotipo C foi o mais
frequentemente encontrado quando levada em consideracdo a presenca de P.
intermedia, diferenca essa significativa quando levados em consideragdo os outros
sorotipos. Foi seguido do sorotipo A, em cerca de 21% das amostras, que também
representou uma diferenca estatisticamente significante, o sorotipo B em numero
préximo a 15% das amostras, também com significancia estatistica e finalmente o

sorotipo E, em cerca de 3% das amostras (Figura 8).

O sorotipo C é achado frequente em casos de periodontite em populacdes
asiaticas, conforme Yoshida et al. (2003) e Yang et al. (2005), corroborando estudo

de Kim et al. (2009), no qual os mesmos encontraram prevaléncia de 61,9% desse
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sorotipo em uma populagdo coreana de 98 pessoas, sendo que esse resultado
aproximou-se do presente estudo, pois o sorotipo C foi diagnosticado em
aproximadamente 50% (Figura 2) das amostras, sendo essa diferenca
estatisticamente significante, além do mesmo se apresentar em maior concentracao

juntamente com C. rectus e T. forsythia (Figura 6).

O sorotipo E, embora menos frequente do que os outros sorotipos, também
se faz presente principalmente em casos de periodontite crénica e, segundo Yoshida
et al. (2003), parece sofrer influéncia direta de P. gingivalis, jA que as amostras de
sitios onde prevalecia essa bactéria nao apresentava tal sorotipo, ao contrario do
sorotipo C, que estava presente em amostras P. gingivalis positiva. No presente
estudo, ndao houve diferenca estatisticamente significante entre as bactérias
presentes nos mesmos nichos que o sorotipo E, sendo semelhantes as
concentragdes de P. gingivalis, T. forsythia e C. rectus. Os sorotipos D e F possuem
incidéncia muito pequena no meio intraoral e o sorotipo G ainda nao foi
suficientemente estudado. Embora tal bactéria seja encontrada com grande
frequéncia em quadros de doencga periodontal, nao foi possivel estabelecer um
marcador genético relacionando A. actinomycetemcomitans com doencga periodontal

agressiva em todos os sorotipos, conforme Pinheiro et al. (2011).

O potencial de agressividade da condi¢cdo periodontal podera ser maior ou
menor dependendo da interacdo entre as bactérias presentes no periodonto,
segundo Rupani et al. (2008) e Casarin et al. (2010), fazendo-se necessario o uso
de técnicas que permitam analisar a presenca das mesmas quando de uma coleta.
Para isso, o teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € de alta
fidedignidade e de amplo uso, combinando alta sensibilidade com especificidade na

deteccdo de micro-organismos como A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis,
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conforme Riggio et al. (1996) e Vartoukian et al. (2009). Ha variantes desse mesmo
exame como o PCR em tempo real, exame de alta eficiéncia na deteccao bacteriana
em exames intraorais, segundo Yoshida et al. (2003) e Atieh (2008). O exame
escolhido no presente trabalho foi o PCR convencional, por apresentar seus
resultados baseados em analise por DNA, detectando qualquer traco de bactérias
presentes e permitindo, assim, refazer o exame com as mesmas amostras das

coletas, conforme Vartoukian et al. (2009).

Baseado na proposta do presente estudo, fazendo uso do PCR convencional,
foi comprovado que a prevaléncia do sorotipo C foi significativamente maior do que
dos outros sorotipos independentemente a qual micro-organismo tenha sido
relacionado, sendo estatisticamente significante a diferenca entre esse sorotipo e 0
sorotipo A, que foi o segundo mais prevalente, seguido do sorotipo B e por ultimo e
com uma prevaléncia muito menor, o sorotipo E, concordando com estudos de
Cortelli et al. (2012). O numero de amostragem foi significativo (263), ja que sao
poucos os estudos brasileiros com numeros préximos a esse, tais como Jardim
Junior et al. (2006), Cortelli et al. (2010) e Roman-Torres et al. (2010). A prevaléncia
de C. rectus foi efetivamente mais alta, sequida de P. gingivalis, P. intermedia e T.
forsythia. Os sorotipos D e F ndo foram encontrados, corroborando estudos de
Cortelli et al. (2012). Os indices gengivais (PS e NCI) foram maiores em casos de
prevaléncia maior do sorotipo B, que apresentou maior correlagdo com quadros de
periodontite agressiva. A freqiéncia de C. rectus foi maior quando relacionado ao
sorotipo C, assim como os sorotipos A e B foram relacionados a C. rectus e T.

forsythia (Figura 8).
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7 CONCLUSOES

O presente estudo esta de acordo com estudos prévios demonstrando que a
distribuicdo de sorotipos de A. actinomycetemcomitans foi influenciada pela
presenca de outros micro-organismos orais. Em particular, observamos uma
associagao positiva entre o sorotipo A com C. rectus e os sorotipos B e C de A.

actinomycetemcomitans com C. rectus e T. forsythia.
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ANEXOS

ANEXO A - Carta de informacao

CARTA DE INFORMACAO

Caro individuo,

A doenca periodontal é aquela doenca que acontece na gengiva deixando os dentes
moles sem formar cavidade. A doenga de gengiva também causa mau halito (cheiro ruim
na boca) e sangramento ao escovar os dentes, comer ou dormir. A placa dental (massa
branca e mole) e o tartaro (massa dura) que provocam a doencga de gengiva sao formados
por muitas bactérias. Esse estudo chamado Distribuicao de sorotipos de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans e sua relacao com patégenos
periodontais, quer verificar a presenga de alguns desses micro-organismos encontrados
na boca de pessoas com doenca de gengiva. E, ver a relacao entre eles. Para isso, sera
preciso coletar um pouco de material da boca. O material € coletado com uma ponta de
papel e o exame ndo causa dor ou incdmodo. Todas as pessoas que participarem do
estudo receberdo tratamento para os problemas de gengiva. Se a pessoa precisar de
outros tratamentos como canal ou obturacdo, ela serd encaminhada para as outras
disciplinas do Departamento de Odontologia da UNITAU. Em caso de tratamento que
exige servigco de terceiros, como confeccdo de préteses, cada professor responséavel,
junto com a Assistente Social, irdo estabelecer os precos e o niumero de vezes para
efetuar o pagamento.

Se vocé ndo quiser mais participar do estudo, quando desistir, continuara
recebendo o tratamento. Vocé sé ira precisar avisar o dentista.

Os resultados dos seus exames serdao avaliados junto com os resultados dos
outros participantes, e as pessoas de fora ndo verao quem € vocé nem os resultados dos
seus exames. Mas, vocé vai saber dos seus resultados.

Nao existe risco de vocé se machucar participando do estudo.

Como pesquisadores responsaveis pelo estudo, estaremos sempre a disposigao
para voceé tirar qualquer duvida. Procure a Clinica de P6s-graduagao do Departamento de
Odontologia da UNITAU - Rua Expedicionario Ernesto Pereira, n° 110 — Centro - Taubaté
- SP - (012) 225-4147.

Atenciosamente,

Prof. Dr. Davi Romeiro Aquino Profa. Dra. Sheila Cavalca Cortelli  Paulo Roberto Orzechowski

Pesquisadores responséaveis
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, RG
, residente a

, acredito ter

sido suficientemente informado a respeito das informagbes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo Distribuicdo de sorotipos de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e sua relacdo com patégenos periodontais. Discuti com os
pesquisadores Prof. Dr. Davi Romeiro Aquino, Profa. Dra. Sheila Cavalca Cortellie  Paulo
Roberto Orzechowski sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propédsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia de
acesso a tratamento quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido.

Assinatura do paciente/representante

Assinatura da testemunha

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura dos pesquisadores responsaveis



Autorizo a reproducado e divulgacao total
ou parcial desta obra, por qualquer meio
convencional ou eletrénico, para fins de
estudo e pesquisa, desde que citada a

fonte.

Paulo Roberto Orzechowski

Taubaté, marco de 2012



