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Resumo

Introdugdo: O conhecimento das inter-relagdes bacterianas e sua associagdo com a condigédo clinica periodontal
podem auxiliar o manejo terapéutico. Objetivos: Avaliar a distribui¢ao de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
em relagdo a duas espécies bacterianas membros dos complexos Vermelho e Laranja, e analisar a relagdo entre a
combinagdo de cepas leucotdxicas de A.actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia
com a manifestagdo clinica da doen¢a. Material e método: Incluiram-se 50 individuos (38,38 + 10,15 anos),
de ambos os géneros, com periodontite crénica (n = 25) ou agressiva (n = 25). De cada individuo, amostras
subgengivais foram coletadas de quatro dentes em quadrantes diferentes, com profundidade de sondagem (PS)
>6 mm e nivel clinico de inser¢do (NCI) >4 mm. Os parametros avaliados foram: clinicos — PS, NCI, Indice de
Placa (IP-0/1) e Indice Gengival (IG-0/1) - e microbiolégicos, com detecgdo de A. actinomycetemcomitans (cepas
de maxima e minima leucotoxicidades), P. gingivalis e P. intermedia por reagdo em cadeia da polimerase. Os dados
foram estatisticamente analisados usando-se testes t-Student e Qui-quadrado (p < 0,05). Resultado: Apresentaram
P. gingivalis 90% dos individuos, P. intermedia, 82%, e A. actinomycetemcomitans, 28%. A. actinomycetemcomitans
foi mais frequente em individuos jovens ou com periodontite agressiva. Apenas IG apresentou maiores frequéncias
médias (p = 0,019) quando da presenca simultanea de cepas A. actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade,
P. gingivalis e P. intermedia. Conclusdo: Individuos com periodontite agressiva exibiram maiores frequéncias de
A. actinomycetemcomitans. A presenca de P. gingivalis e/ou P. intermedia ndo potencializou a patogenicidade das
cepas de A. actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade, pois tal combinag¢do foi somente acompanhada de
maior inflamacio.
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Abstract

Introduction: Knowledge of bacterial interrelationships and its association with clinical periodontal condition may
help the therapeutic management. Objective: To evaluate the distribution of Aggregatibacter actinomycetemcomitans
in relation to 2 bacterial species members of Red and Orange Complexes; also to exam the relationship between the
combined presence of A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia with clinical
pattern of disease. Material and method: 50 (mean age 38.38 + 10.15) subjects both gender were enrolled in the
study, with chronic (n = 25) or aggressive (n = 25) periodontitis. For each subject subgingival samples were collected
from 4 teeth in different quadrants showing probing depth (PD) =26 mm and clinical attachment level (CAL)
>4 mm. The parameters evaluated were: clinical - PD, CAL, Plaque Index (PI-0/1) and Gingival Index (GI-0/1);
microbiological - detection of A. actinomycetemcomitans (highly and minimally leukotoxic strains), P. gingivalis and
P. intermedia by polymerase chain reaction. Data were statistically analyzed using Student t and Chi-square tests
(p <0.05). Result: 90% of the subjects harbored P. gingivalis, 82% P. intermedia and 28% A. actinomycetemcomitans.
A. actinomycetemcomitans was most frequent in young or aggressive periodontitis subjects. Only GI showed
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higher mean frequency (p = 0.019) in the combined presence of highly leukotoxic A. actinomycetemcomitans
strains,P. gingivalis and P. intermedia. Conclusion: Subjects with aggressive periodontitis exhibited higher frequency
of A. actinomycetemcomitans. The presence of P. gingivalis and/or P. intermedia did not improve the pathogenicity
of highly leukotoxic A. actinomycetemcomitans strains due to the fact that this combination was only followed by

increased inflammation.

Keywords: Prevalence; bacteria; periodontitis.

INTRODUCAO

A doenga periodontal é polimicrobiana e, juntamente com
outros fatores locais e sistémicos, apresenta manifestagdo,
gravidade e indice de progressao que diferem entre os individuos'.

Socransky et al? verificaram maior
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia

(P, intermedia) e Tannerella forsythia (T. forsythia) em bolsas

frequéncia de

periodontais profundas e verificaram ainda que a frequéncia de
P gingivalis, P intermediae Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. actinomycetemcomitans) sorotipo b foi maior conforme o
aumento da profundidade de sondagem, fato também verificado
pelo grupo de estudo de Cortelli et al.’. A. actinomycetemcomitans,
T. forsythia e P Gingivalis sdo reconhecidos patdgenos
periodontais. Adicionalmente, uma classificagdo da microbiota
subgengival em complexos microbianos favoreceu o
conhecimento das inter-relagdes entre as espécies subgengivais,
mostrando, ainda, um aumento de bactérias dos complexos
Laranja e Vermelho em individuos portadores de periodontite,
tornando-se uma ferramenta auxiliar na interpretacdo e na
orientagdo da terapia periodontal*’. Desde entdo, varios
estudos tém confirmado a relagdo entre o complexo Vermelho
e a periodontite cronica. Diferentemente, embora associado
a outras formas de periodontite, A. actinomycetemcomitans
parece atuar de forma isolada quando comparado aos demais
patogenos periodontais verdadeiros [Treponema denticola
(T. denticola), T. forsythia e P. gingivalis] ou aqueles com nivel
intermediario de evidéncia [P. intermedia, Campylobacter rectus
(C. rectus), Prevotella nigrescens (P. nigrescens), Parvimonas micra
(anteriormente Peptostreptococcus micros), Eubacterium nodatum
(E. notadum),

(E nuc. Vincentti)]. Todavia, a existéncia de uma rela¢do

Fusobacterium nucleatum vincentti
antagonica entre A. actinomycetemcomitans e tais espécies tem

sido pouco explorada.

Mesmo dentro da propria espécie, parece haver
pouca ou nenhuma recombina¢do entre diferentes clones
A. actinomycetemcomitans®. Isso ocorre quando se considera os
sete sorotipos (a-g) de A. actinomycetemcomitans (LPS)**® ou
dois padrdes leucotoxicos”™. Embora dotada de vérios fatores
de viruléncia, a patogenicidade decorre de uma complexa
interagdo parasita-hospedeiro. Assim, além do fato de que nem
todas as cepas de A. actinomycetemcomitans sdo igualmente
patogénicas, outras bactérias podem contribuir para o resultado
final, devendo tal intera¢do ser determinada'’. Assim, os
objetivos do presente estudo foram: a) avaliar a distribuicdo de
A. Actinomycetemcomitans em relacio a duas espécies bacterianas
membros dos complexos Vermelho e Laranja em pacientes
periodontais; e b) analisar a relacao entre duas cepas leucotdxicas

de A. Actinomycetemcomitans na presenga de P. gingivalis e
P, intermedia com a manifestago clinica da doenga.

MATERIAL E METODO

O presente estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da Universidade de
Taubaté - UNITAU (Protocolo 0317/07) e, dentre os individuos
elegiveis do estudo, participaram aqueles que assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A amostra do
tipo conveniéncia foi composta por individuos elegiveis que
procuraram atendimento na Clinica de Periodontia da Faculdade
de Odontologia da UNITAU.

Foram incluidos no presente estudo 50 individuos, de
ambos os géneros, com periodontite cronica ou agressiva'? e que
apresentaram no minimo quatro dentes em quadrantes distintos,
bolsas periodontais com profundidade de sondagem (PS) igual
ou superior a 6 mm e nivel clinico de inser¢ao de no minimo
4 mm. Foram também considerados, na selecio dos sitios,
os graus de inflamagdo gengival. Foram excluidos individuos
submetidos a antibioticoterapia e tratamento periodontal nos seis
meses que antecederam o inicio do estudo, bem como diabéticos
descompensados, imunossuprimidos, gestantes, lactantes e
portadores de alteracdes hormonais.

Os parametros clinicos avaliados foram PS (mm), Nivel
Clinico de Insercio - NCI (mm), Indice de Sangramento
Gengival - IG (0/1) e Indice de Placa - IP (0/1)".

Cada dente previamente selecionado foi isolado com roletes
de gaze esterilizada e o biofilme dental supragengival removido
com algodao também esterilizado. Um cone de papel autoclavado,
nimero 30 (Tanari®), foi inserido na por¢do mais apical da bolsa/
sulco periodontal e mantido em posi¢ao por 60 segundos. Os
cones de papel foram colocados em microtubos tipo Eppendorf
contendo 1,5 mL de solugdo de Ringer reduzida e armazenados a
-20 °C até o seu processamento.

Das amostras clinicas, apds homogeneiza¢io mecanica,
300 pL foram centrifugados por 10 minutos a velocidade de
4690 x g. Ao material sedimentado (pellet), foram adicionados
200 uL de matriz comercial de extragio e purificagio de
DNA (Instagene, Bio-Rad®) e seguiu-se entio o protocolo
do fabricante. A reagio em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada em termociclador (Eppendorf’) em condigdes e
mistura padronizadas. Com a finalidade de se verificar o sucesso
do processo de extragdo de DNA, bem como a mistura e ciclos
empregados na PCR, todas as amostras envolvidas no presente
estudo foram processadas inicialmente com primers universais.
As amostras negativas foram novamente submetidas ao processo
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de extracdo e amplificagdo. A partir de entdo, a presenca de
A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. gingivalis foi
avaliada por meio de PCR convencional. Assim, os produtos
foram colocados em microtubo para PCR (Biolab®) e entdo
levados ao termociclador, no qual 35 ciclos de amplificagao foram
empregados. Previamente a repeticdo dos ciclos, o termociclador
foi mantido em 95 °C por 5 minutos. Em todos os ciclos, foi
aplicada temperatura de 95 °C por 30 segundos, 55 °C durante
30 segundos e 72 °C por 1 minuto. Apds a realizagdo de todos
os ciclos, aplicou-se por mais 5 minutos a temperatura de 72 °C.

Com a finalidade de identificar duas subespécies de
A. actinomycetemcomitans de acordo com a leucotoxicidade das
amostras, foram utilizados dois primers®’. Similarmente, dois
primers com capacidade de identificagdo de espécies, mas nao
de subespécies, foram utilizados também para identificagiao de
P, intermedia e P. gingivalis™.

Para a analise dos produtos amplificados pela PCR, foi
empregada eletroforese em gel de agarose a 1%, constituido de
40 mL de solugdo tamponada e 0,40 g de agarose. A solugao
tamponada foi constituida de um envelope de tampao TBE (TBE
buffer, Sigma®), 400 mL de agua destilada e 30 UL de brometo de
etidio.

O gel foi corrido a 10 V.cm™em solugdo tamponada por uma
hora em cuba para eletroforese (Horizon® 11-14) e analisado em
camara de irradia¢do ultravioleta. Marcador de peso molecular
(Ladder 100 - Invitrogem®) foi empregado em todos os géis para
possibilitar o estabelecimento do peso molecular do produto
amplificado pela PCR.

O brometo de etidio foi responsavel pela fluorescéncia do
DNA quando da exposi¢do a luz ultravioleta. Os géis obtidos
foram fotografados e comparados com os produtos amplificados
a partir de cepas padrio, cedidas pelo Instituto Fiocruz, RJ:
a) A. actinomycetemcomitans de maxima leucotoxicidade JP2;
b) A. actinomycetemcomitans de minima leucotoxicidade 652;
c) P intermedia ATCC 25611; d) P. gingivalis ATCC 33277.

1. Andlise Estatistica

As andlises comparativas foram efetuadas utilizando-se os
testes t-Student e Qui-quadrado com auxilio do software Biostat
5.0, adotando-se nivel de significAncia 5% (p < 0,05).

RESULTADO

Dos 50 individuos incluidos no presente estudo, 25 (50%)
apresentaram periodontite agressiva (24,2 + 2,28 anos) e 25 (50%)
periodontite crdénica (39,95 + 9,43), tendo sido observada uma
distribuicdo equivalente entre os géneros.

Os valores de PS e NCI foram numericamente (mm)
maiores nos individuos com periodontite agressiva. Fato inverso
foi observado para IP e IG, em que a presenga de placa e o
sangramento foram maiores nos individuos com periodontite
cronica (p < 0,05) (Tabela 1).

P, gingivalis foi detectada em 90% dos individuos, P. intermedia
em 82 e 28% dos participantes exibiram A. actinomycetemcomitans
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nasamostras subgengivais. Considerando-se o diagnéstico clinico,
foi encontrada maior prevaléncia de A. actinomycetemcomitans
nos individuos com periodontite agressiva em comparagdo aos
diagnosticados com periodontite cronica. Essa diferenca nao foi
observada para P, gingivalis e P. intermedia (Figura 1). Embora o
género nao tenha influenciado as frequéncias bacterianas, a idade
parece ter alguma influéncia, pois A. actinomycetemcomitans
associou-se a individuos mais jovens (Figura 2).

Finalmente, foi proposta uma andlise comparativa
do comportamento dos parametros clinicos periodontais
frente a presenca de A. Actinomycetemcomitans de maxima
leucotoxicidade associada a presenca simultanea de P. gingivalis e
P intermedia, e sua presenga isolada. Apenas o parimetro Indice
Gengival apresentou-se estatisticamente mais pronunciado
(p = 0,0196) no grupo com a combinagao dos trés patégenos.
Profundidade de sondagem (p = 0,3688), nivel clinico de inser¢do
(p = 0,6126) e indice de placa (p = 0,0598) apresentaram-se
estatisticamente equivalentes, independentemente da associa¢dao
de A. actinomycetemcomitans com os demais patogenos.

DISCUSSAO

Asinter-relacdesbacterianas, como sinergismo, comensalismo

ou antagonismo, desempenham papéis importantes no
desenvolvimento e na manuten¢do dos membros da comunidade

que o biofilme dental representa’.

Embora existam muitos estudos avaliando a prevaléncia
de A. actinomycetemcomitans na periodontite''*", poucos
estudos objetivaram analisar a presenca dessa bactéria em casos
de periodontites cronica e agressiva, sob a influéncia de outras
bactérias'®".

Independentemente do diagndstico, a distribuigio mostrou-se
composta com uma equivaléncia entre os géneros masculino e
feminino (n = 21 e n = 29, respectivamente). Embora o ultimo
sistema classificatorio’® tenha desconsiderado o fator idade,
nesta populagdo, a periodontite agressiva (24,2 + 2,28 anos) foi
observada em individuos mais jovens, comparativamente aqueles
diagnosticados com periodontite cronica (39,95 + 9,43 anos). Por
outro lado, individuos com periodontite agressiva apresentaram
maior destrui¢do tecidual enquanto individuos com periodontite
crénica exibiram maior acumulo de biofilme e inflamacio
gengival, achados esses compativeis com as caracteristicas
proprias de cada doenga'>?’. Interessantemente, as diferencas se
mantiveram somente para os valores de PS e NCI, quando os sitios
testes foram comparados entre os dois diagndsticos periodontais
(Tabela 1). Assim, os sitios controles nao diferiram entre os
pacientes com periodontite cronica e periodontite agressiva.

No presente estudo, adotaram-se duas faixas etdrias quando
da condugdo da analise estatistica (<35 e >35 anos de idade).
Apesar de a idade ter influenciado o diagnéstico periodontal
(periodontite cronica ou agressiva), isoladamente os parametros
clinicos néo diferiram entre esses dois grupos etarios. Entretanto,
individuos mais jovens alocaram mais A. actinomycetemcomitans
(p < 0,05), fato reforcado pelos dados de outros estudos®"?2.
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Tabela 1. Valores médios de Profundidade de Sondagem (PS), Nivel Clinico de Inser¢ao (NCI), Indice de Placa (IP) e Indice de Sangramento

Gengival (IG), em fun¢do do diagndstico periodontal

PS 1P 1G
(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média + DP)
Periodontite cronica (4,18 +0,74) (3,80 +0,87) (0,73 £ 0,35) (0,63 £ 0,15)
Periodontite agressiva (4,96 £ 1,09) (4,43 £ 1,29) (0,54 + 0,14) (0,52 £+ 0,10)
p Valor 0,0231 0,03-1 0,0312 0,0432

DP - Desvio padrao; * - Diferenga estatisticamente significativa - Teste-t de Student.
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* - Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) — Teste Qui-quadrado.

Figura 1. Frequéncia de A. actinomycetemcomitans (Aa), P. gingivalis
e P intermedia (Pi) em fungio do diagnéstico periodontal.
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* - Diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) — Teste Qui-quadrado.

Figura 2. Prevaléncia de A. actinomycetemcomitans (Aa), P. gingivalis
(Pg) e P intermedia (Pi) em func¢do da faixa etaria.

A avaliagdo microbiologica do estudo demonstrou uma maior
frequéncia de P. gingivalis (90%) e P. intermedia (82%) do que
A. actinomycetemcomitans (28%), o que parece ser compativel
com o perfil periodontal da populagdo'>***. Similarmente,
verificou-se uma maior frequéncia de A. actinomycetemcomitans
nos individuos com periodontite agressiva em comparagao
aos diagnosticados com periodontite crénica (p < 0,05), o que
também é compativel com a literatura'®?*2!.

Tem-se ponderado que A. actinomycetemcomitans é o

principal ~periodontopatégeno relacionado a peridontite
agressiva e que a leucotoxina produzida pelo mesmo seja um dos
principais fatores de viruléncia em fungio da sua capacidade de
inativar a funcdo de células do sistema imunoldégico humano,
como neutrofilos e macréfagos. Entretanto, fatores ambientais
locais, como alteragbes nos niveis de ferro e pH, podem
influenciar a producio de leucotoxina®. Nesse sentido, as inter-
relagbes bacterianas podem, a essa semelhanga, modificar o
potencial patogénico de algumas espécies e, em consequéncia,
modificar a propria expressdo da doenca. No presente estudo,
avaliando-se a prevaléncia conjunta das bactérias, observou-se
uma maior porcentagem de individuos apresentando uma
combinagdo de duas espécies bacterianas (60%), seguida de trés
espécies (22%), de uma espécie (14%) e, finalmente, auséncia
das espécies testadas (4%) (dados ndo apresentados). Se, por
um lado, esses dados confirmam a improvavel detecgdo de
espécies do Complexo Vermelho (por exemplo, P gingivalis)
na auséncia de espécies do Complexo Laranja (por exemplo,
P intermedia)®, esses também parecem suportar a nio interagio
de A. actinomycetemcomitans com esses mesmos patogenos.
Desde a descrigdo dos complexos microbianos?, as interagoes
bacterianas nas condi¢des de satde e doenca tém sido estudadas
com maior frequéncia. Embora relagdes favoraveis ja estejam bem
documentadas, as relagdes antagénicas ou o isolamento relativo
de certas espécies tém recebido menor atengdo. Sabe-se que
algumas bactérias do Complexo Laranja contribuem para um pH
mais neutro no biofilme dental, favorecendo o desenvolvimento
de bactérias do Complexo Vermelho e contribuindo, assim, para
o agravamento e a progressdo da doenga®. De acordo com o
estudo de Fong et al.”, A. actinomycetemcomitans secreta uma
molécula sinalizadora capaz de mediar as respostas interespécies,
envolvendo patdgenos como P gingivalis, P. intermedia e
Fusobacterium nucleatum. Todavia, no presente estudo,
observou-se que, na presenca de P. gingivalis e/ou P. intermedia,
os individuos com cepas de A. actinomycetemcomitans de maxima
leucotoxicidade apresentaram apenas maior grau de inflamagcéo,
mas ndo de destrui¢io tecidual. Ou seja, ndo houve aumento de
patogenicidade em decorréncia da combinagio bacteriana. Esses
achados deverao ser confirmados por estudos longitudinais, uma
vez que, com o passar do tempo, a maior resposta inflamatdria
observada no estudo transversal possa vir a influenciar
negativamente os tecidos periodontais de suporte. Embora haja
estudos que sugiram um perfil mais isolado de atuagdo para

A. actinomycetemcomitans, em relagdo aos demais patdgenos
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periodontais verdadeiros, outros estudos como o de Thiha et al.”®
sustentam o envolvimento de A. actinomycetemcomitans na
patogénese da periodontite agressiva localizada principalmente
na presenga de P, gingivalis e T. forsythia, sustentando o conceito
de consércio dentro da complexa comunidade do biofilme dental.

Raslan et al.
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Neste estudo transversal, a presenca de P gingivalis e/ou
P intermedia ndo potencializou a patogenicidade das cepas de
A. actinomycetemcomitans de méxima leucotoxicidade, uma vez
que tal combinagdo foi apenas acompanhada de maior inflamacéo.
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