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Resumo

A obtencao de dados microbiologicos e clinicos sobre as periodontopatias em
populagdes humanas ¢ relevante para o conhecimento de sua etiopatogénese e na elaboragao e
avaliacdo das politicas preventivas. Assim, o presente estudo tem como objetivos avaliar as
condigdes periodontais e a ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em
criancas indigenas e ndo-indigenas, bem como a influéncia de fatores culturais, s6cio-
econdmicos e de dieta na ocorréncia desse microrganismo e sobre as condi¢des periodontais
e ocorréncia desse microrganismo. Foram estudados 30 indigenas, que apresentam pouca
miscigenagdo, com idade de 3 a 7 anos, que vivem na reserva Umutina, Estado do Mato
Grosso, bem como 40 criangas ndo-indias, da mesma faixa etaria na regido de Aracatuba.
Realizou-se o exame clinico periodontal da populacao alvo, apds a concordancia de seus pais
ou responsaveis, bem como de suas liderangas locais. A coleta dos espécimes de biofilme
subgengival foi feita com cones de papel, que foram introduzidos nos sulcos gengivais ou
bolsas periodontais e transferidos para agua Milli-Q. A deteccdo desse cocobacilo foi
realizada através de PCR e Real-Time PCR. A andlise estatistica avaliou a possibilidade de
inter-relacdes entre os parametros clinicos e microbioldgicos, bem como as possiveis
diferencgas entre brasileiros indigenas e ndo indigenas. Verificou-se que a ocorréncia desse
microrganismo foi significativamente mais elevada em ndo indios e que, nas amostras
positivas dessas criangas, as populacdes desse microaerofilo foram mais elevadas do que o
observado em criancas indias.
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Abstract

Obtaining data on the clinical and microbiological periodontal in human populations is
relevant to the knowledge of its etiopathogenesis and the development and evaluation of
preventive policies. So, this study aims to assess the health conditions and the occurrence of
periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans children in indigenous and non-
indigenous as well as the influence of cultural factors, socio-economic and diet in the
occurrence of this microorganism and the conditions of periodontal health and occurrence of
this microorganism. Were studied 30 native, showing little mixing, aged 3 to 7 years, living in
the reserve Umutina, State of Mato Grosso, as well as 40 non-Indian children of that age
group in the region of Aracatuba. There was a clinical periodontal examination of the target
population, after the agreement of their parents or guardians, as well as their local leaders.
The collection of specimens of subgingival biofilm was made with paper cones, which were
introduced in the gingival sulcus or periodontal pockets and transferred to Milli-Q water. The
detection of coccobacillus was performed by PCR and Real-Time PCR. The statistical
analysis evaluated the possibility of inter-relationships between clinical and microbiological
parameters as well as possible differences between indigenous and non-indigenous Brazilians.
It was found that the occurrence of this pathogen was significantly higher in non-Indians and
that, in the positive samples of these children, people that microaerophilic were higher than
that observed in Indian children.

Keywords: children, bacteria, gingivitis, prevention, environment, indigenous.
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1- Introducao

Algumas estimativas sugerem que a populagdo autdctone brasileira, no periodo
anterior aos primeiros contatos com europeus, somava milhdes de individuos, divididos em
vérios troncos lingiiisticos. A Fundagdo Nacional do indio estima que, no Brasil, vivem cerca
de 350 mil indios, distribuidos entre 215 sociedades indigenas, cujas comunidades se
encontram em diferentes estados de integragdo com a sociedade brasileira ndo india. Esses
estados de integragdo vao desde grupos isolados até etnias totalmente integradas, com a
substituicdo de seus valores culturais pelos padrdes apresentados pelas comunidades nao
indias.

De acordo com o contato que esses grupos humanos possuem com comunidades
externas, ndo-indias, a distribuicdo, caracteristicas clinicas e a evolucdo das patologias bucais,
como as periodontopatias, sofrem alteracdes, refletindo mudangas de habitos, dentre outros
fatores (ARANTES et al., 2001), como o aumento vertiginoso na ocorréncia de “diabetes
mellitus” em populagdes indigenas com intenso contato com nao-indios (BJELLAND et al.,
2002).

Entre as doengas que acometem o aparelho estomatognatico, merecem destaque as
periodontopatias, que possuem um carater endogeno e estdo associadas a formagdo de um
biofilme microbiano complexo, onde espécies bacterianas desempenham um papel especifico
na patogénese dessas condigdes, quer através de danos diretos aos tecidos do hospedeiro, quer
através de fendmenos inflamatdrios e imunologicamente mediados (FENG e WEINBERG,
2006), sendo que as gengivites, em particular, sdo quase universais em criangas e podem criar
condi¢gdes favoraveis para o desenvolvimento de futuras perdas de inser¢do do elemento
dental (COUTINHO e TOSTES, 1997; XAVIER et al., 2007).

Contudo, a despeito da importancia de deferentes fatores no desenvolvimento das
periodontopatias, pouca atencdo tem sido dada as caracteristicas peculiares da epidemiologia
dessas patologias bucais em populacdes indigenas (CAMPBELL et al., 2005), sendo que os
poucos dados disponiveis, quase que invariavelmente, refletem as caracteristicas prevalentes
entre populagdes indigenas bastante miscigenadas na América do Norte (SKREPCINSK e
NIENDORFF, 2000).

Essa escassez de dados ¢ ainda mais significativa quando os aspectos epidemiologicos
e predisponentes das periodontopatias das populagdes indigenas da América Latina sdo
analisados (RONDEROS et al., 2001; DOWSETT et al., 2002), sendo que, nessas
comunidades, os aspectos étnico-raciais ainda preservam caracteristicas peculiares que se

perderam na maioria das populagdes indigenas norte americanas (RONDEROS et al., 2001).




As informagdes disponiveis sobre as transformagdes da microbiota periodontal dessas
populagdes autdctones, ao longo do processo de integracdo na sociedade nao india, sdo
escassas, particularmente nas comunidades que ainda mantém fortes lacos culturais, sociais e
lingiiisticos com o seu passado, como acontece com as etnias da reserva Umutina, no estado
do Mato Grosso, onde a miscigenagdo com nao-indios ¢ uma caracteristica rara.

A patogénese das periodontopatias estd ligada a diferentes espécies microbianas,
destacando-se Aggregatibacter actinomycetemcomitans nas modalidades clinicas mais
agressivas dessas doencas, particularmente em pacientes mais jovens, relacionados a outros
microrganismos Gram-positivos e negativos (MIURA et al., 2005; YANG et al., 2005; FENG
e WEINBERG, 2006). A distribuicdo de alguns desse cocobacilo ainda possui marcada
influéncia étnico-racial (GAETTI-JARDIM Jr. et al., 2006; ROSALEM Jr. et al., 2006),
sendo muito mais freqiiente em populagdes africanas ou afrodescendentes (HAFFAJEE et al.,
2004; LEUNG et al., 2005).

Sabe-se que as bactérias anaerobias e microaerdfilas bucais estdo envolvidas em
diversos outros processos infecciosos. Entretanto, poucos sdo os laboratdrios clinicos ou de
pesquisa, no Brasil, que realizam o isolamento, identificacido e detecgdo desses
microrganismos, seja por métodos convencionais quanto moleculares (GAETTI-JARDIM JR,
1997; PAULA ET AL., 2003), sendo que os métodos moleculares constituem importantes e
precisas ferramentas de diagnostico clinico e identificacdo das espécies microbianas bucais
(KUBONIWA et al., 2004; SANZ et al., 2004; YAMAURA et al., 2005), colaborando na
compreensdo das inter-relagdes entre essa microbiota e seu hospedeiro (SAYGUN et al.,
2005). Dentre essas metodologias, destaca-se o Real-Time PCR, que fornece dados
quantitativos e qualitativos da populacdo microbiana envolvida nos processos infecciosos

periodontais (SANZ et al., 2004; LEUNG et al., 2005).
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2- Proposicao

Assim, considerando-se a importancia de estudos sobre a distribuigdo e caracterizacio
das periodontopatias em criangas indigenas e nao-indigenas, para a elaboracao de politicas de
saude especificas para diferentes etnias e grupos sociais, bem como a necessidade de uma
caracterizacdo da microbiota associada as mesmas, o presente estudo objetivou caracterizar a
ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em 30 criangas com idade de 3 a 7
anos da reserva indigena Umutina, Estado do Mato Grosso, bem como de 40 criangas nao-
indias na mesma faixa etaria, além de determinar, através de PCR convencional e Real Time
PCR, correlacionando com as condi¢des periodontais das mesmas com as condigdes

periodontais, socioeconomicas, de dieta e culturais.

3- Material e métodos

Todos os procedimentos clinicos e laboratoriais do presente estudo foram
acompanhados e receberam a colaboracio de alunos de doutorado e mestrado em
Estomatologia além de estagidrios da FOA-UNESP e colaboragdao de pesquisadores do
Laboratdrio de Anaerdbios do ICB-USP e do corpo de satide da FUNASA (médicos, dentistas
e enfermeiros). O exame clinico e radiografico da populagio indigena, bem como a coleta dos
espécimes clinicos foram realizados por especialistas em Periodontia e Odontologia
Preventiva previamente calibrados.

As amostras clinicas oriundas das criangas indigenas e ndo indigenas, mantidas em
gelo, eram entregues no laboratdrio, juntamente com os dados referentes as condigdes
periodontais e radiograficas dos pacientes examinados e fazia-se a extracdo do DNA
microbiano, bem como a detec¢do do microrganismo alvo através do PCR convencional e do
real-time PCR. As inter-relagdes entre os pardmetros sociais, clinico-radiograficos e
microbioldgicos foram determinadas com auxilio da Prof. Dra Christiane Marie Schweitzer,
diretora do Nucleo de Tecnologia da Informacdo e docente do Centro de Matematica e

Estatistica-Universidade Federal do ABC.

3.1- Populacio estudada

O grupo amostral submetido a avaliagcdo clinica, radiografica, socio-econdmica e
cultural foi constituido por 30 criancas indigenas, com idade de 3 a 7 anos,
independentemente de género, e que ndo fizeram uso de antimicrobianos nos trés meses que
precederam a coleta dos espécimes clinicos. As criancas ndo apresentavam historico de

miscigenacdo com nao-indios e pertenciam as etnias Umutina, Paresi, Bororo, Bakairi,
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Kayabi, Irantxe, Nambikwara e Terena, que vivem na aldeia Umutina, Estado do Mato
Grosso. Criangas que possuiam patologias sist€émicas ou necessidades especiais nao
participaram do estudo (HAFFAJEE et al., 2004). Para o grupo de 40 criangas ndo indias,
foram utilizados os mesmos critérios de inclusdo e exclusao descritos acima, sendo que as
mesmas serdo selecionadas em escolas da rede publica de ensino Aragatuba, Sao José do Rio
Preto e regido.

Baseado nos dados sobre a distribuicdo das condi¢des socioecondmicas da populacao
indigena estudada, se procurou compor o grupo de criangas ndo-indigenas de forma que o
mesmo apresente condigdes equivalentes as apresentadas pelas familias da reserva Umutina,
guardadas as limitagdes de estudos comparativos dessa natureza, utilizando-se, para tanto de
software de busca parametrizada desenvolvido pela Professora Dra. Christiane Marie
Schweitzer.

Os pais e/ou responsaveis pelas criangas indigenas, bem como os lideres da
comunidade, receberam instru¢des sobre a importancia e objetivos do estudo, bem como as
autoridades de satde da FUNASA e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Assim, a sele¢do e o atendimento da comunidade foram realizados com o
consentimento da populagdo envolvida, anuéncia da FUNASA e do Conselho de Saude da
comunidade, o qual também informou as condi¢des de satide sist€émica e peculiaridades da
populagdo alvo.

No caso das criangas ndo indias, os pais e responsdveis receberam instrucdes
semelhantes e somente participardo do estudo as criangas que consentirem € cujos pais
autorizaram sua participagdo. Foram selecionadas criangas que, em funcdo de local de
residéncia, aspectos socioeconOmicos € culturais ndo estavam recebendo tratamento

odontologico preventivo ou curativo.

3.2- Exames clinicos

Os exames clinicos da populagdo indigena foram realizados entre meados de 2007 e
fevereiro de 2008, enquanto as criangas ndo-indias foram selecionadas e examinadas no
primeiro trimestre de 2008.

Inicialmente precedeu-se a anamnese, em formuldrios padronizados, constando a
identificacdo do paciente, idade, aspectos étnicos, historia da doenca atual, historias social,
médica e familiar. Quando necessario, o antropdlogo da aldeia colaborou no preenchimento
dos formularios, juntamente com os profissionais de satide envolvidos. A seguir, realizou-se o

exame clinico intra e extra bucal.
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Os exames clinicos periodontais foram realizados por um tnico examinador
previamente treinado, utilizando-se os critérios do Periodontal Screening and Recording
(PSR). O exame foi realizado com o uso de espelho bucal plano, pinca para algodao
(Duflex®), sondas periodontais milimetradas tipo Williams (Trinity®) e sondas periodontais
(Trinity"), semelhantes as sondas numero 621 da Organizagdio Mundial de Saude,
recomendada pela American Dental Association e American Association of Periodontology.

Este ultimo tipo de sonda apresenta uma esfera de 0,5 mm de diametro na sua ponta
ativa, de particular importancia para deteccdo de calculo, evitando também o aprofundamento
excessivo na bolsa periodontal. Os dados coletados eram registrados em ficha apropriada,
segundo recomendagdo da ADA e AAP. Todos os pacientes e sadios receberam palestras
individuais sobre instru¢des de higiene oral, seguindo a técnica de escovacdo preconizada por
Bass, utilizacdo de fio/fita dental e uso de escovas interdentais.

No exame periodontal complementar, foram considerados o indice sangramento
gengival (AINAMO e BAY, 1975), presenca de calculo supragengival, determinagdo da
profundidade clinica de sondagem e o nivel clinico de inser¢do (RAMFJORD, 1959), indice
de higiene oral (O’LEARY et al., 1972), com utilizacdo de verde de malaquita (2%, o qual
ndo apresenta atividade antimicrobiana significativa).

As criangas nao-indias foram examinadas de forma semelhante a descrita acima e
foram encaminhadas para tratamento preventivo e curativo junto a Faculdade de Odontologia

de Aracgatuba-UNESP.

3.3- Obtencao dos espécimes clinicos

Os espécimes clinicos foram coletados de trés sitios periodontais por paciente, que
foram divididos em pacientes sadios, portadores de gengivite ou portadores de periodontite. A
coleta dos espécimes do biofilme subgengival foi realizada apds a remogdo do biofilme
supragengival (profilaxia dental). A coleta foi realizada por meio de cones de papel
absorvente esterilizados, que eram introduzidos no interior dos sulcos gengivais (ou bolsas
periodontais), onde permaneceram por 60 segundos (SLOTS, 1982; GAETTI-JARDIM JR. et
al., 1996). Também foram coletados espécimes clinicos de saliva e biofilme supragengival,
estes ultimos com auxilio de curetas periodontais.

Todos os espécimes coletados foram transferidos imediatamente para criotubos
contendo agua ultrapura Milli-Q e mantidos em nitrogénio liquido. A seguir as amostras
(oriundas da éarea indigena) foram enviadas, sob refrigeragdo (-196°C), por via aérea até a

Faculdade de Odontologia de Aracatuba-UNESP, para extragdo do DNA microbiano presente.
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3.4- Extracao do DNA bacteriano e determinacio de sua concentracio

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com agua Milli Q foi extraido através do
“kit” QIAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha), conforme as instrucdes do fabricante e as
concentragdes dos DNA bacterianos foram determinadas em espectrofotdometro (Beckman,

Modelo DU-640), com leitura da absorbancia (Az60 nm)-

3.4.1- Deteccgdo de A. actinomycetemcomitans por PCR convencional

A deteccdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans pela amplificagio do DNA
por PCR convencional foi realizada empregando-se os iniciadores utilizados previamente por
Avila-Campos e Velasquez-Meléndez.

A amplificagdo do DNA foi realizada em volumes de 25 pl, contendo 2,5 ul de 10 X
tampao PCR, 1,25 pl de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de ANTP (10 mM), 0,25 ul de Tag DNA
polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de agua ultrapura Milli-Q
esterilizada ¢ 10 pl de DNA (ng). A amplificacdo foi realizada em aparelho de PCR
(Amplitherm, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); 35
ciclos de 94°C (1 min.), 60°C (1 min.), 72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.).

Em todas as reagdes foram utilizadas, como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia do microrganismo estudado (Y4). Como controle de peso molecular foi utilizado o
marcador 1 Kb DNA ladder (Gene Ruler™). Os produtos da amplificagdo pelo PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml)
e fotografados sobre transiluminador com luz UV com camara Kodak (Eletrophoresis

Documentation and Analyses System 120).

3.4.2- Analise Quantitativa por “Real-Time PCR”

Foram utilizadas seqiiéncias baseadas nos genes da regido 16SrRNA do genoma,
especificas para os organismos em estudo (MAEDA et al., 2003). A sonda fluorescente que
foi utilizada no sistema TagMan ¢ marcada no sentido 5’ com 6-carboxifluoresceina (reporter
dye) e no sentido 3’ com 6-carboxitetrametilrodamina (quencher dye). A emissao fluorescente
desse sistema TaqMan depende de uma sonda (equivalente a um terceiro iniciador) que

anelava especificamente entre os dois iniciadores utilizados, o que torna o processo mais
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preciso e especifico. Além desse aspecto, s6 ha a deteccdo da amplificagdo quando existem
sitios de anelamento tanto para o par de iniciadores como para a sonda.

As reacoes de amplificacdo foram realizadas em volumes finais de 25 pl, contendo de
1 X de Master Mixture TagMan Universal (tampao PCR, dANTP, AmpliTaq Gold, sinal de
referéncia interno, [6-carboxi-'X’-rodamina], uracil N-glicosidase-UNG, MgCl,; Applied
Biosystem, Foster City, Calif), 900 nM de cada iniciador, 200 nM da sonda e 5 ul do DNA.
As curvas-padrao foram construidas a partir de diluigdes conhecidas de DNA.

Essas reagdes de amplificacdo foram realizadas em aparelho Rotor Gene 6000
(Corbett Life Science, Mortlake, New South Wales, Australia) programado para um ciclo a
94°C (10 min.), 40 ciclos a 95°C (15s.), 60°C (60s.), produzindo fragmentos aproximados de
1098 bp obtidos e comparados ao controle. A analise dos dados foi realizada com o programa
incorporado no sistema de detecg¢do. A linha “threshold” foi definida como aquela referente
ao ciclo de amplificagdo em que a fluorescéncia emitida pela amostra mostrar-se superior a
fluorescéncia de fundo da reacao e serd inversamente proporcional ao logaritmo do numero de
copias do DNA alvo presentes no inicio do processo.

Em todos os testes de amplificagdo do DNA por PCR e real-time PCR serao utilizados
controles positivos constituidos de DNA obtido das cepas de referéncia A.

actinomycetemcomitans JP2 e ATCC 33384 e controle negativo, sem DNA.

4- Analise Estatistica

As amostras permitiram, através de estatisticas pontuais e intervalos de confianca,
caracterizar as populagdes indigenas quanto aos parametros microbiologicos. Prevaléncia e
analise de risco serdo feitas utilizando-se as estatisticas de Cochran e Mantel-Haenszel para
variaveis dicotomicas, ou teste de Qui-quadrado de Pearson para andlise de proporgdes
quando as varidveis possuirem trés ou mais categorias. A presenca ou auséncia desse
microrganismo foi avaliada através de ANOVA de resultados repetitivos. A inter-relacao
entre a ocorréncia do microrganismo alvo e os parametros clinicos foi avaliada através do
teste exato de Fisher. A andlise estatistica foi realizada no Centro de Matematica Computagao

e Cognicao da Universidade Federal do ABC.
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5- Resultados

Os resultados obtidos com o PCR convencional apresentaram boa correlagdo com os
dados do real-time PCR, sendo que a sensibilidade dos dois métodos se mostrou similar,
embora para as amostras de individuos periodontalmente sadios o real-time PCR tenha se
mostrado ligeiramente mais sensivel, embora sem significancia estatistica (ANOVA de
resultados repetitivos, P=0,061).

A ocorréncia de A. actinomycetemcomitans entre criangas indias sadias e criangas nao
indias sadias foi significativamente diferente apenas para os resultados oriundos do sulco
gengival, sendo que a modesta quantidade de amostras positivas obtidas a partir do biofilme
supragengival e saliva desses pacientes ndo permite uma comparagdo estatistica mais
adequada. Por outro lado, nas criangas com gengivite, as que ndo viviam na reserva Umutina
foram colonizadas por uma freqiiéncia muito mais elevada por esse microaeréfilo, tendo sido
encontrado em uma freqiiéncia mais elevada na saliva (teste de Mann-Whitney, P= 0,047), no
biofilme supragengival (teste de Mann-Whitney, P= 0,021) e biofilme subgengival (teste de
Mann-Whitney, P= 0,006), sendo que a ocorréncia desse microrganismo mostrou correlagdo
com o indice de placa (teste de Qui-quadrado, P=0,028) e inflamacao gengival (teste de Qui-

quadrado, P=0,008).
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Tabela 1. Ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criangas indigenas e ndo indigenas com diferentes condigdes

periodontais. Dados obtidos por PCR.

Pacientes estudados

Amostra clinica ; 5 3 1
CIPS N=11 CIG" N=19 CNIPS'N=23 CNIG'N=17

Saliva 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (4,35) 3(17,65)*
Biofilme supragengival 0(0,0) 0(0,0) 4(17,39) 8 (47,06)*
Biofilme subgengival 0 (0,0) 0 (0,0) 7 (30,43)* 10 (58,82)*

T " ; " " ; "
Criangas indias periodontalmente saudaveis

*Criangas indias com gengivite

3Criancas ndo indias periodontalmente saudaveis

4 . ~ . ..
Criangas nao indias com gengivite
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Tabela 2. Ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criangas indigenas e ndo indigenas com diferentes condigdes

periodontais. Dados obtidos por real-time PCR.

Pacientes estudados
Amostra clinica

CIPS' N=11 CIG* N=19 CNIPS’N=23 CNIG*N=17

Saliva 0 (0,0) 1(5,26) 1 (4,35) 5(29,41)*
Biofilme supragengival 0(0,0) 1(5,26) 3 (13,04) 10 (58,82)*
Biofilme subgengival 0 (0,0) 1(5,26) 9 (39,13)* 10 (58,82)*

T . , . N A N
Criangas indias periodontalmente saudéaveis

*Criangas indias com gengivite

3Criancas néo indias periodontalmente saudaveis

4 . ~ . ..
Criangas nao indias com gengivite

Além da ocorréncia desse microrganismo, em termos qualitativos, como descrito nas
tabelas 1 e 2, os dados da tabela 3 evidenciam que as populagdes desse microrganismo sao
muitos mais elevadas nos espécimes positivos obtidos de criangas ndo indias (ANOVA, P=
0,003) e no biofilme subgengival, sendo que a contaminagdo salivar mostra refletir

pobremente a populagio desse patogeno no biofilme (Indice de correlagdo -453, P=0,021).
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Tabela 3. Populagoes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criangas indigenas e ndo indigenas com diferentes condigdes

periodontais. Dados Obtidos por real-time PCR.

Copias de DNA alvo nas amostras média + desvio padrao
Amostra clinica

CIPS' CIG’ CNIPS’ CNIG*
Saliva ND 1,46. 10 1,32 .10° 1,23 .10°+ 0,88 .10
Biofilme supragengival ND 1,8.10° 3,1.10°£0.37.10° 8,3.10°+1,9.10°
Biofilme subgengival ~ND°  3,11.10° 422 .10°+£1,18.10° 2,82.10*+0,67 .10

T~ - . 1- p .
Criangas indias periodontalmente saudaveis
*Criangas indias com gengivite
3Criancas ndo indias periodontalmente saudaveis
4 . ~ . ..
Criangas nao indias com gengivite

SND: nio detectado
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6- Discussio

Dentre os principais microrganismos associados aos quadros infecciosos periodontais,
merece destaque A. actinomycetemcomitans, freqiientemente ligado aos quadros mais
agressivos dessas doencas (CORTELLI et al.,, 2005; GAETTI-JARDIM Jr. et al., 2006;
LAFAURIE et al., 2007; CARVALHO et al., 2009), mas também implicado em infecgdes
cronicas (TIMMERMAN et al., 2001; AVILA-CAMPOS & VELASQUEZ-MELENDEZ,
2002; DOGAN et al., 2003; EBERSOLE et al., 2008).

A. actinomycetemcomitans merece destaque por ser um dos microrganismos bucais
cuja distribui¢do apresenta notdvel influéncia das caracteristicas étnicas e geograficas das
populacdes envolvidas (RYLEV & KILIAN, 2008), tendo sido detectado em 35%-45% dos
pacientes norte americanos com periodontite cronica (EBERSOLE et al., 2008; ANGELOV et
al., 2009), de 52% a 90% dos brasileiros com essa condi¢ao periodontal (AVILA-CAMPOS
& VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002; COLOMBO et al., 2005), 65,5% das pacientes
gravidas norte-americanas com esse tipo de periodontite (PERSSON et al., 2008), de 76 a
93,5% dos pacientes tailandeses descritos por Hintao et al. (2007) e 86,4% dos mexicanos
com periodontite (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006), além de elevada prevaléncia na Africa do
Norte (HAUBEK et al., 2008) e China (TONG et al., 2003; WU et al., 2007).

Contudo, Tanner et al. (2007) observaram esse microaerofilo em apenas pouco de
mais de 20% das lesdes iniciais de periodontite, enquanto Eguchi et al. (2008) detectaram-no
em apenas 10,9% dos pacientes com abscesso periodontal, no Japao, e Lafaurie et al. (2007),
em com diversas populacdes colombianas, verificaram a presenca desse microaerofilo em
aproximadamente 15%, 18%, 33%, 28% e 5% dos individuos com periodontite cronica
localizada, generalizada, periodontite agressiva localizada, generalizada e em individuos
sadios, respectivamente. Além desses grupos, uma baixa prevaléncia desse microaerofilo na
Colombia (BOTERO et al., 2007a; HERRERA et al., 2008), Holanda (BOUTAGA et al.,
2006) e Espanha (HERRERA et al., 2008) vem sendo relatada, com uma ocorréncia sempre
inferior a 20% em casos de periodontite e 10% na populagao saudavel.

A ocorréncia desse microrganismo para as criancas indigenas mostrou-se inferior a
dados relativos a outras populagdes brasileiras, onde o mesmo foi detectado de 40,3 % dos
sadios (GAETTI-JARDIM lJr. et al., 2006) e de 50% a 80% dos pacientes com periodontite
cronica (TONG et al., 2003; COLOMBO et al., 2005, CORTELLI et al., 2005), sendo que
esses dados foram semelhantes aos obtidos para criangas ndo indias.

Entretanto, a grande heterogeneidade da populagdo brasileira pode dificultar

comparagdes entre os resultados obtidos comas criangas ndo indias e dados oriundos de outras
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areas geograficas visto que a denominacdo “ndo indio” ndo traz em si mesma nenhuma
caracteristica do ponto de vista racial e ¢ muito provavel que parcela significativa dessas
criancas tenha DNA mitocondrial tipicamente americano, enquanto 0s meninos teriam
cromossomo Y tipicamente europeu ou ibérico, uma vez que a colonizagdo do nosso pais
claramente evidencia o europeu mediterrdneo como pai ¢ a india e a mulher negra, escrava ou
ndo, como as maes dessa populagdo essencialmente mestiga.

Essa predilecao racial desse microrganismo pode refletir os diferentes mecanismos de
transmissao a que ele esta sujeito e principalmente o processo de formac¢do do povo brasileiro,
como descrito sucintamente acima. Contudo, essa heterogeneidade de distribuicdo em
diferentes populagdes humanas também pode estar associada a viruléncia dos varios sorotipos
e gendtipos dessa espécie, que condicionam o tipo de interacdo que as mesmas estabelecem
com o hospedeiro (THIHA et al., 2007; HAUBEK et al., 2008), bem como com o fato de que
essa espécie bacteriana parece evoluir principalmente através do acumulo de mutacdes e
menos devido a recombinagdo genética, o que tornaria os diferentes sorotipos verdadeiras
subpopulagdes geneticamente isoladas cuja disseminacdo estaria intimamente ligada ao
destino das populacdes humanas portadoras (HAUBEK et al., 2008; RYLEV & KILIAN,
2008).

O papel de A. actinomycetemcomitans nas doengas periodontais necessita ser mais
bem avaliado, visto ter se mostrado bastante comum no biofilme sub e supra gengival de
algumas populagdes (DAHLEN & LEONHARDT, 2006; HINTAO et al., 2007) e mais raro
ou ausente em populacdes autdctones da América do Sul e América Central, (IDE et al., 2000;
DOWSETT et al., 2002). Alguns estudos mostram que, em certas populacdes, a ocorréncia
desse cocobacilo parece ndo afetar a satide periodontal e sua distribuicdo pode ser ainda mais
elevada em individuos sadios (MAYANAGI et al., 2004; DAHLEN & LEONHARDT, 2006).
Possivelmente essa heterogeneidade esteja associada a viruléncia dos varios sorotipos e clones
que constituem essa espécie (THIHA et al., 2007; HAUBEK et al., 2008; CARVALHO et al.,
2009), onde, na populagdo brasileira ndo india, o sorotipo B estaria mais associado as formas
mais agressivas de periodontite e o sorotipo A colonizaria os individuos sadios (CARVALHO

et al., 2009).
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7- Conclusao
A ocorréncia de A. actinomycetemcomitans foi significativamente mais elevada em
criangas brasileiras ndo indias do que nas criangas indias e esse microrganismo mostrou

correlagdo com o indice de placa e inflamagao gengival na populagado alvo.
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ANEXOS

Anexo a — Comités de Etica

A%« UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes “ULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Aragatuba
'“‘ /

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 113/2006
CEP Aragatuba, 11 de agosto de 2006.

SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2006-01417

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favoravel do relator que analisou o projeto “ESTUDQO EPIDEM]OL(')GICO DAS
LESOES ORAIS E AVALIACAO DA MICROBIOTA BUCAL EM UMA
COMUNIDADE INDIGENA BRASILEIRA” expede o seguinte parecer:

Aprovado:

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugio

CNS 215, devera ser enviado relatério parcial em 10/08/2007 e o rFlatério final em

10/08/2008.
Prof. Dr. Stefan F‘Qzﬁ (Ig Carv;)ho Dekon
Coordenador do CE
Ciente.De acordo.
IImo. Senhor
Dr.ELERSON GAETTI JARDIM JUNIOR
Aragatuba-SP-

Faculdade de Odontologia e Curso de Modicina Veterinaria —
Rua Josd Bonifacio, 1193 CEP 16015-050 Aragatuba — SP
Tol (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa.unosp.br
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GOVERNO DO ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Escola de Salde Publica de Mato Grosso
Coordenagao de Pesquisa e Desenvolvimento em Salide
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/SES/MT

Protocolo n® 239/07-CEP/SES-MT
Data do recebimento: 30/11/2006

Oficio n® 021/07 CEP/SES-MT
Cuiabd, 07 de margo de 2007.

A Senhora
Evanice Menezes Margal Vieira
Pesquisadora Responsavel

Assunto: Parecer do projeto de pesquisa

Prezada Senhora,

O Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de Estado de Sadde de
Matc Grosso analisou o protocolo de pesquisa intitulado: “Estudo das
condigdes de savide bucal e avatiagéio da microbiota periodontopatogénica
em uma comunidade indigena brasileira”, sendo o mesmo enquadrado na
categoria “Aprovado”.

Conforme Resolugdo do CNS n°196/06 item IX.2.c, cabe ao pesquisador
apresentar relatdrios da pesquisa ao Comité a partir da data de sua aprovacéo,
ficando assim definido: relatério parcial dia 07/06/07 e relatdrio final dia G7/09/07,

cumprindo assim as prerrogativas da resolugdo em pauta.

Atenciosamente,

Jaldsern Qowends Gy iine.,
Valdete Marques Arnaut Antiqueira
Coordenadora do CEP/SES/MT
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Anexo b — Artigo a ser enviado para a revista PEDIATRIC DENTAL JOURNAL

Occurrence of Aggregatibacter actinomycetemcomitans in brazilian children indian and
non-indian.

Salineiro, Fernanda Cristina Sales; Vieira, Evanice Margal Menezes; Gaetti — Jardim,
Elerson Junior.

Departamento de Patologia e Propedéutica Clinica FOA-UNESP

Rua José Bonifacio N°.1193

CEP: 16015-050

Aragatuba — Sao Paulo — Brasil

Fernanda Cristina Sales Salineiro

Rua Primeiro de Maio N°.856 — APTO. 113
CEP: 16015-550

Aragatuba — Sao Paulo — Brasil

FAX: (55-18-3622-2476)

E-mail: f.salineiro@gmail.com

Abstract

Obtaining data on the clinical and microbiological periodontal in human populations is
relevant to the knowledge of its etiopathogenesis and the development and evaluation of
preventive policies. So, this study aims to assess the health conditions and the occurrence of
periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans children in indigenous and non-
indigenous as well as the influence of cultural factors, socio-economic and diet in the
occurrence of this microorganism and the conditions of periodontal health and occurrence of

this microorganism. Were studied 30 native, showing little mixing, aged 3 to 7 years, living in
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the reserve Umutina, State of Mato Grosso, as well as 40 non-Indian children of that age
group in the region of Aracatuba. There was a clinical periodontal examination of the target
population, after the agreement of their parents or guardians, as well as their local leaders.
The collection of specimens of subgingival biofilm was made with paper cones, which were
introduced in the gingival sulcus or periodontal pockets and transferred to Milli-Q water. The
detection of coccobacillus was performed by PCR and Real-Time PCR. The statistical
analysis evaluated the possibility of inter-relationships between clinical and microbiological
parameters as well as possible differences between indigenous and non-indigenous Brazilians.
It was found that the occurrence of this pathogen was significantly higher in non-Indians and
that, in the positive samples of these children, people that microaerophilic were higher than
that observed in Indian children.

Keywords: children, bacteria, gingivitis, prevention, environment, indigenous.

Introduciao

Algumas estimativas sugerem que a populagdo autdctone brasileira, no periodo
anterior aos primeiros contatos com europeus, somava milhdes de individuos, divididos em
vérios troncos lingiiisticos. A Fundagio Nacional do indio estima que, no Brasil, vivem cerca
de 350 mil indios, distribuidos entre 215 sociedades indigenas, cujas comunidades se
encontram em diferentes estados de integragdo com a sociedade brasileira nao india. Esses
estados de integragdo vao desde grupos isolados até etnias totalmente integradas, com a
substituicdo de seus valores culturais pelos padrdes apresentados pelas comunidades nao
indias.

De acordo com o contato que esses grupos humanos possuem com comunidades
externas, ndo-indias, a distribui¢do, caracteristicas clinicas e a evolucao das patologias bucais,

como as periodontopatias, sofrem alteracdes, refletindo mudangas de habitos, dentre outros
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fatores (ARANTES et al., 2001), como o aumento vertiginoso na ocorréncia de ‘“diabetes
mellitus” em populagdes indigenas com intenso contato com nao-indios (BJELLAND et al.,
2002).

Entre as doencas que acometem o aparelho estomatognatico, merecem destaque as
periodontopatias, que possuem um carater endogeno e estao associadas a formacdo de um
biofilme microbiano complexo, onde espécies bacterianas desempenham um papel especifico
na patogé€nese dessas condigdes, quer através de danos diretos aos tecidos do hospedeiro, quer
através de fendmenos inflamatdrios e imunologicamente mediados (FENG e WEINBERG,
2006), sendo que as gengivites, em particular, sdo quase universais em criangas e podem criar
condigdes favoraveis para o desenvolvimento de futuras perdas de inser¢do do elemento
dental (COUTINHO e TOSTES, 1997; XAVIER et al., 2007).

Contudo, a despeito da importancia de deferentes fatores no desenvolvimento das
periodontopatias, pouca aten¢do tem sido dada as caracteristicas peculiares da epidemiologia
dessas patologias bucais em populacdes indigenas (CAMPBELL et al., 2005), sendo que os
poucos dados disponiveis, quase que invariavelmente, refletem as caracteristicas prevalentes
entre populagdes indigenas bastante miscigenadas na América do Norte (SKREPCINSK e
NIENDORFF, 2000).

Essa escassez de dados ¢ ainda mais significativa quando os aspectos epidemiologicos
e predisponentes das periodontopatias das populacdes indigenas da América Latina sdo
analisados (RONDEROS et al., 2001; DOWSETT et al.,, 2002), sendo que, nessas
comunidades, os aspectos étnico-raciais ainda preservam caracteristicas peculiares que se
perderam na maioria das populagdes indigenas norte americanas (RONDEROS et al., 2001).

As informagodes disponiveis sobre as transformagdes da microbiota periodontal dessas
populagdes autdctones, ao longo do processo de integragdo na sociedade ndo india, sdo

escassas, particularmente nas comunidades que ainda mantém fortes lacos culturais, sociais e
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lingiiisticos com o seu passado, como acontece com as etnias da reserva Umutina, no estado
do Mato Grosso, onde a miscigenagdo com nao-indios ¢ uma caracteristica rara.

A patogénese das periodontopatias estd ligada a diferentes espécies microbianas,
destacando-se Aggregatibacter actinomycetemcomitans nas modalidades clinicas mais
agressivas dessas doencas, particularmente em pacientes mais jovens, relacionados a outros
microrganismos Gram-positivos e negativos (MIURA et al., 2005; YANG et al., 2005; FENG
e WEINBERG, 2006). A distribuicdo de alguns desse cocobacilo ainda possui marcada
influéncia étnico-racial (GAETTI-JARDIM Jr. et al., 2006; ROSALEM Jr. et al., 2006),
sendo muito mais freqliente em populacdes africanas ou afrodescendentes (HAFFAJEE et al.,
2004; LEUNG et al., 2005).

Sabe-se que as bactérias anaerdbias e microaerdfilas bucais estdo envolvidas em
diversos outros processos infecciosos. Entretanto, poucos sdo os laboratérios clinicos ou de
pesquisa, no Brasil, que realizam o isolamento, identificacdo e detecgdo desses
microrganismos, seja por métodos convencionais quanto moleculares (GAETTI-JARDIM JR,
1997; PAULA ET AL., 2003), sendo que os métodos moleculares constituem importantes e
precisas ferramentas de diagnostico clinico e identificagdo das espécies microbianas bucais
(KUBONIWA et al., 2004; SANZ et al., 2004; YAMAURA et al., 2005), colaborando na
compreensdo das inter-relacdes entre essa microbiota e seu hospedeiro (SAYGUN et al.,
2005). Dentre essas metodologias, destaca-se o Real-Time PCR, que fornece dados
quantitativos e qualitativos da populacdo microbiana envolvida nos processos infecciosos
periodontais (SANZ et al., 2004; LEUNG et al., 2005).

Assim, considerando-se a importancia de estudos sobre a distribui¢do e caracterizacao
das periodontopatias em criangas indigenas e nao-indigenas, para a elaboracao de politicas de
saude especificas para diferentes etnias e grupos sociais, bem como a necessidade de uma

caracterizacdo da microbiota associada as mesmas, o presente estudo objetivou caracterizar a
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ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em 30 criangas com idade de 3 a 7
anos da reserva indigena Umutina, Estado do Mato Grosso, bem como de 40 criangas nao-
indias na mesma faixa etaria, além de determinar, através de PCR convencional e Real Time
PCR, correlacionando com as condigdes periodontais das mesmas com as condig¢des

periodontais, socioecondmicas, de dieta e culturais.

Material e métodos

Todos os procedimentos clinicos ¢ laboratoriais do presente estudo foram
acompanhados e receberam a colaboracdo de alunos de doutorado e mestrado em
Estomatologia além de estagidarios da FOA-UNESP e colaboragdo de pesquisadores do
Laboratdrio de Anaerdbios do ICB-USP e do corpo de satide da FUNASA (médicos, dentistas
e enfermeiros). O exame clinico e radiografico da populacio indigena, bem como a coleta dos
espécimes clinicos foram realizados por especialistas em Periodontia e Odontologia
Preventiva previamente calibrados.

As amostras clinicas oriundas das criangas indigenas e ndo indigenas, mantidas em
gelo, eram entregues no laboratorio, juntamente com os dados referentes as condigoes
periodontais e radiograficas dos pacientes examinados e fazia-se a extracdo do DNA
microbiano, bem como a detec¢do do microrganismo alvo através do PCR convencional e do
real-time PCR. As inter-relacdes entre os parametros sociais, clinico-radiograficos e
microbiologicos foram determinadas com auxilio da Prof. Dra Christiane Marie Schweitzer,
diretora do Nucleo de Tecnologia da Informacdo e docente do Centro de Matematica e
Estatistica-Universidade Federal do ABC.

A populacao estudada foi grupo amostral submetido a avaliacao clinica, radiografica,
socio-econdmica e cultural foi constituido por 30 criangas indigenas, com idade de 3 a 7 anos,

independentemente de género, e que ndo fizeram uso de antimicrobianos nos trés meses que
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precederam a coleta dos espécimes clinicos. As criangas ndo apresentavam historico de
miscigenacdo com nao-indios e pertenciam as etnias Umutina, Paresi, Bororo, Bakairi,
Kayabi, Irantxe, Nambikwara e Terena, que vivem na aldeia Umutina, Estado do Mato
Grosso. Criangas que possuiam patologias sistémicas ou necessidades especiais nao
participaram do estudo (HAFFAJEE et al., 2004). Para o grupo de 40 criangas ndo indias,
foram utilizados os mesmos critérios de inclusdo e exclusao descritos acima, sendo que as
mesmas serao selecionadas em escolas da rede publica de ensino Aragatuba, Sao José do Rio
Preto e regido.

Baseado nos dados sobre a distribuicdo das condigdes socioecondmicas da populacao
indigena estudada, se procurou compor o grupo de criancas ndo-indigenas de forma que o
mesmo apresente condigdes equivalentes as apresentadas pelas familias da reserva Umutina,
guardadas as limitagdes de estudos comparativos dessa natureza, utilizando-se, para tanto de
software de busca parametrizada desenvolvido pela Professora Dra. Christiane Marie
Schweitzer.

Os pais e/ou responsaveis pelas criangas indigenas, bem como os lideres da
comunidade, receberam instrugdes sobre a importancia e objetivos do estudo, bem como as
autoridades de saude da FUNASA e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Assim, a sele¢do e o atendimento da comunidade foram realizados com o
consentimento da populagdo envolvida, anuéncia da FUNASA e do Conselho de Satde da
comunidade, o qual também informou as condi¢cdes de satde sistémica e peculiaridades da
populagao alvo.

No caso das criangas ndo indias, os pais e responsaveis receberam instrucdes
semelhantes e somente participardo do estudo as criangas que consentirem € cujos pais

autorizaram sua participagdo. Foram selecionadas criangas que, em funcdao de local de
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residéncia, aspectos socioeconOmicos ¢ culturais ndo estavam recebendo tratamento
odontoldgico preventivo ou curativo.

Os exames clinicos da populagdo indigena foram realizados entre meados de 2007 e
fevereiro de 2008, enquanto as criangas ndo-indias foram selecionadas e examinadas no
primeiro trimestre de 2008.

Inicialmente precedeu-se a anamnese, em formulédrios padronizados, constando a
identificacao do paciente, idade, aspectos étnicos, historia da doenca atual, historias social,
médica e familiar. Quando necessario, o antropdlogo da aldeia colaborou no preenchimento
dos formulérios, juntamente com os profissionais de saude envolvidos. A seguir, realizou-se o
exame clinico intra e extra bucal.

Os exames clinicos periodontais foram realizados por um Unico examinador
previamente treinado, utilizando-se os critérios do Periodontal Screening and Recording
(PSR). O exame foi realizado com o uso de espelho bucal plano, pinga para algodao
(Duflex®), sondas periodontais milimetradas tipo Williams (Trinity") e sondas periodontais
(Trinity"), semelhantes as sondas numero 621 da Organizagio Mundial de Saude,
recomendada pela American Dental Association e American Association of Periodontology.

Este ultimo tipo de sonda apresenta uma esfera de 0,5 mm de diametro na sua ponta
ativa, de particular importancia para deteccao de céalculo, evitando também o aprofundamento
excessivo na bolsa periodontal. Os dados coletados eram registrados em ficha apropriada,
segundo recomendacdo da ADA e AAP. Todos os pacientes e sadios receberam palestras
individuais sobre instrugdes de higiene oral, seguindo a técnica de escovacgao preconizada por
Bass, utilizagao de fio/fita dental e uso de escovas interdentais.

No exame periodontal complementar, foram considerados o indice sangramento
gengival (AINAMO e BAY, 1975), presenca de calculo supragengival, determinac¢do da

profundidade clinica de sondagem e o nivel clinico de inser¢do (RAMFJORD, 1959), indice
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de higiene oral (O’LEARY et al., 1972), com utilizacdo de verde de malaquita (2%, o qual
nao apresenta atividade antimicrobiana significativa).

As criangas nao-indias foram examinadas de forma semelhante a descrita acima ¢
foram encaminhadas para tratamento preventivo e curativo junto a Faculdade de Odontologia
de Aragatuba-UNESP.

Os espécimes clinicos foram coletados de trés sitios periodontais por paciente, que
foram divididos em pacientes sadios, portadores de gengivite ou portadores de periodontite. A
coleta dos espécimes do biofilme subgengival foi realizada apds a remocdo do biofilme
supragengival (profilaxia dental). A coleta foi realizada por meio de cones de papel
absorvente esterilizados, que eram introduzidos no interior dos sulcos gengivais (ou bolsas
periodontais), onde permaneceram por 60 segundos (SLOTS, 1982; GAETTI-JARDIM JR. et
al., 1996). Também foram coletados espécimes clinicos de saliva e biofilme supragengival,
estes ultimos com auxilio de curetas periodontais.

Todos os espécimes coletados foram transferidos imediatamente para criotubos
contendo agua ultrapura Milli-Q e mantidos em nitrogénio liquido. A seguir as amostras
(oriundas da area indigena) foram enviadas, sob refrigeracdo (-196°C), por via aérea até a
Faculdade de Odontologia de Aragatuba-UNESP, para extracio do DNA microbiano presente.

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com agua Milli Q foi extraido através do
“kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha), conforme as instrucdes do fabricante e as
concentragoes dos DNA bacterianos foram determinadas em espectrofotometro (Beckman,
Modelo DU-640), com leitura da absorbancia (Az60 nm)-

A detec¢do de Aggregatibacter actinomycetemcomitans pela amplificagio do DNA
por PCR convencional foi realizada empregando-se os iniciadores utilizados previamente por

Avila-Campos e Velasquez-Meléndez.
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A amplificagdo do DNA foi realizada em volumes de 25 pl, contendo 2,5 ul de 10 X
tampao PCR, 1,25 ul de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de NTP (10 mM), 0,25 ul de Taq DNA
polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de agua ultrapura Milli-Q
esterilizada e 10 pl de DNA (ng). A amplificagdo foi realizada em aparelho de PCR
(Amplitherm, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); 35
ciclos de 94°C (1 min.), 60°C (1 min.), 72°C (1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min.).

Em todas as reagdes foram utilizadas, como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia do microrganismo estudado (Y4). Como controle de peso molecular foi utilizado o
marcador 1 Kb DNA ladder (Gene Ruler™). Os produtos da amplificagdo pelo PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml)
e fotografados sobre transiluminador com luz UV com cadmara Kodak (Eletrophoresis
Documentation and Analyses System 120).

Na andlise quantitativa por “Real-Time PCR” foram utilizadas seqiiéncias baseadas
nos genes da regido 16SrRNA do genoma, especificas para os organismos em estudo
(MAEDA et al., 2003). A sonda fluorescente que foi utilizada no sistema TagMan € marcada
no sentido 5’ com 6-carboxifluoresceina (reporter dye) e no sentido 3’ com 6-
carboxitetrametilrodamina (quencher dye). A emissdo fluorescente desse sistema TagMan
depende de uma sonda (equivalente a um terceiro iniciador) que anelava especificamente
entre os dois iniciadores utilizados, o que torna o processo mais preciso e especifico. Além
desse aspecto, s6 ha a deteccdo da amplificagdo quando existem sitios de anelamento tanto
para o par de iniciadores como para a sonda.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em volumes finais de 25 pl, contendo de
1 X de Master Mixture TagMan Universal (tampao PCR, dNTP, AmpliTaq Gold, sinal de

referéncia interno, [6-carboxi-'X’-rodamina], uracil N-glicosidase-UNG, MgCl,; Applied
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Biosystem, Foster City, Calif), 900 nM de cada iniciador, 200 nM da sonda e 5 ul do DNA.
As curvas-padrao foram construidas a partir de diluicdes conhecidas de DNA.

Essas reagdes de amplificacdo foram realizadas em aparelho Rotor Gene 6000
(Corbett Life Science, Mortlake, New South Wales, Australia) programado para um ciclo a
94°C (10 min.), 40 ciclos a 95°C (15s.), 60°C (60s.), produzindo fragmentos aproximados de
1098 bp obtidos e comparados ao controle. A analise dos dados foi realizada com o programa
incorporado no sistema de detecg¢do. A linha “threshold” foi definida como aquela referente
ao ciclo de amplificagdo em que a fluorescéncia emitida pela amostra mostrar-se superior a
fluorescéncia de fundo da reacdo e serd inversamente proporcional ao logaritmo do nimero de
copias do DNA alvo presentes no inicio do processo.

Em todos os testes de amplificagdo do DNA por PCR e real-time PCR serao utilizados
controles positivos constituidos de DNA obtido das cepas de referéncia A.

actinomycetemcomitans JP2 e ATCC 33384 e controle negativo, sem DNA.

Resultados

As amostras permitiram, através de estatisticas pontuais e intervalos de confianca,
caracterizar as populagdes indigenas quanto aos parametros microbioldgicos. Prevaléncia e
analise de risco serdo feitas utilizando-se as estatisticas de Cochran e Mantel-Haenszel para
variaveis dicotdmicas, ou teste de Qui-quadrado de Pearson para andlise de proporgdes
quando as varidveis possuirem trés ou mais categorias. A presenca ou auséncia desse
microrganismo foi avaliada através de ANOVA de resultados repetitivos. A inter-relacao
entre a ocorréncia do microrganismo alvo e os parametros clinicos foi avaliada através do
teste exato de Fisher. A andlise estatistica foi realizada no Centro de Matematica Computagao

e Cogni¢ao da Universidade Federal do ABC.
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Os resultados obtidos com o PCR convencional apresentaram boa correlagdo com os
dados do real-time PCR, sendo que a sensibilidade dos dois métodos se mostrou similar,
embora para as amostras de individuos periodontalmente sadios o real-time PCR tenha se
mostrado ligeiramente mais sensivel, embora sem significancia estatistica (ANOVA de
resultados repetitivos, P=0,061).

A ocorréncia de A. actinomycetemcomitans entre criangas indias sadias e criangas nao
indias sadias foi significativamente diferente apenas para os resultados oriundos do sulco
gengival, sendo que a modesta quantidade de amostras positivas obtidas a partir do biofilme
supragengival e saliva desses pacientes ndo permite uma comparagdo estatistica mais
adequada. Por outro lado, nas criancas com gengivite, as que ndo viviam na reserva Umutina
foram colonizadas por uma freqiiéncia muito mais elevada por esse microaeroéfilo, tendo sido
encontrado em uma freqiiéncia mais elevada na saliva (teste de Mann-Whitney, P= 0,047), no
biofilme supragengival (teste de Mann-Whitney, P= 0,021) e biofilme subgengival (teste de
Mann-Whitney, P= 0,006), sendo que a ocorréncia desse microrganismo mostrou correlagao
com o indice de placa (teste de Qui-quadrado, P= 0,028) e inflamac¢ao gengival (teste de Qui-
quadrado, P=0,008).

TABELAS 1e2

Além da ocorréncia desse microrganismo, em termos qualitativos, como descrito nas
tabelas 1 e 2, os dados da tabela 3 evidenciam que as populacdes desse microrganismo sao
muitos mais elevadas nos espécimes positivos obtidos de criangas ndo indias (ANOVA, P=
0,003) e no biofilme subgengival, sendo que a contaminagao salivar mostra refletir

pobremente a populagio desse patogeno no biofilme (Indice de correlagdo -453, P=0,021).

TABELA 3
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Discussao

Dentre os principais microrganismos associados aos quadros infecciosos periodontais,
merece destaque A. actinomycetemcomitans, freqiientemente ligado aos quadros mais
agressivos dessas doencas (CORTELLI et al.,, 2005; GAETTI-JARDIM Jr. et al., 2006;
LAFAURIE et al., 2007; CARVALHO et al., 2009), mas também implicado em infec¢des
cronicas (TIMMERMAN et al., 2001; AVILA-CAMPOS & VELASQUEZ-MELENDEZ,
2002; DOGAN et al., 2003; EBERSOLE et al., 2008).

A. actinomycetemcomitans merece destaque por ser um dos microrganismos bucais
cuja distribui¢do apresenta notdvel influéncia das caracteristicas étnicas e geograficas das
populagdes envolvidas (RYLEV & KILIAN, 2008), tendo sido detectado em 35%-45% dos
pacientes norte americanos com periodontite cronica (EBERSOLE et al., 2008; ANGELOV et
al., 2009), de 52% a 90% dos brasileiros com essa condi¢ao periodontal (AVILA-CAMPOS
& VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002; COLOMBO et al., 2005), 65,5% das pacientes
gravidas norte-americanas com esse tipo de periodontite (PERSSON et al., 2008), de 76 a
93,5% dos pacientes tailandeses descritos por Hintao et al. (2007) e 86,4% dos mexicanos
com periodontite (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006), além de elevada prevaléncia na Africa do
Norte (HAUBEK et al., 2008) e China (TONG et al., 2003; WU et al., 2007).

Contudo, Tanner et al. (2007) observaram esse microaerofilo em apenas pouco de
mais de 20% das lesdes iniciais de periodontite, enquanto Eguchi et al. (2008) detectaram-no
em apenas 10,9% dos pacientes com abscesso periodontal, no Japao, e Lafaurie et al. (2007),
em com diversas populagdes colombianas, verificaram a presenca desse microaerdfilo em
aproximadamente 15%, 18%, 33%, 28% e 5% dos individuos com periodontite cronica
localizada, generalizada, periodontite agressiva localizada, generalizada e em individuos
sadios, respectivamente. Além desses grupos, uma baixa prevaléncia desse microaerofilo na

Colombia (BOTERO et al., 2007a; HERRERA et al., 2008), Holanda (BOUTAGA et al.,
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2006) e Espanha (HERRERA et al., 2008) vem sendo relatada, com uma ocorréncia sempre
inferior a 20% em casos de periodontite € 10% na populagdo saudavel.

A ocorréncia desse microrganismo para as criancas indigenas mostrou-se inferior a
dados relativos a outras populacdes brasileiras, onde o mesmo foi detectado de 40,3 % dos
sadios (GAETTI-JARDIM lJr. et al., 2006) e de 50% a 80% dos pacientes com periodontite
cronica (TONG et al., 2003; COLOMBO et al., 2005, CORTELLI et al., 2005), sendo que
esses dados foram semelhantes aos obtidos para criangas nao indias.

Entretanto, a grande heterogeneidade da populacdo brasileira pode dificultar
comparagoes entre os resultados obtidos comas criangas nao indias e dados oriundos de outras
areas geograficas visto que a denominacdo “ndo indio” ndo traz em si mesma nenhuma
caracteristica do ponto de vista racial e ¢ muito provavel que parcela significativa dessas
criancas tenha DNA mitocondrial tipicamente americano, enquanto os meninos teriam
cromossomo Y tipicamente europeu ou ibérico, uma vez que a colonizacdo do nosso pais
claramente evidencia o europeu mediterraneo como pai e a india e a mulher negra, escrava ou
nao, como as maes dessa populacao essencialmente mestica.

Essa predilecao racial desse microrganismo pode refletir os diferentes mecanismos de
transmissao a que ele esta sujeito e principalmente o processo de formacao do povo brasileiro,
como descrito sucintamente acima. Contudo, essa heterogeneidade de distribuicdo em
diferentes populacdes humanas também pode estar associada a viruléncia dos varios sorotipos
e genoOtipos dessa espécie, que condicionam o tipo de interacdo que as mesmas estabelecem
com o hospedeiro (THIHA et al., 2007; HAUBEK et al., 2008), bem como com o fato de que
essa espécie bacteriana parece evoluir principalmente através do acumulo de mutagdes e
menos devido a recombinacdo genética, o que tornaria os diferentes sorotipos verdadeiras

subpopulagdes geneticamente isoladas cuja disseminacdo estaria intimamente ligada ao
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destino das populagdes humanas portadoras (HAUBEK et al., 2008; RYLEV & KILIAN,
2008).

O papel de A. actinomycetemcomitans nas doengas periodontais necessita ser mais
bem avaliado, visto ter se mostrado bastante comum no biofilme sub e supra gengival de
algumas populag¢des (DAHLEN & LEONHARDT, 2006; HINTAO et al., 2007) e mais raro
ou ausente em populagdes autoctones da América do Sul e América Central, (IDE et al., 2000;
DOWSETT et al., 2002). Alguns estudos mostram que, em certas populacdes, a ocorréncia
desse cocobacilo parece nao afetar a satide periodontal e sua distribuicdo pode ser ainda mais
elevada em individuos sadios (MAYANAGI et al., 2004; DAHLEN & LEONHARDT, 2006).
Possivelmente essa heterogeneidade esteja associada a viruléncia dos varios sorotipos e clones
que constituem essa espécie (THIHA et al., 2007; HAUBEK et al., 2008; CARVALHO et al.,
2009), onde, na populagao brasileira nao india, o sorotipo B estaria mais associado as formas
mais agressivas de periodontite e o sorotipo A colonizaria os individuos sadios (CARVALHO
et al., 2009).

Assim concluimos que a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans foi
significativamente mais elevada em criangas brasileiras nao indias do que nas criangas indias
e esse microrganismo mostrou correlacdo com o indice de placa e inflamagdo gengival na

populagao alvo.
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TABELAS

Tabela 1. Ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criancas indigenas e nao indigenas com diferentes condigdes de

satude periodontal. Dados obtidos por PCR.

Pacientes estudados

Amostra clinica : 5 5 .
CIPS' N=11 CIG" N=19 CNIPS’N=23 CNIG'N=17

Saliva 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (4,35) 3(17,65)*
Biofilme supragengival 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (17,39) 8 (47,06)*
Biofilme subgengival 0(0,0) 0 (0,0) 7 (30,43)* 10 (58,82)*

'Criancas indias periodontalmente saudaveis

2 . ;g .

Criancas indias com gengivite

3Criangas ndo indias periodontalmente saudaveis

Y/ o~ g ..
Criangas ndo indias com gengivite

Tabela 2. Ocorréncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criancas indigenas e ndo indigenas com diferentes condigdes de

saude periodontal. Dados obtidos por real-time PCR.

Pacientes estudados
Amostra clinica

CIPS! N=11 CIG* N=19 CNIPS’N=23 CNIG*N=17

Saliva 0 (0,0) 1 (5,26) 1 (4,35) 5(29,41)*
Biofilme supragengival 0 (0,0) 1 (5,26) 3 (13,04) 10 (58,82)*
Biofilme subgengival 0 (0,0) 1 (5,26) 9(39,13)* 10 (58,82)*

T s ; N N ; N
Criangas indias periodontalmente saudaveis

*Criangas indias com gengivite

3Criangas ndo indias periodontalmente saudaveis

4~ - ~ g ..
Criangas ndo indias com gengivite
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Tabela 3. Populagoes de Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva, biofilme
supra e subgengival de criangas indigenas e ndo indigenas com diferentes condi¢des de

saude periodontal. Dados Obtidos por real-time PCR.

Copias de DNA alvo nas amostras média + desvio padrao
Amostra clinica

CIPS' CIG’ CNIPS’ CNIG*
Saliva ND 1,46. 10 1,32 .10° 1,23 .10°+ 0,88 .10
Biofilme supragengival ND 1,8.10° 3,1.10°£0.37.10° 8,3.10°+1,9.10°
Biofilme subgengival ~ND°  3,11.10° 422 .10°+£1,18.10° 2,82.10*+0,67 .10

T~ - . 1- p .
Criangas indias periodontalmente saudaveis
*Criangas indias com gengivite
3Criancas ndo indias periodontalmente saudaveis
4 . ~ . ..
Criangas nao indias com gengivite

SND: nio detectado
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