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RESUMO

Estudos demonstram que a Periodontite Agressiva esta relacionado a
diferentes fatores que podem contribuir ou explicar sua instalagdo e progressao.
Pode-se citar um padrao microbiano relativamente constante nesses individuos, um
resposta inflamatéria alterada e também um claro fator genético associado. Sendo
assim, individuos portadores de periodontite agressiva podem transmitir para seus
descendentes alteracBes genéticas que favoreceriam a ocorréncia desse tipo de
doenca periodontal, da mesmo forma que transmitir patégenos de maneira vertical,
desde o nascimento de seus filhos. Dessa forma, o estudo avaliou a
transmissibilidade de patégenos periodontais em familias nas quais os pais
apresentam historico de periodontite agressiva generalizada (PAG), comparando-as
com a caracteristica bacteriana oral de familias com saude periodontal.

Foram selecionadas 30 familias para participacdo no estudo as quais foram
divididas em 2 grupos: Grupo Teste (n=15): familias as quais os pais (ou pelo menos
um dos conjuges), apresentam periodontite agressiva generalizada e possuem pelo
menos 1 filho com idade entre 6 e 12 anos; Grupo Controle (n=15): familias as quais
0s pais (necessariamente ambos) apresentam saude periodontal e possuem um
filho com idade entre 6 e 12 anos. Para a composi¢cao dos grupos foi realizada uma
analise gender- e aged-matched, a fim de obter grupos similares quantos a esses
fatores. Todos os individuos envolvidos no estudo foram avaliados clinicamente
guanto a condicdo periodontal (indice de placa e sangramento gengival,
profundidade de sondagem, nivel de insercdo clinica e posicdo da margem
gengival). De cada individuo participante do estudo (pais, maes e filhos) foi realizada
uma coleta do biofilme subgengival dos 4 sitios periodontais com maior profundidade
de sondagem. Foi também coletada amostra de saliva estimulada. Das amostras
de biofilme subgengival e saliva, foi extraido o DNA bacteriano e avaliado, por meio
de PCR Real time, as quantidades totais de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis
e T. forsythia. Os dados clinicos e microbiol6gicos foram comparados entre os
grupos segundo a classe qual pertencem (pais ou filhos), por meio do teste T de
Student. Foi realizada uma analise da transmisséo vertical dos patégenos de pais
para filhos em ambos os grupos, determinando, por meio de Odds ratio, a risco de

infeccdo de cada patdgeno.

viii



Pela avaliacdo estatistica constatou-se que as criangas de familias com PAG
apresentaram maior frequéncia de deteccédo de Aa (90%) na saliva que criancas de
familias saudaveis (45%). Pais com agressiva apresentaram uma concentracdo de
Pg na saliva estatisticamente maior que pais saudaveis, situacao ndo constatada na
comparacao das criancas. Na andlise de transmissao vertical e do risco de infec¢éo
das criangcas por meio do Odds Ratio constatou-se que criangas que apresentam
pelo menos um dos pais positivos para Aa na saliva apresentam 16,3 mais risco de
ser infectado pelo Aa. Para a avaliagdo subgengival constatou-se, de forma
semelhante a saliva, que as criancas de familias com PAG apresentaram maior
frequéncia de deteccao de Aa (63%) que criancas de familias saudaveis (28,6%). A
concentracdo de Aa no meio subgengival de criancas com PAG e de Pg em pais
com PAG foi estatisticamente maiores que as encontradas no grupo controle. Na
analise do risco relativo ndo foi detectado risco significativo da contaminacao
paterna em relacdo a contaminagao das criancas para o ambiente subgengival.

Pode-se concluir que as criancas oriundas de familias com periodontite
agressiva  generalizada possuem uma maior colonizagdo por @ A.
actinomycetemcomitans, sendo que a deteccdo deste na cavidade oral dos pais

representa um risco 16 vezes maior para a colonizagao.

Palavras chaves: Periodontite agressiva, Familia, Actinobacillus

actinomycetemcomitans, Saliva



ABSTRACT

Aggressive periodontitis is frequently associated to several factors that try to
explain its initiation and progression. A constant microbial colonization, an altered
inflammatory host response and a clear genetic factor are cited as possible factors
associated to this pathology. Thus, aggressive periodontitis subjects could transmit
genetic polymorphisms as well as microbial associated to periodontal destruction to
their descendents, increasing the risk of develops this disease. This way, this project
is aimed in evaluate the transmission of periodontal pathogens within families of
generalized aggressive periodontitis compared to families of oral health subjects.

Thirty families will be selected and divided in two groups: Test group (n=15
families) families in which the parents (or at least one of them) present generalized
aggressive periodontitis and a son aged to 6 to 12 years old; Control group (n=15
families) families in which the parents (both of them) present periodontal healthy and
a son aged to 6 to 12 years old. The groups will be composed using a gender- and
age-matched structure, in order to assure the similarity of these features. All
individuals (parents and children) will be clinically assessed (plague and bleeding
indices, periodontal probing depth, clinical attachment level and gingival recession),
and from each subject will be collected subgingival biofilm from periodontal
pockets/sites and stimulated saliva. From subgingival biofilm and saliva, total DNA
will be extracted and, using a real time PCR reaction, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans levels will be
determined. Clinical and microbiological data from each group will be compared by
Student’s t test. Vertical transmission in each group also will be determined and the
Odds ratio of infection’s risk to each pathogen assessed.

The statistical analysis indicate that children from families with GAP showed
higher frequency of detection of Aa (90%) than children of healthy families (45%).
Parents with GAP showed a Pg concentration in saliva statistically higher than
healthy parents, however, this difference was not found in the children comparison.
In the infection risk calcutaion (Odds Ratio) indicate that children who have at least
one parent positive for Aa have 16.3 more risk of be infected with Aa. No signiticative

transmission risk was found for other pathogens.



The statistical analysis for subgingival biofilm indicated, as occurred with
saliva test, that children from families with GAP showed higher frequency of detection
of Aa (63%) than children of healthy families (28,6%). In the subgingival environment,
the concentration of Aa in GAP children and of Pg of GAP parents was statically
greater than demonstrated in control group. In the Odds Ratio test no substantial risk
was detected for contamination of the children if parents was infected by subgingival
microorganisms.

In conclusion, GAP children have a higher colonization from Aa and the
detection of this bacteria in the parents oral cavity represent a risk of 16 times higher

for colonization.

Key words: Aggressive periodontitis, Family, Actinobacillus

actinomycetemcomitans, saliva
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INTRODUGCAO E REVISAO DE LITERATURA

Periodontite agressiva € definida pela Academia Americana de Periodontia
(AAP) como uma patologia periodontal que promove a destruicdo rapida e severa
dos tecidos de suporte periodontais em individuos jovens, sistemicamente saudaveis
(Armitage, 1999). Essa condigcdo apresenta baixa prevaléncia mundial, estando
presente em aproximadamente 0,5% da populacdo jovem em paises desenvolvidos
(Albandar & Tinoco, 2002), embora em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
essa patologia pode ser verificada em até 5% da populacao (Susin et al, 2005).

Mesmo sendo relativamente rara, a periodontite agressiva tem sido
amplamente estudada em diversos paises, na busca de determinar caracteristicas
gue levem a instalacdo e progressdo dessa doenca. Entre esses estudos, dois
aspectos tem mostrado uma intima relacdo com a doenca: caracteristica hereditaria
(alteracbes genéticas) e microbiota especifica.

Segundo a proépria classificacdo da AAP, periodontite agressiva apresenta
maior prevaléncia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e, em certas
populacdes, Porphyromonas gingivalis. Além disso, uma caracteristica hereditaria
também consta nas definicbes da AAP para a periodontite agressiva (Tonetti &
Mombelli, 1999).

Diversos grupos avaliaram a relacdo da microbiota com a presenca da
doenca periodontal agressiva. Embora Mombelli et al (2000) em uma revisao de
literatura tenha mostrado ndo ser possivel determinar uma microbiota Unica para
esses individuos, inUmeros outros estudos mais recentes, utilizando-se de técnicas
mais sensiveis, mostraram haver uma intima relacdo de certos patégenos como o
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas gingivalis (Pg) com
a periodontite agressiva (Gajardo et al, 2005, Cortelli et al, 2005). Recentemente, em
uma populacdo brasileira, Casarin et al (2010) mostrou que em individuos com
periodontite agressiva, maiores quantidades de Aa podem ser encontradas em
bolsas periodontais, comparado a individuos com periodontite crénica. Dessa forma,
fica claro que a presenca desses patdogenos pode ser importante na instalacdo e
progressdo da periodontite, visto que esses apresentam inameros fatores de
viruléncia (Takeuchi et al, 2006, Tanaka et al, 2006) e tem sido descritos como

patégenos periodontais verdadeiros (Socransky & Haffajee, 2005), associados a
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presenca de bolsas profundas e maiores indices de destrui¢cdo periodontal (Kononen
et al, 2007).

Nesse contexto, o entendimento maior da origem e do periodo de infeccao
por esses patdgenos pode auxiliar no controle e também no maior entendimento do
papel destes na patogénese da doenca, podendo no futuro ser utilizado como um
preditor da instalacéo e progresséo da destruicdo dos tecidos periodontais (Grossi et
al, 1994, Grossi et al, 1995).

Sabe-se inicialmente que individuos oriundos de familias com histérico de
periodontite agressiva podem apresentar alteracdes genéticas que favorecam a
ocorréncia desta, ao tempo que sabe-se também que a familia € a grande
responsavel pela transmisséo vertical entre os individuos, em especial pela saliva
(Umeda et al, 2004, Tamura et al, 2006), durante a primeira infancia. Entretanto,
essa relacdo ainda é empirica quando considera-se a ocorréncia da periodontite

agressiva.
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PROPOSICAO

O objetivo deste estudo avaliar a transmissibilidade de patdgenos
periodontais em familias nas quais os pais apresentam historico de periodontite
agressiva generalizada, comparando-as com a caracteristica bacteriana oral de

familias com saude periodontal.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho do estudo

Foi delineado um estudo de caso-controle, comparando a transmissao vertical
entre parentes da mesma familia em duas populagfes distintas, com periodontite
agressiva e com saude periodontal.

Selecédo das familias

Foram selecionadas familias que foram divididas segundo os critérios de
inclusdo de cada grupo:

- Grupo teste (n=15): familias com pais (ou pelo menos um dos conjuges)
portadores de periodontite agressiva generalizada, e pelo menos 1 filho com idade
entre 6 e 12 anos;

- Para o diagnéstico de periodontite agressiva generalizada
foram considerados os seguintes critérios:

1) idade inferior a 35 anos no momento do diagnadstico;

2) presenca de pelo menos 8 dentes com profundidade de
sondagem e perda de insercdo > 5 mm (sendo pelo menos 2 sitios com
profundidade de sondagem > 7 mm);

3) pelo menos 20 dentes restantes na cavidade oral;

4) apresentar boa saude sistémica;

- Grupo Controle (n=15): familias com pais (necessariamente ambos)
apresentando saude periodontal e possuam um filho com idade entre 6 e 12 anos.
- Para o diagnéstico de saude periodontal foram
considerados os seguintes critérios de inclusao:
1) auséncia de bolsa periodontais/sulcos gengivais com
profundidade de sondagem > 4 mm;

2) pelo menos 20 dentes na cavidade oral,
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Foram considerados critérios de exclusdo as seguintes condi¢des:
- Habito tabagista atual ou no passado;
- Gravidez ou lactantes;
- Uso de medicacao antibidtica ou anti-inflamatéria nos periodo prévio
de 6 meses ao estudo;
- Tratamento periodontal prévio no periodo de 6 meses antes da coleta
das amostras;

Para a realizacéo do estudo foi realizado um ajuste para a idade e sexo dos
filhos de cada familia. Assim, ap6s a selecao das familias do grupo teste, no qual os
pais apresentam periodontite agressiva, foi realizada a selecao de familias do grupo
controle, as quais os filhos apresentam uma distribuicdo equilibrada para idade e

género.

Parametros clinicos

Os parametros clinicos avaliados foram:

1. indice de Placa — IP (Ainamo & Bay, 1975);

2. Sangramento a sondagem - SS (Mihlemann & Son, 1971);

3. Recessao Gengival — RG distancia da margem gengival a juncdo cemento
esmalte.

4. Nivel Clinico de Insercdo — NIC: distancia da juncdo cemento esmalte até a
base, clinicamente detectavel, da bolsa periodontal.

5. Profundidade de Sondagem — PS (NICR - PMG): distancia da margem

gengival a base, clinicamente detectavel, da bolsa periodontal.

Todos os parametros clinicos foram obtidos utilizando uma sonda periodontal

do tipo Carolina do Norte, por um examinador calibrado e experiente (RCVC).
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Analise Microbiolégica

Coleta da amostras

De cada individuo participante do estudo (pais, maes e filhos) foi realizada
coleta do biofilme subgengival e saliva estimulada para a analise microbioldgica.

Para a coleta do biofilme subgengival foram selecionados 0s primeiros
molares superiores e inferiores de cada individuo. Caso o0 mesmo ndo apresente
nenhum desses elementos, foi feita a coleta na regido adjacente mais préoxima (distal
do segundo pré-molar ou mesial do segundo molar, por exemplo). A coleta do
biofilme subgengival foi realizada utilizando-se cones de papel esterilizados, 4 em
cada elemento (mesial, vestibular, distal e palatina/lingual). A area, para coleta do
material, foi devidamente isolada e seca com rolos de algodao esterilizados. Apés 30
segundos os cones de papel foram removidos e colocados em tubos para
microcentrifugagéo (eppendorf) com solucdo Tris-EDTA, codificados para cada um
dos pacientes. Os eppendorfs foram mantidos em temperatura de —20° C até a
realizacao do ensaio.

Apoés a coleta do biofilme subgengival, foi coletada amostra da saliva para a
avaliacdo dos microrganismos presentes na cavidade oral das mesmas. Para isso,
foi dado aos participantes parafilme o qual devera ser mastigado por 2,5 minutos. A
saliva acumulada nos primeiros 30 segundos foi descartada e a saliva colhida nos 2
minutos seguintes coletada em tubo de ensaio estéril. Apdés o bochecho, os tubos
foram guardados em freezer a — 4 graus para posterior avaliacédo laboratorial. Esse

protocolo segue o padréo estabelecido por Boutaga et al (2007).

Extracdo do DNA

Os eppendorfs foram vortexados e os cones de papel removidos com auxilio
de pinca clinica. Para as amostras de saliva esse passo nao foi realizado. Todas as
amostras foram entdo centrifugadas para remocdo do sobrenadante (solucdo

transporte). Foram adicionados 700 puL de tampdo de extracdo, foi feita nova
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vortexacdo e entdo foram deixadas em banho-maria por 30 minutos a 65°C (a cada
10 minutos homogeneizar 20 vezes suavemente).

As etapas seguinte foram; adicionar 650 uL de CIA, homogeneizar até formar
uma emulsdo (20 vezes) e centrifugar a 12.000-15.000 rpm, durante 7 minutos. A
fase aquosa foi transferida para tubo novo de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 200 uL
de tampao de extragdo sem proteinase K. Foi feita entdo homogeneizagédo para
adicdo de 650 uL de CIA. Seguiu-se nova homogeneizacdo e centrifugacdo a
12.000-15.000 rpm, durante 7 minutos.

A fase aquosa foi transferida para outro tubo novo, ao qual foi adicionado 650
uL de CIA, seguindo-se a centrifugacdo a 12.000-15.000 rpm, durante 7 minutos. O
DNA foi precipitado com 1 volume de isopropanol a temperatura ambiente e entéo
foi feita homogeneizacao (20 vezes) e centrifugacéo a 12.000-15.000 rpm, durante 7
minutos. A superficie do precipitado foi lavada 1 vez com 50 uL de etanol 70%
preparado pouco tempo antes do uso e entdo centrifugado por 2 minutos. O
precipitado foi seco, deixando o tubo aberto sobre bancada, ao lado de bico de
Busen. Apds, foi feita ressuspencdo em 40 uL de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM
EDTA, pH 8.0) + 10 pg/mL de RNAse e para deixar em banho-maria a 37°C por 30
minutos.

Cinco uL da amostra foram utilizados para checar a qualidade e estimar a
guantidade do DNA, num gel de agarose 0.8-1.0%. Correu junto um padrdo de

massa conhecida (pGEM).

PCR real time

As amostras de biofilme subgengival e de saliva estimulada, foram analisadas
guanto as concentracbes de Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Para isso, foram realizados os seguintes
passos:

DESENHO DOS PRIMERS: Os “primers” especificos para Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, foram

utilizados. Todos os “primers” foram verificados quanto a sua especificidade através
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da verificacdo da curva de Melting (obtida depois de corrida no LightCycler) e
correndo gel para verificagdo dos produtos.

OTIMIZACAO DAS REACOES: A utilizagdo do SYBR Green | exige a obtengéo
de produtos especificos de PCR, em funcdo disso a eficacia das reacdes para
“‘primer” foi otimizada anteriormente ao inicio das reacBes propriamente ditas.
Concentracdes variando de 2 a 5 mM de MgCl; e de 0,2 a 0,5 uM de cada “primer”
foram utilizados para se determinar em quais condicdes a reacdo teria a melhor
eficiéncia. Condi¢Oes essas sugeridas pelo fabricante do equipamento.

REACOES DE REAL-TIME PCR (RT-PCR): As reacBes de RT-PCR foram
realizadas com o sistema LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany), utlizando-se o kit “ FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche
Diagnostics Co.)”. O perfil das reagbes foi determinado seguindo as recomendacdes
do fabricante do equipamento. Para cada uma das “corridas”, a aqua foi utilizada
como controle negativo, e o produto das reacfes foi quantificado utilizando-se o
programa do proprio fabricante (LightCycler Relative Quantification Software - Roche

Diagnostics GmbH).

Analise estatistica

A comparacdo da frequéncia e quantidade dos patdégenos periodontais
avaliados foram realizadas pelos teste Qui-quadrado e T de Student. A relacéo
entre a presenca do patdgeno entre 0s pais e a presenca do mesmo nos
descendentes, foi determinado por andalise de frequéncia multivariada,
determinando-se qual dos individuos é o0 que apresenta maior importancia na
prevaléncia do patdgenos. Em todos as analises, foi considerado um nivel de

significancia de 5%.
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RESULTADOS

O total de individuos incluidos neste estudo foi de 96, sendo 48 pais e 48
filhos divididos igualmente entre os grupos de familias controle e PAG (com doenca
periodontal agressiva). A fim de facilitar o entendimento e a discussdo dos dados
obtidos, os resultados foram separados em analise demogréfica e clinica, andlise
salivar e andlise dos dados obtidos dos sitios periodontais.

Aspectos demograficos e clinicos

Na Tabela 1 pode-se observar a distribuicdo dos pais de ambas as familias
guanto ao género, idade e também condi¢Ges clinicas. Em vista do estudo ter
assumido uma metodologia controlada para idade e género, confirma-se a auséncia
de diferenca significante entre 0os grupos quanto a esses parametros (p>0.05). Além
disso, deve-se notar que os grupos foram semelhantes para o nivel educacional dos
pais e também de renda mensal (p>0.05).

Como esperado, os pais das familias com histérico de periodontite agressiva
generalizada apresentaram piores condi¢des clinicas, apresentando um maior indice

de placa, sangramento e também de profundidade de sondagem (p<0.05).
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Tabela 1. Caracteristicas de pais e filhos com saude e histérico de PAG em relacdo

a condicdes demograficas e clinicas.

Pais com Sadde Pais com PAG

(n=286) (n=286) P
Idade {onosstsd) 35.5+2.4 38.1+3.3 0.1%
Basico 30% 35%
Nivel educacional Secunddrio 52% 59% 0.89°
Alto 18% 6%
<2488 BRL 29 &0
2488-4976 BRL 64 40 0.91%
Renda mensal (%)
>4976 BRL 7 0
5({meantsD) 3278.6x2147.7 2070.0£894.5 0.12*
Nimero de sitios presentes
0.0+0.0 19.5+6.8 <0.0001F
cam PS>4mm
Criancas com Criancas com
satde [n=24) agressiva (n=24)
Idade* 8.73.2 9.1+4.2 0. 7302
Género 13 mulheres 13 mulheres 1.0000

*Teste T-Student (p<0.05); 7 Teste Chi-Square (p<0.05)

Na tabela 2 pode-se notar novamente a semelhanca entre as criancas das
familias incluidas do presente estudo em relacdo a idade e género (p>0.05).
Entretanto, interessantemente, pode-se também notar que os filhos dos individuos
com GAP apresentaram um maior indice de placa, sangramento e também

profundidade de sondagem (p<0.05).

Tabela 2. Caracteristicas de pais e filhos com saude e histérico de PAG em relacéo

a condi¢cdes demograficas e clinicas.

Criancas satde {n=24) Criang¢as PAG [n=24) p*
Idade 8.7+3.2 9.1+4.2 0.7302
Género 13 mulheres 13 mulheres 1.0000
IP(2%a) 24.1+11.1 43.1+22.2 0.0011
G (%) 1.7+£2.5 12.0£10.1 0.0001
PPD (mm+5D) 1.6+0.3 2.1+0.4 0.0000

*Teste T-Student {p<0.05); 7 Chi-Square test {p<0.05)
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Andlise da microbiota salivar

Na tabela 3 estdo descritas as frequéncias de deteccdo, ou seja, a
porcentagem de infec¢céo pelas bactérias avaliadas no presente estudo na saliva dos
individuos. Nao foi detectada diferenca estatisticamente significante na frequéncia
salivar de P. gingivalis e T. forsythia entre os grupos, considerando a comparagao
pais VS pais e filhos VS filhos (p>0.05). No entanto, os resultados do Aa indicam
uma diferenga na presenca salivar das criangas das familias do grupo teste (GAP),
guando comparadas as criancas das familias saudaveis (90,0% e 45,5%,
respectivamente, p<0.05). Entretanto, na comparacao dos pais de ambos 0s grupos,

nao foi detectada diferenga (p>0.05).

Tabela 3. Deteccao de frequéncia de patdgenos periodontais na saliva de familias

com saude e com PAG.

-
% p*
Familias Pais 501
A. Sauddveis Criangos 455
actinomycetemcomitans Pais 213 017
Familios PAG .
Criagngos 0.0 0.0006
Familias Pais 455
Sauddveis Crigngas 227
P. gingivalis .
Pais 280.0 0.1
Familias PAG .
Criagngas 526 0.08
Familios Pais 0.9
forsyth Sauddweis Criangas 8BRS
T. forsythia
Pais = 0.34
Familias PAG ]
Criongas 5.0 042

*Teste de Fisher Exoct paro comparacdo enfre pais com soude e PAG e criongas com soude € PAG. (e=5%).

Além da analise da frequéncia, foram quantificadas as concentracfes de Aa,
P. gingivalis e T. forsythia na saliva dos individuos incluidos na pesquisa.
Novamente houve uma diferenca estatisticamente significante na quantidade de Aa
salivar na comparacdo entre as criancas oriundas das familias saudaveis em
comparacdao as familias doentes (p<0.05), embora ndo tenha sido observada

diferenca entre os pais de ambos os grupos (p>0.05).

23



No entanto, na comparacéo quantitativa de P. gingivalis na saliva, houve uma
maior concentracdo de Pg nos pais das familias com GAP comparada aos pais com
saude periodontal (p<0.05). Entre os filhos, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p>0.05).

Tabela 4. Quantificacdo dos patdgenos na saliva das familias saudaveis e com
histérico de PAG.

&
Individuos log[ ] D p*
Familias
Saudaveis Pais 133 1352
[n=15)
A.
Criangas 0.87 132
actinomycetemoomitans
Familias PAG
Pais 258 155 01z
[n=15)
Criangas 3.01 165 <0L001
Familias
Saudaveis Pais 152 1354
[n=15)
P. gingivalis Crignias 0.78 119
Familias PAG
Puis 3.00 139 0.04
[n=15)
Criangas 0.56 106 g.a4
Familias
Saudaveis Pais 547 157
[n=15)
T. forsythia Crignias 551 164
Familias PAG
Pais 583 0.72 0.51
[n=15)
Criangas 5.87 0.82 040

f Teste T-student ndo paregdo parg comparacdo entre pais de familias sauddveis e familias

com PAG e entre crigngas de familias souddveis e familias com PAG. [a=5%)
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Também foi calculado o Risco Relativo de uma crianca ser positiva para as
espécies avaliadas quando pelo menos um dos pais é positivo para a mesma
espécie, independentemente da condi¢do periodontal dos pais. Foi encontrado um
Odds ratio de 16.3 (p=0.0007) para a contaminacéo da crianca por Aa quando os
pais sdo contaminados, indicando um alto risco de transmisséo vertical do Aa. Para

as outras especies avaliadas ndo foram encontradas relacdes significantes.

Tabela 5. Risco relativo (Odds Ratio) de “crianga infectada” se “pai infectado”.

95% intervalo de

Odds Ratio confianga p
A. actinomycetemcomitans 16.3 3.1-87.2 0.0007
P. gingivalis 1.5 0.2-11.2 0.91
23.0 0.6-702.6 0.34

T. forsythia

Analise da microbiota subgengival

Os dados da microbiota subgengival dos individuos estdo descritos nas
tabelas 6 e 7. Os resultados indicam uma semelhanca entre a andlise salivar e
subgengival, uma vez que na saliva foi novamente encontrada diferenca na
frequéncia de deteccdo de Aa para as criancas oriundas das familias teste em
comparacao as familias controle (p<0.05), embora ndo tenha havido diferenca entre
0s pais (p>0.05). Além disso, ainda avaliando a frequéncia de deteccdo, houve um
maior prevaléncia de Pg no ambiente subgengival dos pais do grupo teste quando
comparado aos pais periodontalmente saudaveis. Em relacdo as outras espécies,

nao houve diferencas estatisticamente significantes (p>0.05).
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Tabela 6. Deteccdo subgengival de patdégenos periodontais em familias com saude
e com PAG.

% p¥
Pais ~0.0
Familios
Souddwveis . 2B 6
A Crigncas
tii t it .
actinomycetemcomitans Pais 68.2 0.34
Familios GAP
. 632 0.05
Crigncas
Pais 300
Familias
Sauddwveis . 238
Crigncas
P. gingivalis
ging , 636 0.04
Pais
Familios GAP
. 526 0.1
Crigncas
Pais 550
Familios
Souddwveis . 238
Crigncas
T. forsythio
forsyt . 26.4 0.15
Pais
Familias GAP
. 526 0.1
Crigncas

*Teste de Fisher Exact pora comparagdo entre pais com soude € PAG e criongos com soude € PAG. (o=5%).

Na analise quantitativa, os resultados foram os mesmos aqueles encontrados
na andlise de frequéncia, indicando maiores concentracées de Aa nas criancas do
grupo teste e maiores de Pg nos pais do grupo teste comparados as familias
controle (p<0.05). Houve uma tendéncia a maiores concentracdes de Tf nos pais e
filnos das familias teste em comparacdo as familias controle, com um valor de

p=0.09 e 0.07 respectivamente.
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Tabela 7. Quantidade de patégenos periodontais subgengivais em familias com

saude e com PAG.

bl

log [ ] 5D p*
Familias 166 186
Sauddveis Puais : )
{n=15)
A Criancas 0.71 0.93
actinomycetemcomitans .
Familios PAG Pais 223 208 0.46
{n=15)
. 1.78 149 0.03
Criongas
Familias 0.56 127
Souddveis Pais ’ )
{n=15)
. 0.63 110
N Criangas
P. gingivalis
Fomilios PAG . 282 232 0.01
Pais
{n=15)
. 158 187 0.11
Criongas
Familias a5 32
Saouddveis Pais | ’
{n=15)
Criancas 1.80 2.70
T. forsythia
Fomilios PAG . 540 2.60 0.09
Pais
{n=15)
. 3.50 3.20 0.07
Criancas

* Teste T-Student ndo pareado paro comparagdo entre pais com saude € PAG € criongas com soude € PAG.
(=53}

Na analise do risco relativo ndo foi detectado risco significativo da
contaminacao paterna em relacdo a contaminacdo das criancas para o ambiente

subgengival (p>0.05), como visto na tabela 8.

Tabela 8. Risco relativo (Odds Ratio) de “crianga infectada” se “pai infectado”.

Odds Ratio 95% intervalo de confianca p
A. actinomycetemcomitans 47 0.8-27.1 0.18
. e 3.4 0.66-17.02 0.27
P. gingivalis
0.87 0.2-3.7 0.85

T. forsythio
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DISCUSSAO

Mesmo com o foco dado por inUmeros estudos cientificos nas ultimas
décadas, a periodontite agressiva ainda € considerada um desafio quanto ao seu
diagnéstico, tratamento e conhecimento de sua etiopatogenia. Embora diferentes
técnicas e possibilidades biolégicas tenham sido testadas ainda ndo ha
caracteristicas patognomonicas para o diagnéstico da periodontite agressiva
generalizada (PAG). A Academia Americana de Periodontia indica que essa doenga
esta associada a uma caracteristica hereditaria (embora ainda ndo se possa afirmar
gual modificacdo genética estd relacionada a PAG) e a presenca em maior
prevaléncia e concentracdo de patdégenos especificos, entre eles Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e, em certas populacdes, Porphyromonas gingivalis
(Armitage 1999). Assim, baseando-se nessas caracteristicas, o presente estudo
avaliou a presenca desses patdgenos na saliva e no biofiime subgengival em
familias as quais os pais apresentam histérico de PAG e seus filhos, comparando
essas frequéncias e concentracdes com familias apresentando saude periodontal.
Com essa comparacdo pode-se avaliar se filhos de individuos com PAG podem
apresentar uma maior prevaléncia de patdégenos periodontais, indicando um maior
risco de alteracdes periodontais futura.

Os resultados indicaram que houve uma maior frequéncia e quantidade de A.
actinomycetemcomitans na saliva e no biofilme subgengival das criancas das
familias as quais os pais apresentam historico de PAG comparado a criancas filhas
de pais periodontalmente saudaveis. Além disso, na avaliacao de risco, a chance de
uma crianca apresentar Aa na saliva quando os pais apresentam essa bactéria foi
de 16 vezes, valor estatisticamente significante. O Aa € um microrganismo gram
negativo, facultativo que apresenta uma intima relacdo com a PAG. Varios estudos
mostraram que houve uma maior frequéncia (Gajardo et al, 2006, Cortelli et al, 2005)
e concentracdo (Casarin et al, 2010) de Aa no ambiente subgengival de individuos
com PAG quando comparados a individuos saudaveis e/ou com periodontite crénica.
Entretanto, essa relacdo ndo é confirmada em outros estudos (Heller et al, 2012,
Rescala, et al 2010, Mombelli et al, 2000). Interesantemente, quando a concentracao
e frequéncia de Aa entre os pais participantes do presente estudo foram

comparadas, nao foi detectada diferenca estatisticamente significante. Isso deve-se
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provavelmente ao fato de que os individuos com PAG foram previamente tratados e
apresentavam-se em manutencdo periodontal. Diversos estudos clinico-
microbioldgicos mostram que o tratamento da PAG, em especial, quando associado
a antibioticoterapia sistémica, promove uma reducdo significativa nos niveis de Aa
(Mestnik et al, 2010, Casarin et al, 2012). Entretanto vale ressaltar que os pais das
familias PAG apresentaram maiores valores de profundidade de sondagem que o0s
individuos do grupo controle, indicando a presenca de alguns sitios
recorrentes/refratarios. Além disso, essa indicacdo de que mesmo apdés o tratamento
e reducdo dos microrganismos orais dos individuos afetados pela doenca
periodontal os familiares ainda estdo sujeitos a contaminacdo e/ou manutencéo de
uma microbiota adquirida foi testada por Kleinfelder et al, em 1999. Neste estudo os
pesquisadores comprovaram que mesmo com o0 tratamento do individuo com
doenca periodontal associado a presenca de Aa ha uma clara persisténcia deste nos
outros membros familiares, comprovando a plausibilidade da semelhanca entre os
pais embora os filhos das familias com PAG apresentem maiores niveis de infeccéo
por Aa (Kleinfelder et al, 1999).

Quando os resultados da composicdo da saliva sdo considerados em
separado, pode-se notar que ha uma clara relacdo da contaminacdo paterna e
infantil. A saliva é a via mais comum de transmissao vertical de microrganismos orais
(Asikainen et al, 1997; Rosa et al, 2002). Mesmo em individuos periodontalmente
saudaveis , a saliva pode ser positiva para A. actinomycetemcomitans e pode,
portanto, ser uma fonte de transmissao (Asikainen et al., 1991). Estudos mostraram
gue o A. actinomycetemcomitans na saliva pode ser do mesmo tipo clonal como os
encontrados na placa subgengival na maioria dos pacientes (Petit et al. 1993a,
1993b, van Steenbergen et al. 1993, von Troil-Linde'n et al. 1996, Asikainen et al.
1997). Além disso, para que haja a contaminacao vertical, ha a necessidade de que
na saliva os microrganismos estejam viaveis e em numero suficiente, embora essa
concentragcdo minima para contaminacdo ainda ndo tenha sido definida (Van
Winkelhof e Boutaga, 2005). A viabilidade do A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis foi confirmada em estudos prévios, 0s quais mostraram que ambos podem
ser cultivados a partir da saliva de pacientes com periodontite (Van Winkelhoff et al.
1988, Asikainen et al., 1991). Sendo assim, a saliva € uma forte candidata como

uma via de transmissdo de bactérias orais e, em especial, periodontopatégenas.
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Soma-se ainda o fato de que ndo ha evidéncia de que as bactérias periodontais
possam ser transmitidas através de aerossois, confirmando que a saliva e contato
direto da mucosa sdo as vias de transmissdo de bactérias periodontais (Van
Winkelhof e Boutaga, 2005). Essa transmissdo de pais para filho & entdo definida
como Transmisséao vertical.

Tem sido demonstrado que o A. actinomycetemcomitans tem uma clara
agregacao familiar (Zambon et al. 1983, Listgarten 1988, Gunsolley et al. 1990, van
der Velden et al. 1993, Tuite-McDonnell et al. 1997). Estas observagfes sugerem
gque a bactéria pode ser transmitida entre os membros da familia e que eles
compartilham fatores de susceptibilidade para a colonizacdo por estas bactérias ou
tipos clonais dessas espécies. Em um estudo com familias marroquinas que dividiam
fatores de risco para transmissdo bacteriana (por exemplo, dividir alimentos e
bebidas), ficou clara a forte relacado familiar para a presenca do Aa (Haubek et al,
2005). Essa afirmacéo € especialmente importante para explicar a relacao familiar
da periodontite agressiva, explicitada na classificacdo das doencas periodontais da
Academia Americana de Periodontia (Armitage, 1999) e observada em nossos
resultados.

Um importante estudo sobre a distribuicdo de A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis entre os membros da familia € de Asikainen et al. (1996). Eles estudaram
47 familias para a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans e 31 familias de P.
gingivalis. Individuos “teste” foram selecionados com base na presenca de doencas
periodontais ou criangas Aa-positivas. Foi indicado que cbnjuges de pacientes com
periodontite com A. actinomycetemcomitans foram sete vezes tdo frequentemente
infectados com o microrganismo, em comparagcdo com conjuges de pacientes
bactéria-negativo. Os cbnjuges de pacientes com cultura positiva para P. gingivalis
foram duas vezes mais positivo em relacdo aos cdnjuges dos pacientes negativos
para esta espécie. Apenas um dos 19 filhos com um individuo P. gingivalis-positivo
apresentou P. gingivalis detectavel.

Com base nesses resultados, fica clara que a transmissao vertical de A.
actinomycetemcomitans, mas ndo de P. gingivalis pode ocorrer mais facilmente. A
maioria dos estudos tém mostrado que se as criancas sao portadoras de Aa,
geralmente um ou dois pais sdo portadores do mesmo genoétipo. A partir destas

observacgdes, é assumido que a familias € a fonte de transmissdo. Em uma recente
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revisao, van Winkelhoff & Boutaga (2005) calcularam que a transmissao de Aa pode
ser de 30% a 60% com base na detec¢do de genotipos idénticos em criancas e pais.

Contudo, dois pontos chamam a atencdao nesses resultados. Em primeiro
lugar de todas as bactérias testadas no presente estudo apenas o Aa mostrou uma
relacéo de transmissédo entre pais e filhos, embora essa nao pode ser afirmada uma
vez que ndo fora realizado testes genotipicos para determinacéo de clones similares
entre ambos. Além disso, a transmissdo depende de fatores genéticos dos
microrganismos, por exemplo, algumas cepas de certas espécies sdo mais
prontamente transmitidas do que outras. Nao se sabe qual a dimensdo do inoculo
existente ou quantos eventos de exposicdo Sao necessarios para maximizar a
possibilidade de sucesso para a transmissdo do A. actinomycetemcomitans
(Asikainen; Chen, 2000). Entretanto, € provavel que quanto maior a carga destes na
saliva, maior o risco de colonizagdo do hospedeiro. Portanto, supressao dos
microrganismos na saliva pode prevenir que estes se espalhem entre individuos
(Leite et al, 2008).

O Aa tem algumas caracteristicas que justificam essa maior probabilidade de
transmissdo de adultos para criancas. Aa é um bacilo gram negativo, anaerobio
facultativo, o que poderia facilitar sua colonizacdo na saliva e também em outros
ambientes orais com maior demanda de oxigénio. Na avaliacdo de estudos
avaliando a presenca do Aa fica clara a alta variabilidade da prevaléncia desse
patdgeno na populacdo. Boutaga et al. (2003) utilizaram um real-time PCR para
detectar A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis em 111 periodontais individuos
saudaveis e 259 doentes adultos com periodontite. A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis foram detectados em 18% e 9,9%, respectivamente, em individuos sem
periodontite. Em contraste, a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans em adultos
chineses sem periodontite foi de 78%, exemplificando diferencas geogréaficas na
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans. Em criancas japonesas sem periodontite
(2-12 anos), A. actinomycetemcomitans foi encontrado em 4,8% dos individuos. No
Brasil, a prevaléncia de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis apareceu muito
maior em individuos sem doenca periodontal destrutiva (70% e 78%,
respectivamente) em comparacdo com a populacdo holandesa (van Winkelhof e
Boutaga, 2005).
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Um segundo ponto € a auséncia de resultados indicativos de transmisséo das
outras espécies analisadas. Em um grande estudo sobre a transmissdo de P.
gingivalis dentro das familias, Tuite-McDonnell et al. (1997) utilizaram a técnica de
PCR para detectar P. gingivalis em 564 membros de 104 familias recrutados da
igreja e organizagbes comunitérias, em Columbus, OH, EUA. Cento e uma das
familias continha dois pais, pelo menos uma crian¢a e pelo menos um avd. A crianga
vivia com 0s pais no momento da amostragem, os pais tinham vivido juntos por pelo
menos 2 anos e 0s pais tinham vivido com os aves, pelo menos, até a idade de 15
anos. Em relacdo a transmissdo vertical, criancas e seus pais também foram
significativamente mais concordantes. A mae positiva para P. gingivalis daria a uma
criangca um risco para a colonizacéo 4,7 vezes maior do que uma crianga com uma
mae nao colonizada. Este risco foi de 2,98 para os pais colonizados e uma crianca.
O risco para a colonizagao foi maior quando a crianga tinha dois pais colonizados
por P. gingivalis. Com base nessas observacgoes, Tuite-McDonnell et al. concluiu que
0 contato "com um membro da familia infectado aumentou substancialmente o risco
relativo de colonizacdo para conjuges, filhos e seus pais, adultos e sua mae e
irmaos”. Entretanto, no presente estudo, e em outros estudos avaliando a
transmissao vertical de Pg ndo mostrou os mesmos resultados.

Tamura et al, 2006, avaliou a presenca de 10 patdgenos na saliva de maes e
filhos. Corroborando com o presente estudo, foi encontrada uma relacdo positiva
entre a presenca de Aa nas maes e nos filhos. Entretanto, para P. gingivalis e T.
forsythia ndo fora detectada relacéo indicativa de transmisséo vertical. Os resultados
do presente estudo corroboram com o de Tamura et al para as bactérias testadas.
Assim como ndo houve diferenca na concentracéo e prevaléncia de Pg, Tf entre as
criancas das familias PAG e criancas das familias controle, também ndo houve um
risco significativo de contaminacédo paterna para os filhos. Essa auséncia de uma
clara transmisséo vertical desses patdgenos foi também indicada por outros estudos
(van Winkelhof e Boutaga, 2005). Uma possibilidade para a auséncia, em relacdo ao
Pg, para essa nao transmissdo vertical poderia ser a intima relacdo da presenca
desse patégeno, e também do Aa, com a idade. A prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans parece diminuir com a idade, enquanto a prevaléncia de P.
gingivalis aumenta com a idade (Rodenburg et al. De 1990, Slots et al. De 1990,

Savitt & Kent, 1991). Kononen et al (2007) avaliando fatores que determinam a
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presenca na saliva de patdgenos periodontais, também indicou uma clara relagéo
entre a prevaléncia de Pg e o aumento da idade, embora para outras bactérias esse
resultado ndo tenha sido encontrado. Assim, nas criangas ha uma menor
contaminacdo por Pg, provavelmente por caracteristicas especificas desses
patdgenos (anaerébio estrito, ndo movel, gram negativo) que favorecem sua
presenca na doenga periodontal. Essa possibilidade fica clara quando se observa
uma diferenca na presenca e concentragdo de Pg entre os individuos adultos com
histérico de periodontite agressiva e com periodonto saudavel observado em nossos
resultados, seja na andlise da saliva como do biofilme subgengival. Em relacéo ao P.
intermedia, o trabalho de Tamura et al, (2006), indicou uma concentracdo na saliva
de criancas e adultos relativamente baixa. Esse fato pode se dever a inclusédo de
individuos previamente doentes no presente estudo, diferentemente do estudo de
Tamura et al (2006). A P. intermedia, assim como o P. gingivalis, esta relacionado a
doenca periodontal, e possui caracteristicas para colonizacdo que séo favorecidas
na presenca doengca, justificando os resultados obtidos.

Além da avaliagdo da microbiota salivar, no presente estudo foi também
avaliada a presenca e concentragdo no ambiente subgengival. Os resultados
indicaram conclusdes semelhantes aos encontrados na avaliacdo da saliva, ou seja,
uma clara relacéo de transmissdo do Aa e auséncia para 0S outros microrganismos.
Esses resultados podem indicar a correlacdo entre a composicado microbiana de
ambos ambientes, mesmo que com caracteristicas diferentes. Recentemente,
Saygun et al, 2011, correlacionou o numero de cépias de cada patégenos (Aa, Pg,
Tf, Prevotella intermedia e Campylobacter rectus) na saliva com a condi¢cdo
periodontal dos individuos. Em relacdo ao Pg, Tf e Pi os resultados mostraram um
relacdo positiva entre 0 numero de coépias e a presenca de periodontite.
Interessantemente, e ressaltando os resultados do presente estudo, o Aa mostrou-
se um indicador da periodontite agressiva quando comparado a individuos
saudaveis.

Dogan et al, 2008 avaliou a presenca do Aa, e sua divisdo em diferentes
sorotipos, em familias com proband-Aa positivos. Os resultados deste estudo
seguem os resultados obtidos em nossa analise. Houve uma relacdo entre a
colonizacédo do proband e seus filhos, independentemente do sorotipo encontrado,

com uma taxa de transmissdo de 73%. Além desse resultado microbiol6gico, foi
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ressaltado que os individuos jovens das familias apresentaram uma alta taxa de
periodontite agressiva (Dogan et al, 2008). Segundo os autores, isso pode
representar, e na verdade, confirmar, 0 maior risco existente da presenca de
alteracdes gengivais nos familiares de individuos com PAG (Dogan et al, 2008).
Embora nenhuma crianca do presente estudo tenha sido diagnosticada com perda
de insercao, na comparagao entre os grupos ficou evidente a pior condicao gengival
desses individuos, com maiores indices de sangramento, placa e profundidade de
sondagem. Esse resultado, também de grande relevancia, deve ser avaliado com
atencdo uma vez que podem estar envolvido ndo somente fatores de risco
individuais para a doenca como também um perfil de familias com menor atencdo a
higiene oral. Embora avaliando familias e, segundo a Academia Americana de
Periodontia indique essa relagdo familiar da PAG, ainda ndo ha resultados
totalmente conclusivos para essa relacdo. Recentemente, nosso grupo néo
identificou uma relacdo familiar na distribuicdo de polimorfismos da IL-8 em familias
de portadores de PAG (Andia et al, 2012). Assim, mais estudo e uma avaliacdo de
diversos fatores confundidores para a higiene oral devem ser avaliados em estudos
futuros.

Entretanto, embora os resultados obtidos sejam em sua maioria comprovados
pela literatura cientifica, o presente estudo apresenta algumas limitacbes as quais
devem ser consideradas na analise e planejamento de estudos futuros. O maior
guestionamento a ser feito em relacdo aos resultados é a auséncia de testes
feno/genotipicos para a confirmacao se o tipo bacteriano dos pais € o mesmo dos
filnos. Diferentes tecnologias podem ser aplicadas para obterem-se esses
resultados, como AP-PCR, genotipagem, e testes fenotipicos (no caso de culturas
viaveis). Assim, o proximo passo a ser testado nesse estudo € a caracterizacdo das
espécies para confirmacdo dos resultados. Outra consideracdo a ser feita é o
impacto da idade dos filhos na colonizacdo pelos patdégenos (em especial se
observado a relacdo entre idade e presenca de P. gingivalis). Dever-se-a identificar
0 impacto da idade das criancas na colonizacdo e se em cada perfil familiar pode
haver uma diferente cinética na colonizacdo pelos mesmos. Além do exposto, uma
outra consideracao a ser realizada é o padrao de higiene e condicao periodontal das
criancas nas familias com PAG. Esse resultado inesperado mostrou uma pior

condicao oral, a qual pode ser relacionada ao padrao familiar de higiene ou a uma
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maior susceptibilidade intrinseca desses individuos. Dessa forma, um estudo
controlando esse fator esta sendo planejado e podera evidenciar o impacto dessa
condigao nos resultados.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir que as criangcas oriundas de familias com periodontite

agressiva  generalizada possuem uma maior  colonizacdo por A

actinomycetemcomitans, sendo que a deteccdo deste na cavidade oral dos pais
representa um risco 16 vezes maior para a colonizagdo. Entretanto, essa relacao de

transmissdo néo foi identificada para outros patdégenos periodontais.
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