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RESUMO

A periodontite agressiva € caracterizada por uma rapida perda de insercdo conjuntiva e
destruicao 6ssea, podendo ocorrer na forma localizada ou generalizada. Na periodontite agres-
siva localizada ocorre o comprometimento, principalmente, dos dentes incisivos e primeiros
molares permanentes. E a forma de doenca periodontal mais associada com Actinobacillus
actinomycetemcomitans. De modo distinto, a forma generalizada da periodontite agressiva
afeta varios dentes em um ou ambos os arcos dentarios. O objetivo do presente estudo foi
estabelecer através de exames clinicos, radiograficos e microbianos o diagnéstico de uma fami-
lia com expressiva prevaléncia de doenga periodontal. Foram incluidos 5 individuos da mesma
familia, os quais foram submetidos a exame clinico periodontal e exame radiografico de todos
os dentes. Para a analise microbiolégica foram selecionados no minimo dois dentes para cada
individuo, e a presenca de Actinobacillus actinomycetemcomitans foi determinada pelo méto-
do de cultura bacteriana e reacdo em cadeia da polimerase. Dos individuos examinados, dois
receberam o diagnéstico de periodontite incipiente, dois de periodontite agressiva localizada e
um de periodontite agressiva generalizada. O Actinobacillus actinomycetemcomitans de maxi-
ma leucotoxicidade foi detectado em todos os individuos. Com base nestes resultados obser-
vou-se que os individuos apresentavam a mesma caracteristica microbiana e diferencas na
expressao e severidade da doenga periodontal, sugerindo que outros fatores poderiam estar
presentes modificando a manifestacao clinica da doencga.

UNITERMOS: Actinobacillus actinomycetemcomitans; diagnoéstico; periodontite agressiva.

SUMMARY

Agressive periodontitis is characterized by rapid attachment loss bone destruction, that
can be occur in generalized or localized forms. Localized agressive periodontitis affects
incisors and first permanent molars. This is the type of periodontal disease frequently
associated with Actinobacillus actinomycetemcomitans. The generalized agressive
periodontitis can involve more teeth in an arch or an entire dentition. The aim of this study
was to determinate the diagnosis of a _family with a expressive prevalence of periodontal
disease by clinical, radiographic and microbiological exams. Five subjects were included in
this study, who were submitted to periodontal clinical exam and radiographic exams in all
present teeth. Microbiological assay to detect the possible presence of Actinobacillus
actinomycetemcomitans was obteined from two teeth in each subject and determined by
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culture and polimerase chain reaction exams. Two subject received the diagnosis of incipient
periodontitis, two localized agresive periodontitis and one generalized agressive peridontitis.
Actinobacillus actinomycetemcomitans with high leucotoxity was detected in all subjects.
After analysis of the results it is possible to observe that the subjects had the same
microbiological feature and differences in expression and severity of the periodontal disease.
Its suggest that other factors can be present and modifying clinical conditions in disease.

UNITERMS: Actinobacillus actinomycetemcomitans; diagnosis; agressive periodontitis.

INTRODUCAO E REVISAO DA
LITERATURA

A doenca periodontal é causada pela infeccao
dos tecidos periodontais decorrente do acimulo
de placa bacteriana, que pode resultar na perda
progressiva de insercao conjuntiva e osso alveolar
(AAP!, 1999).

O carater destrutivo das doencas periodontais
€ sua progressao sao mantidos somente na pre-
senca de placa subgengival e pode estar associado
a grupos especificos de bactérias. Neste contexto,
alguns patégenos apresentam papel importante
como Actinobacillus actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis
(R gingivalis) e Bacteroides forsythus (B._forsythus),
e ainda outros microrganismos de provavel signifi-
cancia como Prevotella intermedia (P intermedia),
Campylobacter rectus (C. rectus), Peptostreptococos
micros (P micros), Fusobacterium sp, Treponema
sp, estafilococos, enterococos, pseudomonas e va-
rios bastonetes (Slots3!, 2000).

A periodontite cronica € a patologia periodontal
mais freqiientemente encontrada, podendo ocor-
rer em qualquer idade embora sua ocorréncia en-
volva comumente individuos adultos (AAP?, 1999).
As caracteristicas clinicas incluem perda de inser-
cao conjuntiva, perda dssea alveolar, formacao de
bolsa periodontal e inflamacao gengival. Além dis-
so, pode ser observado aumento ou recessao do
tecido gengival, sangramento gengival a sondagem,
mobilidade dental aumentada e, finalmente, incli-
nacao e exfoliagao dental (Page et al.2°, 1976). A
quantidade de destruicao tecidual observada na
periodontite cronica € consistente com a presenca
de fatores locais como presenca de diferentes es-
pécies microbianas e calculo sub gengival.

A periodontite agressiva € caracterizada por
uma rapida perda de insercao conjuntiva e des-
truicao 6ssea, podendo ocorrer na forma localiza-
da ou generalizada. Exceto pela presenca da doen-
ca periodontal, os individuos com periodontite
agressiva apresentam-se clinicamente saudaveis,
e a quantidade de placa bacteriana presente ¢ in-

consistente com a destruicao dos tecidos perio-
dontais.

Na periodontite agressiva localizada ocorre o
comprometimento, principalmente, dos dentes in-
cisivos e primeiros molares permanentes. E a for-
ma de doenca periodontal mais associada com
Actinobacillus actinomycetemcomitans e com
disfuncé6es dos neutréfilos. Em alguns estudos em
individuos com esta periodontite, Actinobacillus
actinomycetemcomitans foi isolado de bolsas
periodontais ativas numa proporc¢ao de 75 a 100%
(Zambon et al.?4, 1983, Zambon et al.3¢, 1996).

De modo distinto, a forma generalizada da
periodontite agressiva (AAP!, 1999) mostra episo6-
dios pronunciados de destruicao periodontal,
apresenta sinais mais evidentes de inflamacao dos
tecidos periodontais € maior quantidade de placa
bacteriana e calculo dental, em relagcao a localiza-
da (Page?!, 1983).

Actinobacillus actinomycetemcomitans

O A. actinomycetemcomitans foi primeiramen-
te reconhecido como um possivel patégeno perio-
dontal por sua elevada freqiiéncia de deteccao e
numeros elevados em les6es de periodontite agres-
siva (Chung et al.’, 1989). Fives-Taylor et al.®
(1999), consideraram que microrganismos como
A. actinomycetemcomitans, que possuem um ele-
vado numero de fatores de viruléncia, sdo mais
patogénicos e a sua colonizacdo no meio bucal
acarreta, na maioria dos casos, infeccao dos teci-
dos periodontais.

O organismo pode ser transmitido entre mem-
bros de uma mesma familia na periodontite agres-
siva e em algumas formas de periodontite crénica.
Produz varias substancias biologicamente ativas
que, individual ou coletivamente, poderiam estar
envolvidas na produc¢ao da doenca (Slots?°, 1994).

O A. actinomycetemcomitans produz leuco-
toxina que lisa os leucdcitos polimorfonucleares
humanos (Baehni et al.2, 1981). Estudos prévios
revelaram variacoes na producao de leucotoxina
entre diferentes isolados (Zambon et al.?, 1983;
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Brogan et al.?, 1994). O mecanismo molecular de
producao elevada foi identificado como uma
delecao de 530 pares de base (530 bp) do gene
operon codificador da leucotoxina (Brogan et al.?,
1994). Cepas de A. actinomycetemcomitans de
alta leucotoxicidade tem sido relacionadas com
individuos ou familias com histéria de periodontite
agressiva (Mombelli et al.!®, 1999; Haraszthy et
al.'°, 2000).

O objetivo do presente estudo foi estabelecer
através de exames clinicos, radiograficos e mi-
crobianos o diagnéstico de uma familia com ex-
pressiva prevaléncia de doenca periodontal

MATERIAIS E METODOS

Exame Clinico e Radiografico

Foram incluidos no estudo cinco irméaos, 3 do
sexo masculino com 13, 18 e 20 anos de idade e
2 do sexo feminino com 14 e 16 anos de idade.
Estes se apresentaram a clinica de Periodontia do
Departamento de Odontologia da Universidade de
Taubaté em busca de tratamento clinico.

Para a realizacao do exame clinico periodontal
foram utilizados espelho plano n° 5 (Duflex), pin-
ca para algodao (Duflex), sonda exploradora n° 5
(Duflex), sonda periodontal milimetrada tipo
Williams n° 5 (Neumar) esterilizados. A sondagem
clinica periodontal foi realizada em seis pontos,
trés por vestibular e trés pontos por lingual ou
palatino (Fetner?, 1994) em todos os dentes, ex-
cluindo-se os terceiros molares, observando-se a
profundidade de sondagem e o nivel clinico de in-
sercao. Foi utilizada a técnica do paralelismo com
emprego de suporte porta-filmes (Hanshin) pro-
posta por Updegrave (1959) e peliculas radio-
graficas simples (Kodak), para avaliacao do osso
alveolar.

Apbs a realizacdo dos exames clinicos e ra-
diograficos os mesmos foram informados da ne-
cessidade de realizagdo do tratamento, no qual,
ap6s consentimento os pais e os maiores de 18
anos assinaram o termo livre e esclarecido, con-
cordando com a realizacdo dos exames comple-
mentares como também do tratamento.

Em funcao dos resultados iniciais observados,
ou seja, por uma alta prevaléncia de doenga
periodontal nos membros desta mesma familia,
quando da vinda dos pais ao Departamento de
Odontologia da UNITAU para assinatura do termo
livre e esclarecido, os mesmos foram informados
da necessidade de realizacao de exames clinicos e
radiograficos similares nos préprios. Todavia, ape-
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sar da concordancia dos procedimentos nos cinco
filhos, apenas a mae foi submetida a exame clini-
co e radiografico exclusivamente, tendo recebido
o diagnoéstico de periodontite cronica.

Exame Microbioldgico

Exame microbioldgico para possivel deteccao
de A. actinomycetemcomitans foi realizado entao
nos cinco irmaos. Foram selecionados no minimo
dois dentes para cada individuo, preferencialmen-
te primeiros molares e/ou incisivos. Cada dente
previamente selecionado, foi isolado com roletes
de gaze esterilizadas, e a placa bacteriana supra-
gengival removida com algodao também esterili-
zado. Cinco pontas de papel absorvente n® 30
(Tanari) esterilizadas foram inseridas na porcao
mais apical das bolsas periodontais com o auxilio
de pincas clinicas esterilizadas e mantidas no lo-
cal por 15 segundos (Renvert et al.??2, 1992), e
transferidas para um recipiente contendo 1 mL de
solucao de Ringer reduzida (Miller et al.!®, 1995).
As amostras foram transportadas para o labora-
tério de Microbiologia da UNITAU. Ap6és homo-
geinizacao em agitador por 60 segundos (Slots et
al.?6, 1980), aliquotas de 0,1 mL de cada uma das
amostras foram semeadas, em duplicata, na su-
perficie de placas de Agar soja tripticaseina, acres-
cido de bacitracina e vancomicina — TSBV (Slots??,
1982). As placas de TSBV foram incubadas por
cinco dias em jarras (Gas-Pak), utilizando-se sis-
tema de anaerobiose (Anaerobic System. Difco) em
temperatura de 37°C (Slots et al.?%, 1986). As co-
l6nias de A. actinomycetemcomitans foram iden-
tificadas em lupa esteroscopica, através de sua
morfologia, observando-se colénias pequenas, ru-
gosas circulares, convexas, translucidas e aderen-
tes com estrutura central em forma de estrela
(Slots3?, 1994). Nas colonias caracteristicas foram
realizadas coloracao de Gram e provas bioquimi-
cas de fermentacao de glicose, frutose, maltose e
manose e reacao de catalase (Slots?8, 1982).

Para avaliar a presenca de cepas de A. actino-
mycetemcomitans de maxima ou minima leucoto-
xicidade as amostras clinicas foram analisadas
através de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR).

A expressao da leucotoxina de A. actino-
mycetemcomitans foi observada através de PCR.
Com a finalidade de amplificacao de um fragmen-
to, constituido de 492 pares de base, caracteristi-
co das amostras com maxima leucotoxicidade e
de outro fragmento, constituido de 1022 pares de
base caracteristico das amostras de minima
leucotoxicidade foram utilizados 2 primers:
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A: 5°-GCAGGATCCATATTAAATCTCCTTGT-3’
B: 5-GCGGTCGACAACCTGATAACAGTATT-3’

As amostras de placa bacteriana subgengival
contidas em recipiente com solucao de Ringer re-
duzida foram homogeneizadas em agitador (Vortex,
Phoenix, AP56) por sessenta segundos. Deste ma-
terial, 300 uL foram centrifugados por dez mi-
nutos a velocidade de 7000 r.p.m. Ao mate-
rial sedimentado foram adicionados 200 uL de
Instagene. Ap6s homogeneizacao por dez segun-
dos, o material foi mantido em banho-maria por
trinta minutos a 56°C. Apds este periodo, o mate-
rial foi homogeneizado por trinta segundos e en-
tao mantido por oito minutos em agua em ebuli-
¢ao. O material foi novamente homogeneizado por
trinta segundos e entdo novamente centrifugado
por quatro minutos. A reacao em cadeia da
polimerase foi realizada em condicOes padroniza-
das onde a mistura para reagao é constituida de
100 L a 10 mM de tri-HCL, pH 8,3, 50 mM KCL,
1,5 mM MgCL,, 100 uL dATE 100 uL dCTE 100
uL dGTP 100 uL dTTP gelatina a 0,001% (w/v),
100 ng do primer A e 100 ng do primer B, 0,5U de
Taq polimerase e 100 ng de DNA genomico
(Haraszthy et al.!°, 2000).

Para a analise dos produtos amplificados pela
reacao em cadeia da polimerase foi empregada
eletroforese em gel de agarose a 1%, constituido
de 40 mL de solucao tamponada e 0,45 g de
agarose. A solucao tamponada foi constituida de
um envelope de tampao TBE (TBE buffer, Sigma),
400 mL de agua destilada e 30 uL de brometo de
etidio.

O gel foi corrido a 10 V/cm em solucao tam-
ponada por trinta minutos e analisado em uma

Figura 1 — Aspecto radiografico das regioes posteriores
superior e inferior do lado direito do individuo L.A.R.
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camara de irradiacao ultravioleta. O brometo de
etidio foi responsavel pela fluorescéncia do DNA
quando da exposicao a luz ultravioleta. Os géis
obtidos foram fotografados e comparados com os
produtos amplificados a partir de cepas padrao
(JP2 e 652).

RESULTADOS

Apbs a realizacao dos exames clinicos e radio-
graficos, observou-se nos cinco irmaos uma perda
de insercao clinica e destruicao 6ssea alveolar ca-
racteristicas de individuos com periodontite agres-
siva. O Quadro 1 mostra os dentes envolvidos dis-
tribuidos por individuos.

QUADRO 1 - Distribuicdo dos individuos do estudo e
os respectivos dentes envolvidos.

Individuo Dentes acometidos
13 ano(zl(LAR) 46
14 anogs (VR) 26-11-16-46-43-42-41-31-36
16 anog(APR) 26-22-21-11-12-16-46-43-42-36
18 angsI (MR) 26-46
20 anofl(MAR) 23-22-12-13-14-16-17-47-46-45-35-36-37

As caracteristicas radiograficas dos individuos
L.A.R. (Figs. 1, 2 e 3), VR. (Figs. 4 e 5), A.PR. (Figs.
6, 7 e 8), M.R. (Figs. 9, 10 ¢ 11), e M.A.R. (Figs.
12, 13 e 14) podem ser observadas nas respecti-
vas figuras.

Figura 2 — Aspecto radiografico das regioes posteriores
superior e inferior do lado esquerdo do individuo L.A.R.
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Figura 3 — Aspecto radiografico das regioes anteriores Figura 4 — Aspecto radiografico da regido posterior
superior e inferior do individuo V.R. superior e inferior do lado direito do individuo V.R.

Figura 5 - Aspecto radiografico da regiao posterior Figura 6 — Aspecto radiografico das regioes anteriores
superior e inferior do lado esquerdo do individuo V.R. superior e inferior do individuo A.PR.

Figura 7 — Aspecto radiografico da regiao posterior su- Figura 8 — Aspecto radiografico da regiao posterior su-
perior e inferior do lado direito do individuo A.PR. perior e inferior do lado esquerdo do individuo A.PR.
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Figura 9 — Aspecto radiografico da regiao posterior su- Figura 10 - Aspecto radiografico da regidao posterior
perior e inferior do lado direito do individuo M.R. superior e inferior do lado esquerdo do individuo M.R.

Figura 11 - Aspecto radiografico das regioes anterio- Figura 12 - Aspecto radiografico das regides anterio-
res superior e inferior do individuo M.R. res superior e inferior do individuo M.A.R.

Figura 13 - Aspecto radiografico da regido posterior Figura 14 - Aspecto radiografico da regiao posterior su-
superior e inferior do lado direito do individuo M.A.R. perior e inferior do lado esquerdo do individuo M.A.R.
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De acordo com os resultados observados, o
Quadro 2 mostra o diagndstico especifico dos cin-
co irmaos examinados.

QUADRO 2 - Distribuicdo dos individuos de acordo
com idade e diagnéstico periodontal.

Individuo Idade Diagnostico
d . . .
(LAR) 13 Periodontite Incipiente
? 14 Periodontite Agressiva
(VR) Localizada
? 16 Periodontite Agressiva
(APR) Localizada
d . . .
(MR) 18 Periodontite Incipiente
J 20 Periodontite Agressiva
(MAR) Generalizada

O Quadro 3 mostra os resultados verificados
em relacdo a presenca de A. actinomycetem-
comitans tanto para o método de cultura como
para a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR).

QUADRO 3 - Dados individuais referentes a identifica-
cao de A. actinomycetemcomitans pelos métodos de
cultura e expressao de leucotoxicidade por PCR.

Individuo Cultura PCR

(LfR) Positivo Maxima Leucotoxicidade

(VQR) Positivo Maxima Leucotoxicidade

( AIQJR) Positivo Maxima Leucotoxicidade

(I\/(ITR) Positivo Maxima Leucotoxicidade

(MiR) Positivo Maxima Leucotoxicidade
DISCUSSAO

A doenca periodontal pode ser considerada um
conjunto de diferentes doencas para as quais um
certo niumero de individuos possui alto risco
(Johnson et al.’?, 1988). Nestes individuos, os fa-
tores do hospedeiro parecem ter importante papel
na susceptibilidade a periodontite, e esse risco
pode estar parcialmente sob controle genético.
Estudos recentes tém discutido a hereditariedade
na susceptibilidade a doenca periodontal (Hart et
al.'2, 1997).

A doenga periodontal € uma doenga que resul-
ta da interacdo entre a presenca do microrganis-
mo, a resposta imune do hospedeiro e os fatores
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de risco. Pode-se considerar que todas as formas
de doenca periodontal sao resultantes de infeccao
bacteriana e se relacionam com agentes infeccio-
sos capazes de inibir alguns mecanismos de defe-
sa do hospedeiro ou exacerbar a liberacao de
mediadores quimicos da inflamacgao, o que leva a
destruicao tecidual (Slots?, 1976). Entretanto,
outros fatores como habito de fumar e fatores
genéticos parecem ter influéncia aumentada na
severidade da doenca.

Com o avanco das pesquisas imunoldgicas, e
com a instituicao de métodos apropriados para
comparar diferentes populacgoes, alguns fatores do
hospedeiro tém sido associados com o inicio, pro-
gressao e severidade da doenca periodontal. Den-
tre esses fatores, destacam-se alteragdes quan-
titativas e funcionais de leucécitos polimorfonu-
cleares, distirbios na regulacido da resposta
imunolégica, doengas sistémicas, habito de fumar
e habitos alimentares (AAP!, 1999; Rutkauskas?23,
2000). Estudos de Beck et al.* (1990) sugeriram
que menos de 20% da variabilidade na expressao
da doenca periodontal sao explicados por niveis
microbianos especificos.

Lindhe et al.'* (1975), em um estudo experi-
mental de periodontite em caes, observaram que
ap6s o acumulo de placa bacteriana e desenvolvi-
mento de gengivite, alguns animais desenvolviam
apenas uma perda de insercado minima. De forma
similar, plantadores de ch& no Sri Lanka (Loe et
al.'®, 1986), com habitos alimentares de higiene
oral precarios e na auséncia de tratamento
odontolégico, desenvolveram formas de periodon-
tite, entre incipiente e severa. A partir de entao,
ocorreram mudancas nos conceitos da etiologia
da doenca periodontal, centralizando a resposta
do hospedeiro como modificador dos resulta-
dos clinicos da infeccao bacteriana (Hart et al.ll,
1994).

Evidéncias da influéncia genética nas perio-
dontites resultaram de fontes diversas incluindo
agregacao familiar e estudos genéticos formais de
periodontite agressiva, associacao da periodontite
com doencas Mendelianas hereditarias e estudos
de periodontite cronica em gémeos. A identifica-
cao de fatores genéticos que controlam a resposta
imune a varias infecgoes microbianas, tanto em
modelos animais como em humanos, aumentou a
énfase em respostas do hospedeiro determinadas
geneticamente (Baer et al.3, 1960; Malo et al.!6,
1994a; Malo et al.1?, 1994Db).

Defeitos genéticos severos que afetam a funcéo
dos neutréfilos sao conhecidos por predisporem a
infeccoes microbianas, e parte deles sao associa-
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dos com aumento de doenca periodontal (Genco
etal.®, 1986; Hart et al.!!, 1994). Aproximadamen-
te 70% dos pacientes com periodontite agressiva
localizada apresentam uma deficiéncia na habili-
dade dos neutréfilos sangiiineos periféricos em
responder a agentes quimiotaticos (Van Dyke et
al.®3, 1994).

No presente estudo, apds a realizacao dos exa-
mes clinicos e radiograficos foi possivel observar
uma alta prevaléncia de periodontite agressiva,
entretanto, apds o exame microbiolégico pela téc-
nica de cultura detectou-se a presenca de A.
actinomycetemcomitans nos cinco individuos exa-
minados, e através da técnica de PCR, observou-
se a presenca de cepas JP2 de maxima leuco-
toxicidade, o que foi caracterizado pela delecao
de 530 pares de base.

Em decorréncia de uma alta prevaléncia de
periodontite e pela presenca de amostras seme-
lhantes de A. actinomycetemcomitans nos cinco
irmaos examinados, esperava-se encontrar uma
manifestacao clinica da doenca periodontal como
uma distribuicao uniforme, ou seja, individuos
adolescentes apresentando um menor padrao de
destruicao alveolar em relacao aos jovens. Toda-
via, verificou-se que o padrao de destruicao
periodontal nao foi padronizado e independente da
idade.

Uma possivel variavel que pudesse justifi-
car este padrao indefinido se baseia no fato de
que estes individuos poderiam alocar patégenos
periodontais diferentes, ou seja, cepas de A.
actinomycetemcomitans com minima leucotoxici-
dade compativel com mnor expressao de patolo-
gia periodontal e conseqiientemente, amostras com
maxima leucotoxicidade, nos individuos mais afe-
tados. Mais uma vez, esta nao foi a caracteristica
observada, verificando-se que todos os cinco indi-
viduos apresentavam amostras positivas para A.
actinomycetemcomitans tanto para cultura como
na expressao de leucotoxina.

Assim, de acordo com o verificado, nos € licito
considerar que apesar da nao realizacao de exa-
mes especificos relacionados aos hospedeiros, a
obtencdo de exames clinicos, radiograficos e
microbianos nos membros de uma mesma familia
sugerem que outros fatores podem ter influencia-
do nas diferentes manifestagoes clinicas observa-
das. Além disto, a elaboracao de exames mais es-
pecificos podem ser conduzidos em modelos fa-
miliares como o aqui apresentado para elucidar
outros fatores relacionados a manifestacao da
doenca periodontal.

Querido SMR, et al.

CONCLUSAO

Apbés a obtencao dos resultados clinicos
radiograficos e microbianos, observou-se que os
individuos apresentavam a mesma caracteristica
microbiana e diferencas na expressao e severida-
de da doenca periodontal. Com base nestes resul-
tados sugere-se que outros fatores poderiam es-
tar presentes modificando a manifestagao clinica
da doenca periodontal.
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