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RESUMO

Usando a técnica da imunofluorescéncia indireta, foi comparada a frequéncia de detecgdo e o titulo de
anticorpos séricos IgG especificos para as cepas Y4 e 29523 do Actinobacillus actinomycetemcomitas entre 5
grupos de individuos classificados clinica e radiograficamente como portadores de periodonto normal (jovem e
adulto), gengivite, periodontite e desdentados totais. Com titulos baixos, situando-se entre 1:1 e 1:40 em 82,8%
e 64,6% dos soros, para Y4 e 29523, respectivamente, foi alta a frequéncia de detecg@o de anticorpos em todos
os grupos, com positividades de 87,8% e 66,6%. Nao se verificou diferencga estatisticamente significante nos
niveis médios de anticorpos para Y4 e 29523 entre os grupos. Todavia, ao se comparar os titulos para as duas
bactérias entre si, os resultados para Y4 foram significantemente diferentes dos resultados para 29523 nos grupos
normal jovem e de periodontite.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento da doenca periodontal inflamatéria
estd associado a presenca da placa bacteriana madura'®”

.Alguns microrganismos da placa sdo considerados
patégenos periodontais potenciais por sua capacidade de
implantar-se no sulco gengival, produzir substincias
toxicas, invadir o tecido e possuir mecanismos que lhes
permitem resistir aos fatores de defesa do hospcdcir032.
Um desses microrganismos é o Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A.a.) também designado
Haemophilus actinomycetemcomitans™, um bacilo
Gram negativo, facultativo, com trés sorotipos
reconhecidos (a, b e ¢).

O sorotipo b € o mais prevalente na periodontite juvenil
localizada (PJL), periodontite juvenil generalizada
(PJG) e p6s-PJL, observando-se proporgdes
semelhantes dos sorotipos a e b na periodontite e
individuos normais*?.

Estudos bacteriolégicos, com algumas excegdes,
comprovam a associa¢do do A.a. com a periodontite
juvenil localizada, o mesmo ocorrendo com anticorpos
{%(%gs%réicos dirigidos contra a cepa Y4 (sorotipo b)" %

7777, havendo controvérsia em relago a cepa 29523
(sorotipo a%,z com relato de associagio degm’ veis elevados
com a PJL"“ ou auséncia de associagiao™ .

Além do seu envolvimento na PJL, o A.a. tem sido
associado com outras formas de periodontitel’ 7h8
estudos recentes’” 3% sugerem que niveis elevados
de uns poucos microrganismos, entre 0s quais o A.a.
podem ser iiteis indicadores de periodontite ativa.
Também, o encontro de altos titulos de anticorpos
s€ricos para o microrganismo confirma sua importincia
em alguns casos de periodontite severa e de progressdo
rdpida em a(lultcosjovcnsl 2030

Esse envolvimento do A.a. nas alteragdes mais criticas
do periodonto enseja uma avaliagdo do grau de infec¢do
pelo microrganismo na populagdo. Conquanto haja
relatos de estudos bacteriolégicos entre nés”, a
inexisténcia de estudos imunolégicos inspirou a
presente pesquisa sobre a frequéncia de detecc¢do e o
titulo de anticorpos séricos IgG especificos para as cepas
Y4 e 29523 do A.a., em grupos de brasileiros
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classificados clinica e radiograficamente como
portadores de periodonto normal, gengivite,
periodontite e desdentados totais.

MATERIAL E METODOS

Pacientes

Para a obtencdo do soro foram colhidas amostras de
sangue de 99 individuos selecionados através de
anamnese, sem tratamento periodontal prévio ou
doencas sistémicas, que nos seis meses anteriores nao
foram submetidos a antibioticoterapia.

A classificagdo dos cinco grupos foi feita a partir de
exame clinico e radiografico. O exame clinico teve como
base a medida da profundidade de sondagem do sulco
gengival e/ou bolsa™ e a verificagdo das condigOes
gengivais sel%undo o indice gengival modificado por
LOE (1967) ", usando o critério de sangramento apés a
sondagem e a andlise de alteragGes na cor, forma e
textura gengivais. Os grupos ficaram assim
distribuidos:

@ Normal adulto (N.A.) - 20 individuos (10 homens e
10 mulheres) entre 18 e 37 anos, com média de idade
de 27,4 anos.

4 Normal jovem (N.J.) - 20 individuos (7 homens e 13
mulheres) entre 10 e 16 anos, com média de idade de
13,1 anos.

® Gengivite (G) - 19 individuos (9 homens e 10
mulheres) entre 16 e 43 anos, com média de idade de
21,1 anos.

® Periodontite (P) - 20 individuos (10 homens e 10
mulheres) entre 22 e 59 anos, com média de idade de
37 anos.

@ Desdentado (D) - 2 individuos (10 homens e 10
mulheres), entre 41 e 75 anos, com média de idade de
57 anos, e mais de 5 anos de extragéo.
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Esfregacos

As cepas Y4 (sorotipo b) e ATCC 29523 (sorotipo a) do
A.a., gentilmente cedidas pelo Dr. J. Slots, da
Universidade de Pensilvinia (USA), foram cultivadas
por 3 a 5 dias em dgar-sangue sup]ementaclols, §

recém-preparado, incubado em jarra "GasPak" (BBL) a
37°C. As coldnias foram raspadas da superficie do meio
com al¢a de platina e suspensas em pequeno volumc de
salina tampao fosfato (PBS) estéril, 0,01M, pH 7, 22 em
tubo de ensaio de 13x130 mm estéril. A pureza da
suspensao foi controlada através de uma lamina corada
pelo método de Gram.

Para a confec¢do dos esfregacos uma alcada da
suspensdo foi colocada em seis das doze dreas
demarcadas em ldmina para imunofluorescéncia
(PERFECTA). Os esfregacos finos foram secados ao ar
e depois fixados pelo calor, através da passagem rédpida
por 3 vezes sobre a chama do bico de Bunsen . As
laminas, embrulhadas em papel de seda e aluminio,
foram estocadas a 0-2°C até o momento do uso

Antes da triagem e titulagfo dos soros dos pacientes foi
estabelecida a dilui¢éo de 1:80, como o titulo de trabalho
do soro de coelho anti-IgG humana marcado com
isotiocianato de fluoresceina (LIO-SERUM).

Para a triagem dos soros dos pacientes os esfregacos de
uma lamina foram cobertos com uma gota do soro de
quatro pacientes, ficando um para controle positivo
(soro de PJL) e um para controle negativo (PBS).

A seguir, as ldminas foram incubadas em cimara tmida
por 10 minutos, em temperatura ambiente; lavadas por
2 mmutos em salina tampdo fosfato mais Tween20
(PBS- T) num agitador magnético (ARTHUR H.
THOMAS), na posi¢do 2.5; novamente lavadas por 15
minutos em PBS sob agita¢io; deixadas em repouso por
10 minutos e outra vez lavadas em 4dgua destilada por 10
minutos sob agitagdo. O excesso de dgua destilada foi
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removido com papel de filtro e feita a secagem com
secador de cabelos (ARNO) em baixa velocidade, sem
ressecar os esfregacos.

Os esfregacos foram entdo cobertos com conjugado
diluido em PBS - azul de Evansz, a 1:80, obedecendo-se
a partir dai 0s mesmos passos anteriormente seguidos
apos a colocagio dos soros.

A montagem das laminas foi feita invertendo-se cada
uma sobre duas laminulas, no centro das quais foi
colocada uma gota de glicerol tamponad030, pH 9,0,
com pipeta de Pasteur. Retirado o excesso com papel de
filtro, as 1aminas foram levadas a sala de microscopia
para leitura dentro de 4 horas ou mantidas em geladeira
para leitura dentro de 24 horas, sempre protegidas da luz.
A leitura foi feita usando microscépio (ZEISS), modelo
RA-38, com luz incidente, tendo como fonte de luz uma
lampada de halogénio, objetiva Neofluar de 100x, ocular
Kpl-8x, filtro excitador BP450), filtro de barreira LP520
e divisor de feixe cromatico FT510. Foi considerada
significante a reagdo 3+ ou 4+

Feita a triagem, procedeu-se a titulagdo dos soros
positivos, diluidos seriadamente em PBS 0,01M, pH 7,2,
a partir de 1:10, com fator de dilui¢do 2x até a diluicao
de 1:160, contando sempre com um controle negativo
(PBS) e obedecendo os mesmos passos da triagem.

O titulo dos anticorpos fluorescentes foi registrado como
a maior diluicéo do soro que ainda produz1sse reacdo 3+
ou 4+.

RESULTADOS

Na tabela I sao apresentados os resultados da titulagdo
dos soros para as duas cepas de A.a. e suas frequéncias
nos cinco grupos. Conquanto alta a frequéncia de
detecgdo de resposta imune em todos 0s grupos, com
87.8% e 66,6% de positividade para Y4 e 29523,
respectivamente, os titulos, na vasta maioria situaram-se
entre 1:1 e 1:40. Titulos acima de 1:40, s6 foram
observados em trés soros do grupo normal, um soro de
periodontite e um soro de desdentado para a cepa Y4 e
em dois soros de gengivite para 29523.

Resultados negativos foram encontrados em todos o0s
grupos, variando de um a seis para a cepa Ydede3all
para a 29523. (tabela I)
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TABELA I - titulos de anticorpos ancm lgG anti-A.a. e respectivas frequéncias nos grupos
estudados,
ru- N<l6anos N> 18 anos engivite riodontite desdentado total
e 8 gengivi periodonti desdentad 1
tiwlo Y4 29523 Y4 20523 Y4 29523 Y4 29523 Y4 29523 Y4 29523
1t (%) (%)
negaive 1 9 2 3 1 o 2 11 6 5 12 33
12,1% 33,3%
1:1 9 8 8 13 5 T 8 6 5 13 35 47
35,3% 471.5%
1:10 2 2 6 2 5 4 2 2 2 2
1735 w =
1:20 4 0 2 1 2 1 5 1 4 1] 17 3
17.2% 3%
1:40 1 1 2 1 6 0 2 0 2 0 13 2
13,1% 2%
1:80 2 0 0 0 0 2 1 a 1 0 4 2
4% 2%
1160 1 0 (1] 0 0 0 0 0 0 0 1 0
15
total 20 20 20 20 19 19 20 20 20 20 99 99

A comparagio dos titulos de anticorpos séricos entre os
grupos feita pelo teste de Kruskal-Wallis®! revelou para
a cepa Y4 os valores de H= 3,655 e p= 0,4547, e para
29523, H= 7,899 e p= 0,0953, indicando inexistir
diferencas estatisticamente significantes para os
mesmos. No entanto, ao se comparar os resultados das
duas cepas entre si, evidenciou-se diferenga significante,
com H= 38,746 e p < 0,001. Comparando os resultados
de cada grupo para Y4 e 29523 pelo método de
l\/[ann-Whitney3 , dois resultados mostraram-se
significantes : o do grupo normal jovem e o do grupo de
periodontite, com p<0,001 para ambos. Para verificar
uma possivel diferenca entre os sexos, em cada grupo
foi aplicado o teste de Mann-Whitney, com resultados
estatisticamente ndo significantes (alfa = 5%).

DISCUSSAO

Com base nos estudos bacterioldgicos que, em sua
maioria falam da auséncia ou baixa detec¢io do A.a. na
microbiota subgengival de individuos outros que ndo os
portadores de PJL, causou surpresa o encontro de alta
frequéncia de soros positivos para as cepas Y4 e 29523
nos cinco grupos estudados (tabela I).

Especificamente em relagdo aos dados obtidos por
autores que empregaram a imunofluorescéncia indireta
para pesquisa de anticorpos séricos, NISENGARD et
al.”” encontraram niveis negligiveis de anticorpos para
Y4, tanto em individuos normais como em pacientes
com periodontite ¢ PJL, enquanto LISTGARTEN et
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al.!7 evidenciaram niveis de anticorpos semelhantes
entre os grupos normal e com periodontite, para Y4 e
29505

Quanto as outras pesquisas sorolégicas, o uso de técnicas
estruturalmente diferentes da imunofluorescéncia
indireta, como ELISA, radioimunoensaio e dupla
difusao em dgar de Ouchterlony, nio permite um
confronto direto com os resultados obtidos. Todavia,
quando tomados em conjunto, os diversos trabalhos que
pesquisaram anticorpos anti-A.a. Y4 permitem
visualizar que exceto para a PJL, os dados sio
extremamente discretos.

Para os individuos normais, a porcentagem de soros
EOSIIIVOS rel%tdda para Y4 é baixa, no miximo d% 1233%
» ©7 27 os niveis de anticorpos sdo baixos” 7 e
baixa a frequencn de individuos com titulos altos™ °
Para os pacientes com periodontite, a porcentaﬁgcm de
soros positivos varia de 8,7% a 26,3%
niveis de anticorpos sio ba1x0523, sem diferir dos niveis
encontrados em individuos normais'> %> sendo baixa a
frequéncia de pacientes com titulos aitoss. Além desses,
pacientes com GUNA e desdentados também
apresentam baixa porcentagem de soros positivosg, e
minimos niveis de anticorpos™ . Nado hd dados sobre
pacientes com gengivite. Embora existam menos
informacdes na literatura sobre anticorpos para a 29523,
cepa nio leucotdxica do A.a., para ela hd tanto mencio
de pouca positividade anticérpica em pacientes com
piL! , como de maior positividade entre f:]o:f:-;14 de
niveis médios de anticorpos na PJL i uzus aos dos
contm]e.‘,8 . , de titulos elevados na PJL , €, ainda, de
titulos maiores que os dirigidos para Y4 e 67 (sorotipo
¢) em pacientes de diabetes juvenil com periodontite
Assim como para Y4, os niveis de anticorpos para 29523
em pacientes com periodontite e individuos normais sido
discretos e semelhantes' >

Na comparagio que fizeram entre a tecmca ELISAea
imunofluorescéncia, EBERSOLE et al.® estabeleceram
titulos = 1:80 pela imunofluorescéncia, como altos.
Levando isso em consideragdo, apesar da pequena
amostra por eles pesquisada e da subjetividade na
imunofluorescéncia, mais o fato de que apenas sete de
todos os individuos aqui estudados apresentaram
titulos>1:80 (tabela I) e que soros de dois pacientes com
PJL. examinados (ndo mencionados em "Material e
Métodos") apresentaram titulos de 1:160 e 1:320,
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respectivamente, pode-se dizer que foram encontrados
titulos baixos de anticorpos anti-A.a. Y4 e 29523 em
todos os grupos. Esses titulos e a frequéncia de detecgdo
semelhante entre os grupos com periodonto normal,
gengivite, periodontite e desdentados totais (tabelal) sdo
resultados tdo discretos quanto os encontrados na
literatura.

Os niveis de anticorpos semelhantes aos normais, nos
grupos com gengivite e periodontite, indicam que o A.a.
aparentemente nfo estd desempenhando papel mais
destacado nos quadros periodontais. Pelos titulos baixos
encontrados na maioria dos individuos, nio foi possivel
determinar se existia uma infec¢ao atual, com presenca
minima do microrganismo, se a presenca dos anticorpos
decorreu da instalagio do microrganismo num outro
nicho, que ndo o sulco gengival e/ou bolsa penod()ntal

se os anticorpos resultaram de reagdo cruzada com
outros microrganismos , ou ainda de infec¢iio passada,
com resposta prolongada20 Em relagdo a esta ultima
probabilidade, o tltLllO de 1:80, considerado alto por
EBERSOLE et al’ , foi detectado em um ﬂpamcntc
desdentado ha 20 anos. VANDESTEEN et al.”* citam o
caso dos pais de 7 filhos com problemas periodontais
graves, os quais, mesmo tendo perdido seus dentes hd 15
e 22 anos, ainda jovens, no momento do estudo
apresentavam altos niveis de anticorpos para patégenos
periodontais conhecidos. Pode-se afirmar que a inclusao
do grupo de desdentados trouxe uma contribui¢io
importante, juntamente com os dois grupos normais, na
definicdo do titulo diagnoéstico.

A diferencga significante dos niveis de anticorpos entre
as cepas Y4 ¢ 29523, com maior detec¢ao para a primeira
nos grupos normal jovem e de periodontite, parece
confirmar o observado em outras populacoes, da maior
difusdo do sorotipo b

CONCLUSOES

A pesquisa de anticorpos IgG séricos para as cepas Y4
(sorotipo b) e 29523 (sorotipo a), através da técnica da
imunofluorescéncia indireta evidenciou :

@ Alta frequéncia de titulos baixos de anticorpos para
ambas as cepas, em todos os grupos estudados
(normal adulto, normal jovem, gengivite,
periodontite e desdentado), sem diferenca entre os
mesmos.

34

@ Diferenca estatisticamente significante entre os
titulos para Y4 ¢ 29523 nos grupos normal jovem e
de periodontite, condizente com uma presenca mais
frequente do sorotipo b.

ABSTRACT

Using the indirect immunofluorescence technic, the
frequency of detection and titers of serum IgG antibodies
to A.a. Y4 and 29523 were compared, in five groups of
individuals clinical and radiographically classified
according to periodontal condition as : normal (juvenile
and adult), gingivitis, adult periodontitis and edentulous.
A high detection of IgG anti-A.a. was observed with a
positivity percentage of 87,8% to Y4 and 66,6% to
29523, However, most of the titers were low, between
1:1 and 1:40, in 82,8% and 64,6% of the sera
respectivelly to Y4 and 29523. There was no statistical
difference for the average levels of antibody titers found
to Y4 and 29523 between the groups. Nevertheless,
comparing the data between the strains, the results to Y4
were significantly different from the results to 29523,
for two groups: juvenile normal and periodontitis.

UNITERMS

Periodontics, diseases; Immunology; Actinobacillus
actinomycetemcomitans.
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