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RESUMO

As pesquisas envolvendo os protozoarios da bochnséiadas e conduzidas em
poucos paises, sobretudo, no que se refere a patioigele daEntamoeba gingivalis
(E. gingivalis) que ocupa uma posicdo controversa na pesquistfice O objetivo
deste estudo foi avaliar a frequénciaatéamoeba gingivalis no total de 177 individuos
de trés diferentes grupos: HIV/SIDA (n=51), clinikem doenca periodontal (n=31) e
ndo clinicos (n=95) e caracterizar os perfis bimidg e genéticos de suas populacdes.
As amostras dé&. gingivalis foram coletadas em diferentes sitios bucais pop rdei
técnicas do raspado gengival, cones de papel aygere lavado bucal. O cultivo do
parasito foi avaliado em 20 meios de cultura e terpoal patogénico pela inoculacéo
do parasito no tecido gengival d&attus norvegicus imunocompetentes e
imunossuprimidos. A presenca dos trofozoitos nassaas clinicas e experimentais foi
avaliada pelo exame direto a fresco (EF) e peldifoagdo da SSU do gene 18S do
rRNA por meio da reacdo em cadeia da polimeras®)RSpecifica e a caracterizacéo
genética pela LSSP-PQRow stringency single specific primer- PCR). A frequéncia
geral deE. gingivalis foi de 33,3% (59/177), sendo maior no grupo deiepaes
HIV/SIDA 58,8% (30/51), seguido pelo grupo clinié®,5% (11/31) e nao clinico
19,0% (18/95). Os dados clinicos e epidemiolégimmstraram maior frequéncia do
parasito nos individuos do género feminino 56,599(177); com idade superior a 35
anos de idade 42,7% (35/82); com condi¢géo de hegmrcal ruim 64,3% (27/42) ou
presenca de periodontite no grupo clinico 47,4%99é em tabagistas 65,6% (21/32).
No grupo HIV/SIDA nédo foi detectado carater oporstan associado ao nivel de
linfécitos TCD4< 200 células/mi(p=0,771) e carga viral (p=0,139). Ndo houve
correlacdo com a presenca do parasito e pH sdjiwd;,075). A analise comparativa
do EF e PCR no diagnostico Begingivalisem 91 pacientesdo apresentou diferenca
significativa entre ambos, que detectaram 76,9%caos positivos sendo 46,1%
EF+/PCR+ ; 57,1% EF+; 65,9% PCR+; 10,1% EF+/ PQR;8% EF-/PCR+ e 23,1%
EF-/PCR- com concordancia fraca pela analise adiaente Kappa (k=0,355). O
raspado foi mais eficiente (p<0,001) na deteccagaasito pelo EF que o lavado,
respectivamente 31,6% (56/177) e 6,5% (9/139), semd Uultimo positivo
exclusivamente no grupo HIV/SIDA. A positividadesnamostras de um mesmo

paciente pelo EF e PCR nas amostras supragendoraisspectivamente de 35,5%



(11/31) e 61,3% (19/31) e nas amostras subgengieais?,9% (4/31) e 38,7% (12/31)
mostrando maior parasitismo na regiao supragengival

O meio BDM tamponado com HEPES com adicdo deiatitibs 48 horas apds
inicio do cultivo e o0 uso do amido de arroz em &by permitiu o0 melhor crescimento e
manutencaon vitro de quatro isolados do parasito que permanecerarouéara por
um periodo médio de 42,7 +£38,3 dias e apresentaramportamento bioldgico
diversificado, isolado-dependente de acordo coms samelhancgas foram divididos em
dois grupos U-C/U-301 e U-E/U-M.

Na infeccdo experimental em ratos ndo foram evidelas alteracbes
significativas ao nivel macro e microscopico nemplassivel detectar a presenca do
parasito ou seu DNA.

A andlise da variabilidade genética da SSU de d&8 do rRNA pela LSSP-
PCR diretamente das amostras bucais demonstrastrdbouicdo das populacdes He
gingivalis em dois grupos, sendo um deles associado a patigete agrupando a
maioria das amostras HIV/SIDA e do grupo clinicer{gpdontite e/ou gengivite). Foi
evidenciada maior similaridade entre os perfis tjeo® de populacdes obtidas de um
mesmo sitio bucal em diferentes pacientes do qtre @ amostras de um mesmo
paciente como foi detectado entre as amostras sgivgés T14, T21 e T24 (60,3%) e
as supragengivais T21 e T24 (75,7%) e T11l e T147%)% Esse dado sugere a
associacao de populacdes especificas do parasitties distintos na cavidade bucal,
possivelmente relacionadas com a microbiota regd@u mesmo as condicbes
ambientais como a anaerobiose. Portanto, nossd$agss ampliam novas perspectivas
para conduzir outras investigacdes envolveadgingivalis pois a mesma mantém uma

posicdo muito incerta na historia da pesquisa.

Palavras chavesEntamoeba gingivalis. Patogenicidade. Caracterizacdo genética.

Doenca periondontal.



ABSTRACT

The research involving protozoa species from theutm are limited and
conducted in a few countries, particularly in nelatto the pathogenicity dntamoeba
gingivalis (E. gingivalis) which develops a controversial position in safentesearch.
The aim of this study was to evaluate the frequesfcthe Entamoeba gingivalis in a
total of 177 individual from three different groupsilV/AIDS (n=51), clinical
periodontal disease (n=31) and nonclinical (n=9%) aharacterize the biological and
genetic profiles of their populations. THe gingivalis samples were collected in
different oral sites through three different tecjugs: scraping gum, absorbent paper
cones and mouthwash. The parasite cultivation wakuated in 20 different medium
and the pathogenic potential by inoculation of gagasite in the gingival tissue of
immunocompetent and immunosuppressBdttus norvegicus. The presence of
trophozoites in experimental and clinical sampleaswevaluated by direct fresh
examination (FE) and amplification of the 18S S$RINA gene by polymerase chain
reaction (PCR) followed by specific genetic chagaezation using LSSP-PCR_¢w
stringency single specific primer- PCR). The overall frequency oE. gingivalis was
33,3% (59/177), but the group analysis showed bhdrigcore for the HIV/AIDS group,
58,8% (30/51), followed by clinical group 35,5% {31) and non-clinical, 19,0%
(18/95). The clinical and epidemiological data skdwa higher frequency of the
parasite in female individuals 56,5% (100/177)the subjects presenting aged over 35
years 42,7% (35/82), the ones with poor oral hygiénd,3% (27/42) or periodontitis
within the clinical group 47,4% (9/19) and in smké5.6% (21/32). In the HIV/AIDS
group the opportunism associated with level of EB200 cells/mm (p = 0,771) and
viral load (p=0,139) was not detected. There wascowelation among the parasite
presence and salivary pH (p=0,075). Comparativdysisaof FE and PCR for the
diagnosis oE. gingivalisin 91 patients showed no significant differencenaen them,
since in 76,9% of positive cases, 46,1% were FERPPRG7,1% FE+; 65,9% PCR+;
10,1% FE+/PCR-; 19,8% FE-/PCR+ and 23,1% FE-/P@&mwonstrating a weak
agreement after the Kappa coefficient analysis &5®8). Scraping showed a higher
efficacy (p<0,001) for the parasite detection bywAten compared to mouthwash, with
values of 31,6% (56/177) and 6,5% (9/139) respelgtjiwvhile the latter was positive
only in the HIV/AIDS group. The positivity detectdy PCR and FE in samples from
the same patients obtained from supragingivals ngapectively 35,5% (11/31) and



61.3% (19/31) and from subgingival of 12,9% (4/aayl 38,7% (12/31) showing higher
parasitism in the supragingival region.

The BDM medium buffered with HEPES with the adufitiof antibiotics 48
hours after the beginning of the cultivation ané o$ rice starch in solution, allowed
the better growth and maintenanicevitro of four parasite strains that remained in
culture for the average of 42,7 + 38,3 days andufed diverse biological-dependent
and isolated according to their similarities wenad®d into two groups U-C/U-301 and
U-E/U-M.

In the experimental infection, mice did not shagngicant changes neither at
the macro and microscopic examem nor at the parBHtA detection via PCR.

The genetic variation analysis within the 18S S8MA gene by LSSP-PCR
directly from oral samples showed the distributidrie. gingivalis populations into two
groups, one associated with pathogenicity groupmgst of the samples from the
HIV/AIDS and the clinical group (periodontitis/gingis). A higher similarity was
observed between the genetic profiles of populatiderived from the same site in
different dental patients than among samples frben dame patient, since this was
found between the subgingival samples T14, T21 a2d (60,3%); T21 and T24
supragingivais (75,7%) and T11 and T14 (64,7%)sata suggest the association of
specific populations of the parasite by differetessin the oral cavity, possibly related
to local or even to microbes with environmental dibons such as anaerobiosis.
Therefore, our results extended new opportunitbescbnducting other investigations

involving E. gingivalis because it took a highly uncertainty in this reskedistory.

Keywords: Entamoeba gingivalis. Pathogenicity. Genetic characterization.
Periondontal disease.
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1.1 Cavidade Bucal, Microbiota e Instalacdo da Do@a Periodontal

A cavidade bucal constitui o primeiro segmentoagarelho digestivo humano,
sendo uma das partes mais heterogéneas do orgaioisiamla por tecidos e estruturas
complexas e irregulares, como os dentes, sulcoig@ngiucosas, dorso da lingua e
surpreendentemente, muito pouco € conhecido solméc@biota de uma cavidade
bucal saudavel. Dados na literatura relatam acd@éte de mais de 700 espécies
bacterianas ou filotipos diferentes na boca, dagisqmais de 50% nao tésido
cultivadas (PRIETO & CALVO, 2004; AAS et al., 2008 maioria destas bactérias
sdo comensais e ocupam diferentes microhabitatSTEAR et al., 2001) e algumas
tém sido associadas as doencas bucais como aec@@iodontopatias ou ainda a
doencas sistémicas como a endocardite bacterignatenonia (AAS et al., 2005).

A doenca periodontal constitui um conjunto de altées produzidas por
certas bactérias provenientes da placa subgengjual,se limitam a gengiva e as
estruturas de suporte dos dentes como o ligameasriodpntal e osso alveolar. As
bactérias Gram negativas anaerObias s@o os plimcggentes patogénicos desta
infeccdo, e constituem uma placa bacteriana esgedifie atua na destruicao tecidual e
na reabsorcdo 0ssea alveolar, sendo as espécedmpartantes e prevalentes no sitio
subgengival, Aggregatibacter actinomycetencomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Tannerella forsythensi (AL-SAEED, 2003; MARTINEZ &
RUIZ, 2004; AAS et al., 2005). Na cavidade bucailtém s&o detectadas a presenca de
fungos Candida sp, Histoplasma capsulatum), virus (herpes simples, papilomavirus) e
protozoarios Entamoeba gingivalis e Trichomonas tenax) (PRIETO & CALVO, 2004).

A doenca periodontal é classificada em gengivitgango superficial e
limitada a gengiva e periodontite quando a infece@oestende aos tecidos mais
profundos, destruindo a insercdo de tecido conjandio cemento, formando bolsas,
reabsorvendo o tecido 6sseo alveolar, causando lidemt® nos dentes podendo
prosseguir até a sua queda. O tratamento é difipibde causar graves danos ao ser
humano. Outros fatores, além do microbiano, sdgdsgindiveis para a instalacdo da
doenca periodontal e influenciam na patogenicidabtes microrganismos. As
caracteristicas genéticas predisponentes do ingiyidade, qualidade da higiene bucal
tabagismo, falta de controle odontoldgico, doendasilitantes, imunodepresséo
diabetes descompensado, atuam e aceleram o proessadivo da doenca periodontal,
(MARTINEZ & RUIZ, 2004).
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O diabetesmelitus por si s6 ndo € causa da doenca periodontal, porém
quando associado a presenca da placa bacteriam@bsérvados quadros patolégicos
como gengivite marginal moderada com desenvolvimeet leséo periodontal e uma
tendéncia a atrofia alveolar difusa (NOCITO-MENDOZg#al.,2003).

Ha evidéncias de qué. gingivalis pode causar periodontite avancada em
pacientes imunodeprimidos (LIU et al., 2001). Eiet literatura revisada, o estudo de
LUCH et al., (1998) é o Unico que associa a preselef. gingivalis com pacientes
infectados pelo virus HIVHuman Immunodeficiency Virus). A saliva auxilia na
protecdo imunoldgica contra outras doencas e envidhebs com Sindrome da
Imunodefeciéncia Adquirida (SIDA) em uso da medwa¢iAART (highly active
antiretroviral therapy) ocorrem alteragcées na sua composicdo e reducd&ewduxo,
fato que favorece a evolucdo de lesbes cariosaseacd periodontal (FILHO &
GIOVANI, 2009).

1.2 Taxonomia, Caracteristicas Morfologicas e Biolficas deEntamoeba gingivalis

Amebas sdo organismos unicelulares, pertencentesiram Protista e a maioria
dos géneros e espécies encontradas na naturezaidade/re e sdo consideradas de
pouca importancia para a saude humana (PEREZ-JXFH)

Entamoeba gingivalis habita a cavidade bucal e pertence a far&igamoebidae,
sub-ordemTubulina e géneroEntamoeba. Neste género existem varias espécies que
infectam os seres humanos tais coffaatamoeba histolytica/dispar, Entamoeba coli,
Entamoeba hartmanni, e Entamoeba gingivalis (PEREZ - JAFE, 1997)E. histolytica é
a Unica espécie considerada patogénica para cs lsemeanos e tem como habitat o
intestino grosso, onde pode invadir a mucosa ingdse se disseminar para outros
orgdos. Esta espécie ndo é agente etiologico @ecibés bucais, contudo existem
relatos na literatura que a associam a doencadoerial, justificando sua presenca
decorrente da disseminacao via hematogénica atitiaf a partir de foco intestinal ou
apos intervencgdes cirargicas, ou ainda pelo comt@anal (MORALES, 2005).

E. gingivalis apresenta grande interesse historico, pois fovgwelmente a
primeira ameba descoberta no ser humano (CUEVASI. e2006) e sua primeira
descricdo foi na Russia, por Gross em 1849, ongarasito foi isolado do célculo
dentario e denominaddmoeba gingivalis (GOTTLIEB & MILLER, 1971; GANNON
& LINKE, 1989; 1990; NOCITO-MENDONZA et al., 2003 UANG et al., 2009).
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Posteriormente, o parasito foi renomeado variasesrezomo Amiba bucalis
(STEINBERG,1862), Amoeba kartuliss (DOFLEIN, 1901), Entamoeba maxillaris
(KARTULIS,1906) sendo novamente denomin&aiéamoeba kartulisi por DOFLEIN
em 1911. Contuddsntamoeba gingivalis gros € o nome atualmente aceito e foi alterado
por BRUMPT (1913), sendo as denominac¢des antsricomsideradas sindbnimos desta
espécie (revisado por DOBELL, 1920).

Posteriormente, a presencaklgingivalis foi detectada por outros pesquisadores
na boca humana (GRASSI, 1879) e em secrecdo ptautkn abscessos alveolares
(FLEXNER, 1892; KARTULIS 1893), sendo também red@a&m outros animais como
cao, gato e macaco (revisado por DOBELL, 1920; CHEMI., 1999; SOSA et al.,
2003).

A maioria dos autores descregee E. gingivalis possui apenas a forma de
trofozoito no seu ciclo vital, ndo formando cis@ASKOSKI, 1963; JUNIOR &
MACHADO, 1995; AL-SAEED, 2003; GHARAVI et al., 2006No entanto, existem
relatos baseados em estudos microscopicos de asadfnicas e de cultura que
defendem a teoria de que estas amebas podem dprdsemas cisticas imaturas com
2-4 nacleos e maduras com oito nucleos (WANTLANRIe1960).

Os trofozoitos d&. gingivalis possuem maior rapidez na formacao e emisséo de
pseuddpodes ativos do que as demais espécies asaMéANTLAND, 1960; JIAN
et al., 2008; HUANG et al., 2009) e estes podenesplosivos, uni ou multidirecionais
e apresentar morfologia variavel, as vezes grardedopodes, filopddios, ou ainda
formas que lembram estrelas, galhos, chapéu, agelhfita (DOBELL, 1920;
WANTLAND et al.,, 1963; GHARAVI et al., 2006; AL- SBED, 2003). Os dados
referentes ao seu tamanho séo controversos e vanam 5-35m, com meédia entre
24,67%x17,8 pm (JASKOSKI, 1963; PEREZ-JAFE et al., 199AEDI et al .,1999; AL-
SAEED, 2003). Em geral os trofozéitos Baingivalis sdo encontrados em forma de
fita o que facilita seu diagnodstico parasitologi€@HEN et al., 1999), porém sua
semelhanca morfolégica com os Behistolytica pode gerar equivocos (JASKOSKI,
1963). Uma diferenca marcante enfzegingivalis e E. histolytica esta nos elementos
por elas fagocitados. Ambas fagocitam bactériastosecelulares e eritrécitos, no
entanto, apena&. gingivalis endocita leucocitos (WANTLAND & WANTLAND,
1958; RACHMAN & ROSENBERG, 1986). Contudo, apesas drofozoitos deE.
gingivalis serem comparativamente menores que ds. Hestolytica, existem relatos de

queE. gingivalis pode ser maior do que 0s esta outra espécie deaamatualmente, a
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utilizacao de técnicas moleculares tem sido corsitdecomo imprescindivel para o seu
diagnéstico (JIAN et al., 2008).

Vérios estudos foram realizados para tentar evidemc desenvolvimento do
parasito, assim como sua morfologia e composi¢c&edfruturas de suas organelas
como nucleo, cariossomo, cromossomo, glicogénio @pos cromatoides
(WANTLAND et al., 1960). O ectoplasma e endoplasiesE. gingivalis s&o muito
bem diferenciados, e o citoplasma granuloso apt@senrepleto de vacuolos contendo
inclusbes peculiares e auséncia de DNA, mostraedbialino no local onde os
pseuddpodes séao formados (DOBELL, 1920; WANTLANRIeL960).

A presenca de granulos de glicogénio no citoplasmadencia que a principal
fonte de energia destas amebas seja a glicose,lhsen@e ao que ocorre com
E.histolytica (JUNIOR & MACHADO, 1995). A presenca de mitocondriadiscutida e
os dados na literatura sédo controversos, algusesutnencionam que esse protozoario
ndo possui tal organela (KIKUTA et al., 1996; HERNIDEZ et al., dados n&o
publicados) e outros destacam sua presenca nasnpfages do ndcleo do parasito
(WANTLAND et al.,1960; KELLER et al., 1967) evidaanodo-as por meio de
microscopia eletrénica de transmissdo (JUNIOR & NHXDO, 1995) como estruturas
tipicas, com forma ovéide ou irregular, coberta ypoa densa membrana externa e uma
membrana interna que invagina para formar cristbslares que compdem a matriz
(KELLER et al., 1967) contendo poucas cristas (JOR/I& MACHADO, 1995). Outra
caracteristica € a auséncia de complexo de Gotgicilo endoplasmatico (JUNIOR &
MACHADO, 1995).

O ndcleo dek. gingivalis € muito dificil de ser visualizado em trofozoitagos
e oscila entre a forma esférica e ovoide, medimoxamadamente 3,5 a 4,0 um de
comprimento por 2,5 a 3,0 um de largura (DOBELLZE&XKELLER et al., 1967). Seu
cariossomo € grande e central com um padrdo grosdei cromatina periférica
(DOBELL, 1920; GHARAVI et al., 2006; JIAN et al.0@8).

O seu mecanismo de reproducdo nao é claramentetolesmcorre por divisao
binaria em processos de mitose (CHIAVARO, 1914; BMI& BARRET, 1915;
DOBELL, 1920). E possivel que exista reproducéo @uijugacio (CRAIG, 1916),
contudo, esta observacédo nao foi confirmada pelarimalos autores, sendo aceita a
hipotese de que ndo haja nenhum desenvolviment@lsegsta espécie (revisados por
DOBELL, 1920).
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Estudos com microscopia eletrénica e relacionados enecanismos de
excrecao dé. gingivalis, sugerem a presenca de estruturas arredondadfmsreande
bolha, sobressaindo da superficie da célula askxieom mecanismos de defecacéo.
Porém estes autores advertem a necessidade deesnastudos para explicar os
mecanismos de eliminacao de particulas do intdograrasito (KELLER et al., 1967).

Figura: Trofozoito deEntamoeba gingivalis 400x
Foto: S.B.S.Cenmmié

1.3 Cultura de Entamoeba gingivalis

Assim como outras espécies de amelkasgingivalis tem sido dificilmente
cultivada em meio artificial (KELLER et al., 1967\té os dias de hoje, o cultivo
xénico deE.gingivalis tem sido realizado com pouco sucesso. De acorapatguns
autores, essa dificuldade deve-se ao grande niemer@riedade bacteriana presente na
boca, que desfavorece seu crescimento. Os problentasitrados na manutencédo das
culturas tém desestimulado o seu estuddgtro e refletindo na falta de conhecimento
do verdadeiro papel degingivalis na doenca periodontal (GANNON & LINKE, 1989;
1990; 1992).
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Muitos trabalhos tém sido realizados para se dstdreum meio de cultivo
adequado park. gingivalis. Nestas modificacdes, em busca de melhores cexld
sobrevivéncia e crescimento do parasito, com adgéeclusdo de varios nutrientes de
meios ja estabelecidos para o cultivo de parasitestinais. Apds inUmeras tentativas
em desenvolver e/ou modificar meios de cultivosapestas amebas, GANNON &
LINKE (1992), tentaram cultivak. gingivalis em um ‘Ecologen”, uma camara com
compartimentos diversos usada para o estudo dagdes entre microrganismos, neste
caso, utilizando bactérias comdersinia enterocolitica e Crithidia sp. Apés todo
procedimento, estes resultados indicaram que obwletmo celular produzido pelas
bactérias em um dos compartimentos causou um dfeitéfico para o crescimento de
E. gingivalis, pois ndo ocorreu competicdo por nutrientes. Apareante, nenhuma
tentativa tem sido realizada para o cultivo Elegingivalis na auséncia de bactérias
(CLAYTON JR & BALL, 1954).

As condi¢bBes de cultura deste parasito ndo sadasfédeeserem estabelecidas,
sendo a temperatura Otima para o crescimento &dtfe a 35°C e o pH ideal 6,7
(CHEN et al., 1999, 2000). Até o presente momenfy existe nenhum estudo
relacionado ao cultivo continuo deste parasitorel@dos de sucesso ocorreram com um
grupo de pesquisadores na China que conseguivasuliés isolados desta ameba em
meio com base sélida de ovo por um determinadmgerde tempo (CHEN et al.,
2000).

1.4 Habitat e Mecanismo de Transmissao

Normalmente este parasito é encontrado ao redodeltss e gengiva, no sulco
gengival e em lesbes de carie. Tem sido tambéradsam criptas da tonsila palatina,
no seio maxilar, no apice de dentes extraidos epelmas dentarias extirpadas de
pacientes com doenca periodontal (SMITH & BARRER13;, GOTTLIEB &
MILLER, 1971; GHARAV!I et al., 2006).

Dados na literatura citam também localizacdes edépleE.gingivalis como a
vagina e utero sendo considerados ambientes adexjpaca o crescimento do parasito
(GHARAVI et al., 2006). Contudo, CLARK & DIAMOND @92), observaram néo ser
comum a ocorréncia de espécies Elgamoeba no Utero. Existem relatos de sua

presenca induzindo sintomas e inflamacao na exiacétrerina de mulheres que faziam



29

0 uso de dispositivo intra-uterino (RACHMAN & ROSBHERG, 1986) e no pulmao
(JIAN et al., 2008).

Apesar de ser um dado inconclusivo, 0s organismasfologicamente
semelhantes B. gingivalis foram encontrados em material de puncao aspirdévam
nodulo no pescoco de uma paciente com carcinortiaglea. Estes estavam associados
com processos inflamatérios agudos e cronicosesaptavam fragmentos baséfilos de
nucleos de leucécitos e debris celulares em seplaima (PEREZ-JAFFE et al.,
1997).

A transmissao d&. gingivalis ocorre por meio da saliva presente em fomites
contaminados, compartilhamento de alimentos, beg§oboca, sendo equivalente a
transmissdo das bactérias causadoras da céarigidgd®SKOSKI, 1963; JUNIOR &
MACHADO, 1995; NOCITO-MENDONZA et al., 2003; GHARA\&t al., 2006; JIAN
et al., 2008; HUANG et al., 2009).

1.5 Dados Epidemiolégicos

E. gingivalis € cosmopolita (SANTOS, 2001) e sua frequéncia oulacao
geral oscila entre 6,9 a 86,4% (CAMBOIN79; CHEN et al., 2000; GHARAVI et al.,
2006; CUEVAS et al., 2006), variando de acordo @imade do individuo e regido
geografica estudada. No levantamento bibliografealizado por GIAZZI em 1992,

destacam-se as seguintes frequéncids dingivalis:
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Quadro 1: Frequéncia d&ntamoeba gingivalis, segundo GIAZZI, 1992

%
REFERENCIA Entamoeba.
gingivalis
CARNERI, 1957 50,0
WANTLAND et al., 1958 41,0
WANTLAND & WANTLAND, 1960 23,0
GRISI & CARNERI, 1961 53,1
JASKOSKY, 1963 51,0
GOTTILIEB et al.,1968 61,0
MACHADO et al., 1968 45,4
BLAKE, 1968 60,0
WANTLAND & LAWER, 1970 29,0
CARNERI & GIANNONE, 1970 37,6
ROUSSET & LAUVERGEAT, 1971 29,6
LA PIERRE & ROUSSET, 1973 41,0
DELAUNAY & ROUSSET, 1976 19,5
CAMBON, 1979 86,4
FEKI et al., 1981 32,7
FERRARA, 1986 56,0
GRASSI et al., 1986 56,0

Existe uma relacdo direta entre a frequénci&.dgingivalis e a idade, sendo
esta maior em individuos na faixa etaria entre4flanos de idade (WANTLAND &
LAUER, 1968; GHARAVI et al., 2006), porém, alguredds demonstram sua presenca
na cavidade bucal de 75% ou mais dos individuoaade 40 anos (HERNANDEZ et
al., dados nao publicados). Em individuos jovefre@iiéncia dé. gingivalis € menor,
sendo detectada em 21% de adolescentes de 11 mo%5de idade na Guatemala
(POMES et al., 2000) e em 8,7% em criancas defBamnas de idade no México, sendo
este Ultimo um dos poucos relatos existentes aeafitra com pacientes nesta faixa
etaria (CUEVAS et al., 2006).

A maioria dos autores relata ndo haver diferergaifgiativa entre a frequéncia
deste parasito e o género (JUNIOR & MACHADO, 1998yuns dados demonstram
gue E. gingivalis pode ser mais detectada em mulheres (WANTLAND &UER,
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1968; el HAYAWAN & BAYOUMY, 1992; GHABANCCHI et al. 2010), outros que
estd mais presente em individuos do género masc(WiRABLIC et al., 1991,
HUANG et al.,, 2009) sendo sugerido que sua meregugncia em mulheres seja
devido ao maior cuidado com a saude bucal que aprasentam (GHARAVI et al.,
2006).

1.6 Patogenicidade

As pesquisas envolvendo os protozoarios da boceséo limitadas e tém sido
conduzidas em poucos paises (JASKOSKI, 1963; GHARAY al.,, 2006). A
patogenicidade d&. gingivalis e T. tenax, ocupa uma posi¢cdo bastante incerta na
pesquisa cientifica e ambos parasitos tém sidongmracins tanto em individuos com
baixa condicdo de higiene bucal e doenca periotlootao em amostras de pacientes
com boas condicbes de higiene bucal. A maior fregéée quantidade destes
protozodarios sdo observadas naqueles que exibeigiastprogressivos da doenca
periodontal (KOFOID, 1929; WANTLAND et al., 1963).

A patogenicidade de. gingivalis € contraditéria, pois alguns autores a
consideram como um microrganismo comensal, nadag@atco, que coloniza o tecido
gengival. (CLAYTON JR. & BALL 1954; AL-SAEED, 2003Porém, de acordo com
varias pesquisas epidemioldgicas € evidente qeepashsito esteja mais relacionado
aos pacientes com higiene bucal deficiente/doergadontal, especificamente com a
gengivite, do que nos individuos com saude bucaANWLAND & WANTLAND,
1958; GOTTLIEB & MILLER, 1971; CHEN et al., 1999000). Dados experimentais
também demonstram que gingivalis pode causar lesdes tumorais em um pequeno
periodo de tempo (CHEN et al., 2000). Desde tenap@s, tem-se sugerido que este
parasitoage como agente patogénico por meio de uma retbc&ambiose com certas
bactérias da boca (DOBELL, 1920; HUANG et al., 200Bxistem varios relatos
mostrando a associacdo do parasito com espécidstidemyces (LYONS, T, dados
ndo publicados; RACHMAN & ROSENBERG, 1986; PEREZ-FAet al., 1997),
inclusive quando este se encontra em localizacGEgpieas como a vagina e ltero
(GHARAVI et al., 2006).

Os trofozoitos daE. gingivalis podem aderir-se a superficie epitelial e a
atividade de seus pseudopodes e a liberacdo denanziroduzir lise dos tecido

(HERNANDEZ et al., dados n&do publicados) periodisntd patogenicidade parece
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estar relacionada com a presenca de vacuolos adese@om diversos tipos de enzimas
como a hidrolase presente nos lisossomas e cdmragéo de radicais de oxigénio que
podem lisar células e causar destruicdo das meadiulares do tecido gengival. O
delgado glicocéalix também pode estar intimamentacienado com a viruléncia no
processo de ades&o entre o parasito e 0 substtitd@R & MACHADO, 1995).

Pelo fato deE.gingivalis ser capaz de fagocitar alguns tipos celularec&has,

h& indicios que esta possa afetar a ecologia da favorecendo a formagéo da placa
bacteriana pelo transporte ativo de bactérias ggvarficie celular ou para os vacuolos,
auxiliando no progresso de lesdes gengivais (NOENMENDONZA et al., 2003). Um
fator relevante e que merece maiores estudos @oodRE. gingivalis fagocitar
hemacias, capacidade ndo atribuida aos microrgagistio patogénicos (BASS &
JOHNS, 1915). Intensa eritrofagocitose tem sideeniagla em amebas presentes nos
pacientes portadores de doenca periodontal avangaii@lhante ao observado cdm
histolytica nos quadros de diarréia sanguinolenta (GOTTLIEBIELER, 1971). A
patogenicidade dE. gingivalis se assemelha histolytica, onde ambas apresentam a
capacidade de ingerir hemacias. Contudo, preseesi@dd protozoarios em mucosas
saudaveéis, ndo excluem seu potencial de doenc&KQ8EI, 1963).

Ha evidéncias de trés estudos experimentais matlira envolvendo inoculac¢ao
deE. gingivalis na gengiva de ratos (CHEN et al., 2000; LIU et2001; AL- SAEED
2003). Estes autores buscaram acelerar o procesgologico das lesbes
imunossuprimindo 0s animais com corticoides e ofasam a formacédo de abscessos
principalmente no grupo de animais inoculados caamaba e bactérias (CHEN et al.,
2000).

Outros pesquisadores tentaram induzir o crescimg@te gingivalis na boca,
reto e no colon de gatos e no coélon de caes poo meiinoculacdo de secrecdo
purulenta contendo trofozoitos d&e gingivalis, e em ambos casos ndo foram bem
sucedidos, porém, concluiram qie gingivalis é especificamente distinta de
histolytica e que a infeccao intestinal é provavelmente inipges$DOBELL, 1920).
Em 1916, HECKER, avaliou a causa da piorréia ingwaum lavado d&. gingivalis
em suinos. Mesmo através de repetidas inoculag8esgsultados foram negativos e

nao causou piorréia (citado por DOBELL, 1920).
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1.7 Caracteristicas genéticas deéntamoeba gingivalis

As espécies dentamoeba ndo sdo muito diversificadas ao nivel morfologico,
como o tamanho do cisto, nimero de nucleos parscistaparéncia da cromatina e é
possivel que certas variagbes morfoldgicas nadtameflem diferencas ao nivel de
espécie. Como resultado dessa variabilidade mgjifid) tem sido demonstrado uma
significante diversidade genética entre organismmasfologicamente indistinguiveis
(CLARK et al., 2006).

Apesar do recente sequenciamento do genonia hiaolytica que apresenta 24
Mb e 14 cromossomdBAXT & SLINGH, 2008) pouco se sabe sobre as carestieas
genéticas d&. gingivalis que apresenta uma concentracao elevada de aacitiicou
(WANTLAND et al.,1960) e possui seis cromossomodI(@, 1926; WANTLAND et
al.,1960).

As sequéncias de rRNA tem sido usadas para deteniaridentificar
microrganismos e desvendar a relacéo filogenétomuitas espécies @mtamoeba. A
clonagem de uma sequéncia do gene do rRNA.dgngivalis permitiu determinar a
posicado filogenética desta espécie que ficou pmsacia proxima &. histolytica e o
desenvolvimento de unsnda espécie-especifica. Essa sonda foi denomitleaB& G-

1 e hibridiza com o DNA de&. gingivalis e ndo com 0s outros protozoarios e fungos
juntamente analisados, podendo ser usada paraatete@entificar esta espécie de
ameba. (YAMAMOTO et al., 1995).

KIKUTA et al., (1996) sequienciaram os genes da meubunidade ribossomal
(SSU-rRNA) de Entamoeba gingivalis, construiram uma sonda de DNA e
desenvolveram um protocolo de hibridizaghcsitu para detectar especificamertie
gingivalis. A partir desses dados foi possivel desenvolver @n de iniciadores
denominados EGO- 1 e EGO- 2, para a identificagdiagnostico clinico desta espécie
de amebas (KIKUTA et al., 1996).



2.Justificativa
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O comportamento bioldgico e genético das populagéés gingivalis € pouco
estudado sobretudo pela dificuldade na sua idea¢dio morfologica e manutencdo
vitro. Apesar do parasito ser considerado um comensala @ahomem, existem
controvérsias no que se refere ao seu potenciag@aico. Os dados na literatura séao
escassos e mostram a necessidade de maiores esibdogsse parasito.
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3.Hipotese




37

A espécieE. gingivalis pode ser constituida por populacdes heterogéneas co
caracteristicas fenotipicas e genéticas assootadado a patogenicidade. A integracao
de dados clinicos-odontologicos e parasitologiamem ser fundamentais para elucidar

0 comportamento deste parasito.



4.Objetivos
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2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia deentamoeba gingivalis em pacientes periodontalmente
saudaveis, com doenca periodontal e em pacientésSHIA e caracterizar os perfis
biolégicos e genéticos de suas popul acdes.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Determinar a frequéncia dee. gingivalis em individuos

periodontalmente saudaveis e com doencga periodontal

2.2.2Determinar a frequéncia d& gingivalis em individuos HIV/SIDA e

sua relacdo com a saude bucal do mesmo.

2.2.3 Padronizar o cultivo e manutencao vitro dos isolados deE.

ginvivalis.

2.2.4 Avaliar o potencial patogénico das populacdesdgingivalis in
vivo e sua relagcdo com a imunossupressao, utilizandwodelo

Rattus norvegicus albinus, da linhagem Wistar.

2.2.5 Identificar as populacbes d&. gingivalis por meio da PCR
especifica.

2.2.6 Determinar a variabilidade intra-especifica atral@gene da SSU-

rRNA das populacdes Begingivalis por meio da LSSP-PCR.

2.2.7 Correlacionar caracteristicas genéticas das popesdE. gingivalis

com o potencial patogénico das mesmas.



5. Materiais e Métodos




Desenho experimental

Padronizacao da cultura para E. gingivalis — 20 meios

I- HIV/SIDA ambulatério e hospital
Grupos: - II- Clinico (Taubaté/SP e Consultério particular Uberaba)

Ill- N3o clinico: Funcionarios + alunos UFTM

COLETA. Grupo clinico n=31 Grupo HIV/SIDA n=51 Grupo nao clinico n=95
| )
T
LP supragengival l 1 l
I — subgengival raspado pH salivar
lavado
DIAGNOSTICO: * NAO CLIiNICO: Ex fresco - raspado/lavado

* PCR aleatéria

‘ * HIV/SIDA

Ex fresco: Ambulatério - raspado/lavado
 CLINICO: Ex fresco Hospital — raspado
* PCR especifica (SSU rRNA) * PCR: raspado

CULTURA:

e Cultura E. gingivalis meio BDM tamponado
e Cultura bactérias meio Tioglicolato
e Caracterizacao genética-LSSP-PCR
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3.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado de acordo com os Priogifticos para a Experimentagéo
Animal e para Seres Humanos, aprovado pelo ConetéEtica em Pesquisa da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro sob ptotos n°® 74 e 1377. (Anexos A e
B)

3.2Grupos de estudo

Participaram deste estudo 177 individuos de amb@goeros com idade entre 15 e
76 anos de idade os quais foram divididos entsegaintes grupos:

Grupo 1: 51 pacientes HIV/SIDA atendidos no ambulatérioinéernados no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal da@angulo Mineiro (UFTM),
municipio de Uberaba, Estado de Minas Gerais;

Grupo 2: Grupo clinico, com 31 pacientes com doenca peritad (gengivite e/ou
periodontite) que estavam sob tratamento periotloraClinica da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Taubaté (UNITAU)hiipio de Taubaté, Estado de
Sédo Paulo e em uma clinica particular no municg@oUberaba, Estado de Minas
Gerais.

Grupo 3: Grupo nao clinico, com 95 funcionarios e alunasJFTM com grau de

higiene bucal variado.

3.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos no estudo todos os individuos qceitaram em participar da
pesquisa, assinando o Termo de Consentimento eitagclarecido (Apéndice A) e que
preenchessem 0s requisitos propostos para cada deugstudo. Foram excluidos todos

os individuos edéntulos, que faziam uso ou naadaese total superior e inferior.
3.4 Anamnese e exame clinico
Durante a realizacdo da anamnese foram avaliadaomdss pessoais, uso de

medicamentos e tempo de uso, habitos nocivos & saad condi¢cdes de saude geral e

bucal. Para os individuos HIV/SIDA também foramliaps dados sobre a carga viral
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e contagem de linfocitos TCD4Estes dados foram anotados em um prontudrio
elaborado para o estudo (Anexo C).

Todo o exame clinico para avaliacdo das condic@esaVyidade bucal dos
pacientes foi analisado por um cirurgido dentista dados anotados em fichas clinicas
para posterior analise. A avaliacdo dos paciemtegrdpo dois (portadores de doenca
periodontal) foi realizada em ambiente odontoldgitdizando espelho plano n°5,
sonda exploradora (Duflex®) e classificada em getggie/ou periodontite. Nos
pacientes dos grupos 1 e 3 (funcionarios, alunasdiiduos HIV/SIDA) o exame
clinico foi realizado em ambiente ndo odontologmmm o auxilio de espatula de
madeira esterilizada, luz artificial e as condi¢deshigiene bucal classificada em boa

ou ruim.

3.5 Coleta e processamento das amostras pelo métatipraspado gengival, lavado

bucal e avaliacao do pH salivar

As amostras para avaliar a presenc&.dgngivalis nos individuos selecionados
foram coletadas na regido gengival através do doédo raspado e da introducéo de
cones de papel absorvente e, da cavidade buceésti® método do lavado. A coleta
das amostras e a verificacdo do pH salivar foraalizadas pelo mesmo operador com
excecdo dos seis pacientes do grupo 2 atendidasrenclinica particular em Uberaba/
MG.

Todos os dados foram anotados em fichas numeradascpda individuo e as
amostras identificadas em espécime, data, localotkta e nimero do paciente. As
amostras foram mantidas em temperatura ambientesatém transportados ao
laboratorio de Parasitologia da UFTM, respeitandoedodo maximo de duas horas

entre a coleta e seu processamento.

3.5.1 Amostras gengivais

Os sitios dentais para a coleta das amostras gemndgonram aleatoriamente
selecionados, independente do nimero de dentescaaebpresenca ou ndo de doenca
periodontal. Nos individuos do grupo 2 foram remlas coletas de amostras
supragengival (calculo e/ou placa bacteriana) gendpval (fluido crevicular) as quais

foram analisadas individualmente. As amostras sufigais foram obtidas com auxilio
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de cone de papel absorvente n°® 30 (Tanari®), sheema por¢cdo mais apical do sitio
selecionado e mantidos no local por 30 segundapjaeio as supragengivais foram
realizadas por raspado gengival com auxilio de oumata periodontal McCall 13/14
(Neumar®).

Nos grupos 1 e 3, a coleta do material pelo métlmdaspado foi realizada com
auxilio de palito de madeira esterilizado (HUANGakt 2009).

Cada amostra coletada era transferida para tubosadecentrifuga Eppendorf
- 1,5 mL-USA) contendo 1mL de solucéo fisiologitddaCl 0,9%) estéril, onde 100 pL
destes eram destinados a culturéedgingivalis e 10 pL para cultura de bactérias. Os
850 pL restantes eram concentrados por centrifegac@d840x g e utilizados para
exame a fresco, PCR especifica e caracterizac@dicgrmom as amostras preservadas
em guanidina- EDTA (guanidina-HCIl 6M e EDTA diss@mlD,2, pH 8,0).

3.5.2 Amostras da cavidade bucal e avaliacdo do dlivar

A coleta de amostras para avaliar a presen¢a di@givalis na cavidade bucal e
saliva foi realizada por meio do lavado bucal matviiduos dos grupos 1 e 3, exceto
nos pacientes internados (grupo 1) os quais, emmsli@ria, Se encontravam em uso
respiradores artificiais, sondas parenterais edon ttanstornos psicologicos. O lavado
bucal foi obtido por meio do bochecho com 10 mlsdkicéo fisioldégica (NaCl 0,9%)
estéril durante 30 segundos, o qual era descadadtubos plasticos com tampa de
rosca de 50 mL, estéreis (Falcon n° 50). Essasteaa@yam centrifugadas a 220%
por 5 minutos.

A avaliacdo do pH salivar de cada paciente foizada diretamente na cavidade
bucal com indicador universal de pH 0-14 (Merck®§.fitas de papel eram colocadas
debaixo da lingua durante 3 segundos e comparadasimente com o padréo

colorimétrico apresentado na embalagem do material.

3.6 Diagnosticos parasitologico dE. gingivalis pelo exame direto a fresco

O diagnoéstico dee. gingivalis nas amostras gengivais e do lavado bucal foi
realizado pela visualizacdo dos trofozoitos no exalineto a fresco e também pela
amplificacdo da regido 18S do rRNA por meio da &aem cadeia da polimerase
(PCR) a qual sera descrita posteriormente.
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As amostras gengivais coletadas em solucdo fegmdo (850 plL) foram
homogeneizadas em agitador de tubos (Vortex) deirddtsegundos, removendo nas
amostras subgengivais os cones de papel utilizadosoleta, com auxilio de pincas
clinicas esterilizadas. Em seguida, foram centaflag por 20 segundos a 784@Q
desprezando-se o sobrenadante. O material condendia ‘pellet” das amostras foi
utilizado para a realizacdo do exame direto a dresco restante, preservado em
guanidina-EDTA para analise molecular.

O exame a fresco foi realizado com 3 pL da amastngentrada, colocada em
laminas de microscopia e recoberta com um quartaménula 22 x 22mfmcom o
objetivo de diminuir o campo microscopico e faailia visualizacdo do parasito. A
andlise do material deve ser executada rapidamevitando que os trofozoitos
diminuam sua mobilidade em decorréncia da desighiatda amostra. Foi utilizado um
microscoépio optico (Olympus®) com aumento de 4Qfiilizando o condensador baixo
para diminuir a intensidade luminosa e aumentaomraste (WANTLAND et al.,
1963). O diagnostico foi considerado positivo quarsg detectava a presenca de
trofozoitos emitindo pseuddpodes multidirecionetsn ectoplasma periférico hialino e
muito refringente, endoplasma mais escuro, granulosm vacuolos e ocasionalmente
o nucleo (WANTLAND et al., 1963; GANNON & LINKE, 12).

3.7 Padroniza¢cdo dos meios de cultura

Diante das dificuldades e controvérsias relaciopadan a manutencgdan vitro
de E. gingivalis, foram avaliados 20 meios de cultura com intuieo permitir um
crescimento adequado e prolongadd:dgingivalis , sendo alguns destes classicamente
citados na literatura para crescimento de proti@®dQuadro 2) e aqui modificados
(Quadro 3).



Quadro 2. Meios de cultura citados na literatura e utilizadeste experimento
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TIPO DE CULTURA MEIO USADO REFERENCIA
TYI DIAMOND et al.,1978
Axénica TYI-S-33 DIAMOND et al.,1978
YIS DIAMOND et al.,1995
TTY-SB GANNON & LINKE,1989
Mista Pavlova NEVES, D.P., 2003
LE BRAND et al., 1943
Bifasico com base de ovo BDM BOECK & DRBOHLAV,1925
Amebas de vida livre Agar soja FORONDA,1979
Bacteriologico Agar sangue BROWN, J.H.; 1919
Definido//Qoreeaidl F-12 Invitrogen ®

Quadro 3. Modificacdes e associacdes dos meios de cultwangelvidas neste estudo

DENOMINAGAO MEIO DE CULTURA MODIFICAGOES
USADO
TTY-SB-M TTY-SB 0,004% de sangue humano
YIS-M YIS Substituicdo KH,PO, / K,HPO,
por NaH,PO, / Na,HPO,
Paviova-M Pavlova Uso de amido em solucao 0,6%
LE glicosado Meio bifasico com base -Adicao de glicose 0,25mg/mL na
sélida de ovo com solucgéo solucdo de Locke’s
LE+TTY-SB de Locke’s: LE e BDM
LE + TYI-S-33 -Substituigdo da solu¢édo de
LE + Paviova~M Locke’s por meio de cultura
LE - HEPES Meio bifasico com base Solucéo de Locke’s tamponada
BDM -HEPES sélida de ovo + solugéo de com HEPES 25mM - pH 6,7
Locke’s
TTY-SB-M TTY-SB pH 7,2-7,4 e vermelho de fenol
0,002% (indicador de pH)
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A estes meios de cultura, foram testados variobiétitos e antifingicos em
diferentes concentragbes, como: penicilina G (Nawvad®) 1.000Ul; 500Ul e
100UI/mL, gentamicina (Cristalia®) 100mg/mL, estapicina (Ouro Fino®) 500
png/mL, norfloxacina (Medley®) 100 pg/mL e nistatifleeuto®) 12 Ul/mL , adicdo e
exclusdo de nutrientes, diferentes quantidadesdeuios (500; 250; 100 e 50 plL),
assim como tubos de ensaio de plastico e vidroirss tamanhos, quantidade de
meio de cultura por tubo (2, 5 e 8 mL), amido dezaem po (0,03mg/ mL) e solucéo
(0,6%), fatores estes primordiais para o sucessmkivo desta espécie de ameba.

Aos meios bifasicos com base solida de ovo foiiadal a eficacia de trés
variagcbes da solucdo de Locke’s, sendo elas: swldeh Locke’s glicosada (0,25
mg/mL); solucdo de Locke’s modificada (com solugho amido de arroz 0,6%) e
solucéo de Locke’s HEPES tamponada (pH 6,7), cordalescrito na tabela 03.

3.8 Manutencéo das culturas

As culturas deE. gingivalis foram iniciadas com 100 pL das amostras
concentradas, 0s quais eram semeados em meio tdeacBDM-HEPES: com base
sélida de ovo e 8 mL de solucdo de Locke’s tampar{pti 6,7), contendo 50 uL de
solucéo de amido de arroz 0,6%, em tubos de vmlrotampa de rosca 1,6 x 160 mm.

De acordo com CLAYTON & BALL (1954) a cultura imt deve ser mantida
sem adicdo de antibidticos nas primeiras 48 hokp®s esse periodo 1.000 Ul de
penicilina e 500 pg de estreptomicina por mL erasmentado na fase liquida do meio
tanto no tubo de cultura inicial ou “cultura maefagto nos sucessivos repiques. As
leituras e repiques destas culturas foram realzadcada 48 horas e mantidos em
estufa bacterioldgica a 35°C (GANNON & LINKE, 1989)

Antes da realizagdo da leitura e repique, as @dteram submersas em agua
gelada durante 10 minutos para que os trofozog@ambassem das paredes do tubo de
ensaio (GANNON & LINKE, 1989) e da superficie plateabase de ovo quando o tubo
fosse homogeneizado. Aproximadamente dois tercostadéase liquida eram
desprezados, o restante da cultura homogeneizadoamzente e transferidos para
tubos plasticos de 1,5 mL (tifppendorf) e concentrado em microcentrifuga a 7840
g durante 20 segundos. Apds desprezar o sobrena@apte do material concentrado

ou “pellet” era examinado pelo exame a fresco el@meina e laminula e, quando
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positivo era quantificado em camara de Neubauedcsa viabilidade dos trofozoitos
avaliada através do azul de tripan 0,02%. O voldménoculo utilizado nos repiques
foi de 100 puL do material concentrado, independdontaimero de parasitos presentes
na amostra de acordo com metodologia proposta pNN®N & LINKE (1990). As
amostras positivas eram armazenadas em guanidifidA EBuanidina-HCI 6M e

EDTA dissddico 0,2, pH 8.0) a 4°C para posteri@liaa biomolecular.

3.9 Cultura de bactérias

O cultivo de bactérias foi realizado em meio Timgato (BioCen do Brasil®)
com aliquotas de 10 pL das amostras sub e supiggend\pos 48 horas de incubacéo
a 37°C, as culturas eram repicadas para meio pava,serem inoculadas em animais e

também criopreservadas em glicerol 10% em Tioglicoé mantidas a -80°C.

3.10 Experimentacédo animal

A patogenicidade dE. gingivalis foi avaliadain vivo em ratos Rattus norvegicus,
Albinus Wistar) machos, pesando aproximadamente3R00gramas de peso corporal.
Foram utilizados animais provenientes do Biotér@oisciplina de Parasitologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro/ UFTM mdos em gaiolas individuais
com agua e racaam libitum.

A infeccéo dos animais foi realizada com cincoados denominados U-E; U-C; U-
M; T10 e U-301, obtidos de cultura em fase expoianara cada experimento foram
utilizados seis animais divididos em dois grupas: deles correspondente aos animais
imunocompetentes (Grupo IC) e o outro destinadounossupressao (Grupo IS) com
succinato sodico de prednisolona (Nova Farma®)ab fqu administrado em trés doses
de 0,01lmg/g de peso corporal a cada quatro dids, ya intra-peritonial. A
imunossupressao foi realizada antes da inoculag&aghgivalis no tecido gengival e a
cada dose de imunossupressor 0s animais eram pesaglvaliados fisicamente.

A avaliacdo da patogenicidade das amebas foi eglizpela inoculacdo de
E.gingivalis + bactérias (1), bactérias presentes na amostral @y e solucéo
fisiologica estéril 0,9% (3) como controle negati® indculo deE. gingivalis foi

obtido apds cultivo de 72 horas para permitir umomarescimento dos trofozoitos,
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sendo o mesmo periodo de tempo utilizado para Hsras das bactérias em meio
Tioglicolato.

O indculo ndo foi padronizado e variou de acordm cocrescimento do estoque
no meio de cultura, visando obter o maior nimessjye! de trofozoitos.

Os animais foram previamente anestesiados com&wiagetavel de Cetamina
(Ketamin ®) 50mg/mL na dose de 0,1 mL/100g de pmmporal via intra-muscular.
Em seguida, cada animal recebeu 0,1 mL de cadalmda regido da bolsa periodontal
entre os dois incisivos inferiores administrados apauxilio de uma seringa de 1mL e
agulha 30x8mm (agulha de insulina), seguido de Btas@ com compressa de gaze
estéril. Apds a inoculacdo, os animais ficavam diseovacdo até a recuperacdo da
anestesia e eram colocados em gaiolas individukstificadas. A cada 24 horas,
durante 15 dias foi realizado um exame clinico @milio uma lupa estereoscoépica
visando a formacdo ou ndo de lesdes clinicas eaistotas e os dados observados
foram anotados em fichas apropriadas.

Decorrido até 15 dias apds o in6culo e se o anitéal apresentasse nenhum
sinal de alteracdo no tecido gengival, estes ematamasiados por asfixia em camara
contendo éter. Um pequeno fragmento de tecidoxapaglamente 0,3 chera retirado
com bisturi (lamina n° 10 Free- Bac®) e acondicttma&m Eppendorf estéril para
andlise biomolecular. Apos a obtencdo deste fragmenmandibula era retirada em
bloco, lavada com soro fisiolégico, armazenada xadéa em solucdo de formol
tamponado a 10% por no minimo 10 dias para posjgrcessamento histopatoldgico.
O material foi desidratado em alcool, diafanizados xilol e incluidos em parafina e
posteriormente foram feitos cinco cortes transverske 3-4m e corados pela

hematoxilina e eosina (HE).
3.11 Extracdo de DNA dé. gingivalis das amostras bucais

Para selecionar a técnica ideal para extracdoNi& @e E. gingivalis foram
comparados previamente trés métodos de lise e cartrale DNA: pelo fenol
cloroférmio nas amostras em Guanidina/EDTA comra &vura e pela lise alcalina

de amostras congeladas.

3.11.1 Extracdo de DNA dé&. gingivalis por lise alcalina:



50

Antes de iniciar a lise de DNA, as amostrasedgingivalis foram submetidas
ao choque térmico com fervura em banho-maria esiiceem gelo seco para permitir
uma distribuicio homogénea das sequéncias alvoergess na amostra. A estas
amostras, foram adicionados NaOH (1M) e 30 pL de dlineral, agitados por 20

Em seguida, foi acrescentado Tris-HCI (130 mM, pH) para neutralizacéo
destas amostras. O DNA foi diluido em 40 pL de aulaQ estéril. As amostras
foram estocadas a 4°C até o momento do uso.

3.11.2 Extracdo de DNA de E. gingivalis por guanidina-

fenol/cloroférmio

A extracdo das amostras #e gingivalis foram realizadas com igual volume
(v/v), fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24 e cloroformio: alcool isoamilico
(24:1). Essa mistura foi homogeneizada em agitaddsitron por 5 minutos e
centrifugada a 13449 g por 5 minutos. A precipitacdo do DNA ocorreu nasgnca de
40 ug de glicogénioBpehringer Mannheim, Alemanha) e 10% de acetato de sddio
(3M, pH= 5,2) e o0 dobro do volume, etanol absolNterk®) gelado, mantidos em
banho de gelo durante 15 minutos. ApoOs centrifugagévolatizacdo do etanol, o
precipitado obtido foi ressuspendido em 30 pL deaagili-Q estéril e estocada a 4°C.

Através desta técnica, também foram extraidos DAamostras de bactérias
gue fazem parte da microbiota bucal, TWéchomonas tenax, Entamoeba histolytica,
Entamoeba moshkovskii e amebas de vida livre para serem usadas comoolsmntr

negativos.

3.11.3 Extracdo de DNA de E. gingivalis por guanidina-

fenol/cloroférmio com fervura:

Esta técnica foi igualmente realizada como a adita@a, com excecdo de que
estas amostras foram submetidas a fervura préti@08C por 15 minutos antes de
qualquer procedimento de extracao.

Para as trés técnicas descritas, foi realizado antrale negativo, ou seja,

contendo apenas os reagentes utilizados duranteag@ de DNA destas amostras.
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3.11.4 Extracdo de DNA dé&. gingivalis de tecido gengival de ratos

Os tecidos gengivais de ratos foram recortados eagmentos de
aproximadamente 0,3 émlavados exaustivamente com solucéo fisiolégidériése
congelados. Para o processamento desse mateeaipiesansferido para uma placa de
Petri estéril onde foram totalmente macerados etauios com auxilio de uma lamina
de bisturi e palito de madeira e transferido pab®m$ de microcentrifuga de 1,5 mL. A
extracdo de DNA foi realizada pela técnica da dikalina no qual os fragmentos de
tecidos foram misturados com NaOH (0,013M), recmisecom Oleo mineral e fervidos
em banho maria durante 10 minutos e neutralizadwsTais-HCI (130mM, pH 7,0). O
lisado foi diluido 1:10 em agua milli-Q estéril &@ado a 4°C até o momento do uso.
(VAGO et al., 1996 a; VAGO et al., 2000). Na exfragle DNA de tecidos também foi

realizado um controle negativo das amostras.

3.12 PCR especifica

Para o diagnostico especifico Begingivalis foram utilizados iniciadores que
amplificam a menor subunidade da regido 18S do rRidsta espécie: EGD{501-
GAATAGGCGCATTTCGAACAGG-31)) e EGO-2 (500-
TCCCACTAGTAAGGTACTACTCS3I]). A reacéao foi realizada em um volume final
de 25uL, contendo: Tampéao 1X; agua milli-Q estdri mM MgC}; 200-500 uM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP); 0,2 uM de @aideador (EGO-1 e EGO-2);
2,5 Ul Tag DNA polimerase PlatinumPfomega, Madison, WM, USA); 3 uL de DNA e
30uL de 6leo mineral.

O programa de amplificacdo consistiu de uma desxgda inicial a 94°C (3,5
minutos) e 39 ciclos com desnaturacdo a 94°C (lutelnanelamento a 60 °C (1
minuto) e extensdao a 72°C (1 minuto), seguida dene&o final de 4 minutos
(KIKUTA et al., 1996) em um termociclador MJ Res#gamPTC-100. Os produtos
amplificados foram visualizados por eletroforesegahde poliacrilamida 6%, corados
pelo nitrato de prata 0,2% e marcador de peso mialecle 1kb Invitrogen) para
visualizacdo das bandas especificas de 1.400 pbspondentes a amplificacdo do
DNA deE. gingivalis nas amostras avaliadas.
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Na PCR foram utilizados controles negativos e pasitsendo também avaliada
a especificidade dos iniciadores em amostras déérms; Tichomonas tenax, E.
histolytica, E. moshkovskii e amebas de vida livre.

3.13. Caracterizacao genética de. gingivalis

3. 13.1 LSSP-PCRI(ow stringency single specific primer- PCR)

O produto da PCR especifica Begingivalis foi purificado em gel de agarose 1,5%
(1,0% agarose comum e 0,5% agarimse melting) em TBE 1X (89mM Tris-borato,
2mM EDTA pH=8,0) preparado com &agua bidestilada&rgéstem presenca de 0,5
pg/mL de brometo de etideo. As bandas de 1.400opdmf visualizadas em um
transiluminador de luz ultravioleta de comprimed® onda longo, e coletadas com
auxilio de um bisturi estéril. Apdés aquecimento leamho maria, as amostras foram
homogeneizadas e diluidas 1:10 em agua milli-Qries$éndo, entdo utilizadas como
DNA molde para as reacoes de LSSP-PCR (VAGO €2@00)

Como a reacdo de LSSP-PCR é realizada como um imwador especifico,
utilizado sob condigcbes de baixa estringéncia, $0de experimentos devem ser
executados de modo a evitar qualquer tipo de conégdo quimica e bacteriologica
(PENA et al., 1994; BARRETO et al., 1996). Destangia, alguns cuidados foram
observados:

» Desinfeccédo da cuba de eletroforese com HCI 0,2BId@H 0,5N (1 hora cada)

e agua bidestilada estéril;

» Exposicdo de todo material utilizado (cuba de eletese, pipetas, ponteiras,

etc) a radiacao ultravioleta (30 minutos)

» Aplicacdo do DNA no gel de agarose com intervalaoha canaleta vazia entre

cada amostra.

Na reagéo de LSSP-PCR as amostras de DNA forammpéfizadas em condigcoes
de baixa estringéncia (BARRETO et al., 1996) witido um Unico iniciador especifico
correspondente ao E¥sl (5[-GAATAGGCGCATTTCGAACAGG3(]). A mistura
desta reacéo teve um volume final de 12 pL contdnslonM MgCh, 0,2nM de cada
dNTPL! s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1,0 unidadeTdg DNA polimerase, 45 pmol
do iniciador EGO-1 e |d. de DNA (fragmento de 1.400 pb purificado em agare

diluido 1:10), cobertos com 3@ de 6leo mineral. A amplificacéo foi realizada cdth
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ciclos abrangendo desnaturacdo a 94°C (1 minut@lamento a 30°C (1 minuto) e
extensdo a 72°C (1 minuto), precedidos de deswigamraicial a 94°C (5 minutos).
Apbs os 40 ciclos foi realizada uma extensao adiidia 72°C durante 7 minutos. Os
produtos de LSSP-PCR foram separados por eletsg#foeen gel de poliacrilamida a
7,5%, corados pela prata, gerando um perfil conoppst multiplas bandas. A analise
dos perfis obtidos reflete a sequéncia de nucleotido DNA usado como molde,
compondo sua “assinatura génica” (PENA et al., 1994

A analise dos perfis de “assinaturas génicas” dasstias dde. gingivalis, obtidas
pela reacdo de LSSP-PCR, foi realizada visualmemtdoto digitalizada do gel, onde
os padrbes de bandas foram marcados, e submetattdise de propor¢cdo de bandas
compartilhadas entre cepas e construcao de fenagraom osoftware Gel Compar Il
(Applied Maths NV).

3.14 Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos pacientes HIV/SIDA, grupoiadire ndo clinico foram
organizados em uma planilha do programa MicrosaiteE 2007 e submetidos as
andlises estatisticas por meio do programa Stats&ftatistica 8.0.
A associagao entre a positividade no exame a frgaxE. gingivalis e cada uma das
variaveis categoricas estudadas foi realizada oo o teste do qui-quadrado classico
ou, quando necessario, utilizou-se o qui-quadramo correcdo de Yates ou o teste
exato de Fisher. Para avaliar a forca de associegfie as varidveis estudadas, foi
calculado o Odds Ratio (OR) com intervalo de comiga de 95% (1C95%).
Os dados obtidos a partir da observacdo macroscamc experimentacao animal
também foram analisados por meio do teste do caghgulo e suas variagles.
A concordancia entre os resultados obtidos pelmexa fresco e obtidos pela PCR foi
avaliada por meio do calculo do coeficiente Kappa.

Para todas as analises foram considerados sgjinfis os resultados que
apresentaram nivel de significancia menor que (p89,05). Além disso, para uma
correta interpretacdo do Odds Ratio, eles s6 focansiderados validos quando o

intervalo de confianga (IC95%) nao continha o valeo.



6.Resultados
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4.1 Padronizacao e manutencao das culturas @&ntamoeba gingivalis

Para a manutencda vitro de E.gingivalis foram avaliados 20 meios de cultura
sendo selecionado o meio BDM-Boeck y Drbohlav moaifo, por apresentar melhor
crescimento e desenvolvimento do parasito. Esse njdeihavia sido previamente
avaliado por outros autores (MELVIN & BROOKE, 196@pntudo, neste trabalho
foram realizadas algumas alteracées em sua COrdposiQ0 Seu preparo, assim como
na temperatura de incubacao. Este meio foi denaiB®DM Tamponado (anexo D)
com as seguintes modificagdes:

a) A estratégia que utilizamos para a manutencao dalkheio em 6,7, que &
ideal para o crescimento de gingivalis (CHEN et al., 1999; 2000) , foi tamponar a
fase liquida constituida por solugdo @leckells com 25mM de HEPES442-
hydr oxyethyl )-1-piper azineethanesulfonic acid- Gibco BRL- Life Technologies ®);

b) O amido de arroz em pé na concentracdo de 0,08mdoi utilizado na mesma
concentracdo, porém, a partir de uma solucéo a (GBUINON & LINKE, 1990);

c) O controle do crescimento bacteriano e de levedorasalizado com diferentes
antibiéticos sem alterar o desenvolvimentd=dgingivalis. Foram testadas a penicilina
G (250, 500 e 1.000Ul/ mL); gentamicina (100mg/ mdsgtreptomicina (500 pug/ mL),
norfloxacina (100ug/ mL) e o antifungico nistatigi2 Ul/ mL ), sendo selecionada a
associacgao de penicilina G (1.000Ul/ mL) com estracina (500ug/ mL) e a nistatina
(12 Ul mL). Esses antimicrobianos foram adiciorsado meio de cultura apés 48 horas
de cultivo de acordo com recomendacédo de WANTLANRI¢ (1963) para adaptacao
do parasito ao meio artificial, associado as bexstéle origem, ou seja da cavidade
bucal.

d) As culturas foram mantidas em diferentes tempeaaat(85°; 36° e 37°C), sendo

constatado melhor crescimentoElaingivalisa 35°C.
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Figura 2: Meio bifasico BDM tamponado modificado neste estuloBase sélida de ovo: observar a
base lisa, sem rugosidades e/ou rachadB)aBase sélida de ovo e solucdo de Locke’s.
Foto: S.B.S.Cembranelli
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Neste estudo foi realizada a tentativa de avaliaomportamenton vitro, em
meio BDM tamponado de 26 isolados Hagingivalis (oito amostras de pacientes
HIV/SIDA 11 do grupo clinico e sete de individuas gtupo néo clinico). Contudo, sé
foi possivel manter em cultivo 15,4% (4/26) dodados devido ao intenso crescimento
bacteriano e/ou fungico que conseqientemente lesavarocesso fermentativo do
amido e degradacdo da base solida de ovo nas @snNé8 horas e impediam o
acompanhamento das culturas (Quadro 4).

Os quatro isolados d& gingivalis foram acompanhados com leitura a cada 48
horas e repiques sucessivos durante um periodoomeeli 70,2+ 11,6 dias,
correspondente a aproximadamente 29.10,2 repiques. Estes isolados apresentaram
comportamento bioldgico diferenciado com pico w@iagle crescimento variavel entre
96 e 168 horas e média de 138,81,2 horas. Os trofozoitos se mantiveram viaveis e
cultura por um periodo meéedio de 42/ 38,3 dias, sendo visualizados em
aproximadamente 65 3,3 dias de leitura. Contudo, o pico maximo f@x10° + 3,0
trofozoitos/ mL e o médio 3x10* + 1,1 para os isolados U-301, U-E e U-M, porém o
isolado U-C obteve uma média de 32,0° + 1,1 trofozoitos/ mL e apresentou o
comportamento biolégico mais diferenciado em relag@s demais isolados. Durante o
acompanhamento das culturas foram observados periwas quais ndo foi possivel
visualizar e quantificar os parasitos 0s quais padeestar presentes na cultura com
valores inferiores & sensibilidade da cAmera debaleer (<1,810" trofozoitos/ mL).
Estes foram denominados periodos subpatentes ee@arem torno de 2;61,1 vezes
e com duracdo media de #®,3 dias.

O isolado U-C foi procedente de uma paciente deigefeminino, 26 anos, com
boa higiene bucal e ndo fumante. Este foi acommbmpar um periodo de 79 dias e
apresentou trofozoitos viaveis durante 77 dias reespondeu as populacdes He
gingivalis que permaneceram 0 maior periodo de tempo emrauituapresentaram
maior quantidade de parasitos. O comportament@dit® in vitro deste isolado foi
diferenciado com crescimento acentuado desde doimic cultivo com 42,010
trofozoitos/ mL em 168 horas, sendo estes visudgza&m 12 leituras correspondentes
aos repiques: 3°- 6°, 8°- 9°, 49°- 59° e 79°. @ pidximo deste isolado, equivalentes ao
valor maximo de trofozoitos observado neste estodorreu no 52° dia (4Q0°

trofozoitos/mL), sendo visualizados parasitos coraitan mobilidade e material
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fagocitado em seu endoplasma. Foram detectadopér@odos subpatentes (21°; do
28°- 45° e 63° - 74° dias de cultivo) ndo send milaservada a presenca do parasito no
27° repique (79° dias) de avaliacao (Grafico 1;dpud ).

O isolado denominado U-301 foi obtido de uma p#eielo género feminino, 30
anos de idade, ndo fumante, portadora de perigdamtioi acompanhado durante 72
dias correspondentes a 34 repiques. Este isoladeseapgou 0 menor periodo de
adaptacdo em meio de cultura sendo os trofozo@&s dingivalis detectados apos 96
horas de incubacdo, porém permaneceram vidveisnentovimento por 40 dias. O
crescimento inicial foi lento (1,0-2Q0"trofozoitos/mL) e o maior niimero de parasitos
deste isolado foi detectado no 31° dia ¥&@ trofozoitos/ mL) sendo visualizados
quatro periodos subpatentes (5°, 8° - 10°, 13®e 34° - 38° dias de cultivo). O periodo
de negatividade, no qual os trofozoitos caracteostdeE. gingivalis ndo foram mais
visualizados, ocorreu a partir do 22° repique 8y, e em seu lugar foram observadas
estruturas arredondadas ndo caracteristicas, senmamio e semelhantes a formas
quiescentes (Figura 3), as quais permaneceraneidgsaté o final da avaliacao (Gréfico
2; Quadro 4).

O isolado U-E proveniente de uma paciente do géfeminino, 52 anos de
idade, portadora de boa higiene bucal, porém conodmntite recorrente (CIC) foi
avaliado por 63 dias com um total de 21 repiques.p@rasitos foram visualizados,
inicialmente com 168 horas (&0 trofozoftos/ mL) permanecendo vidveis em cultura
por 28 dias. Foi detectado um periodo subpaterite 8A-21° dias de cultivo apés o
qual os trofozoitos passaram a ser novamente iadak no 22° 25° e 28° dia,
correspondentes a &00%, 2,0x10% e 1,0x10" trofozoitos/mL e aos repiques 8, 9 e 10. A
partir do 11° repique (32 dias) os trofozoitos fatam mais visualizados, sendo esta
negatividade acompanhada por crescimento bactegixanerbado ndo controlado pelos
antibiéticos com escurecimento e decomposicdo da& kalida de ovo (Grafico 3;
Quadro 4).

O isolado denominado U-M, oriundo de uma pacidnteexo feminino, 38 anos
com higiene bucal ruim foi acompanhado durante && aorrespondendo a 35
repiques. O periodo de adaptacdo foi de 120 hocasnequantidade inicial de 400°
trofozitos/mL 0s quais permaneceram em cultura gaenas 26 dias. Estes foram
observados nos 5°, 8°, 16° e 26° dias equivaleatdsx10* 2,0x10% 2,0x10° e
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1,0x10" trofozitos/mL, respectivamente. Foram observadios periodos subpatentes
no 15°, 19° - 22° dias de cultivo e o periodo dgatigidade ocorreu a partir do 10°
repique (28 dias). Este isolado apresentou o memwiodo em cultivo, sendo

considerado com menor adaptacdo nestas condic@aesa@eomparado aos outros trés

isolados analisados neste estudo (Grafico 4; Quédro

4.2 Andlise da frequéncia deE. gingivalis

A frequéncia dé. gingivalis foi avaliada em 177 individuos (51 HIV/SIDA, 31
do grupo clinico e 95 do nao clinicos). A analisepdsitividade dentro de cada grupo
de individuos analisados mostrou que 58,8% (30d6%)pacientes HIV/SIDA, 35,5%
(11/31) do grupo clinico e 19,0% (18/95) do gru@o klinico apresentaram o parasito
na cavidade bucal com diferenca significativa erdreprimeiro e terceiro grupo
(p<0,01); e entre o grupo HIV/SIDA e clinico esséemnca ndo foi significativa
(p<0,062) (Gréfico 5).

A frequéncia deE. gingivalis foi analisada em relacdo a diferentes variaveis
associadas com dados epidemiologicos e clinicoefgéidade, nUmero de escovacéo
diaria, condigdo de higiene bucal ou tipo de dogmggaodontal, tabagismo, pH salivar,
nivel de linfocitos T CD4e carga viral), com métodos de coleta do matémapado
supra, subgengival e lavado bucal) e com métodalagmostico do parasito (exame a
fresco e PCR especifica).

A amostragem foi constituida por 43,5% (77/177)imdividuos do género
masculino e 56,5% (100/177) do feminino. Entre asos positivos parB. gingivalis
44,0% (26/59) e 56,0% (33/59) corresponderam réspetente aos géneros masculino
e feminino. Nos grupos HIV/SIDA, clinico e ndo atima positividade d&. gingivalis
nos individuos do género masculino correspondeeampectivamente a 66,8% (20/30),
33,3% (3/9) e 7,9% (3/38) e do género feminino %/ (20/21), 36,4 (8/22) e 26,3%
(15/57). Contudo, houve diferenca significativa (@©48) no género feminino dos
individuos do grupo néo clinico (OR=4,17; 1IC95%-18157) (Grafico 6).
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Gréfico 1: Quantificacdo de trofozoitos @mtamoeba gingivalis do isolado U-C de acordo com em meio

BDM modificado de acordo com os dias em cultivegques realizados.
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Grafico 2: Quantificacdo de trofozoitos de Entamoeba gingivalis do isolado U-301 em meio
BDM modificado de acordo com os dias em cultivo e nimero de repiques realizados.

Formas nio caracteristicas

Figura 3: Morfologia ndo caracteristica @mtamoeba gingivalis encontrada em cultura do isolado U-
301.



63

Isolado U-E
8
8
o
E
ol 7
E]
»
£
£ 6
g
£
2
-
E 5
4
3
2
1
o
0 2 3 7 5 11 14 21 22 25 28 32 34 42 43 45 485 52 33 36 39 83
Dias
1 2 3 4 5 ] T B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 20 i
Repiques

Grafico 3: Quantificacdo de trofozoitos dentamoeba gingivalis do isolado U-Eem meio BDM

modificado de acordo com os dias em cultivo e nggBqealizados.
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Grafico 4: Quantificacdo dé&ntamoeba gingivalis do isolado U-Mem meio BDM modificado de acordo

com os dias em cultivo e repiques realizados.
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A média de idade nos individuos estudados foi4j2 3 13,1 anos, distribuidos
nas faixas etarias entre 15 - 25; 26 - 35mais de 35 anos de idade. Estas
corresponderam, respectivamente, a 13,5% (7/529%3917/43) e42,7% (35/82) aos
individuos comE. gingivalis, evidenciando uma associacao significativa (p=D,00
entre o aumento da idade e a freqiiéncia do pardsandlise das faixas etarias dentro
de cada grupo de individuos analisados ndo moslifetenca significativa dentro de
cada um deles (Gréfico 7).

A influéncia do habito de higienizacdo bucal aa@dd de acordo com a
frequéncia de escovacgdo diaria, demonstrou umaalanversa e significativa
(p=0,025) entre o numero de escovacdes e a fregué&RcE. gingivalis a qual
correspondeu a 100% (2/2); 52,2% (12/23); 30,5%/825 e 26,0% (14/54)
respectivamente para uma, duas, trés e quatroagiew diarias (Grafico 8).

Contudo, quando foi avaliada a distribuicdo dgii&ncia de escovacéo dentro
de cada grupo analisado ou mesmo quando relaciamasi@asos positivos com o
habito de escovacédo, ndo foi detectada nenhumeeiigie dentro de um mesmo grupo
de individuos e nem mesmo entre eles. Esse fate ged decorrente da maior
positividade do parasito no grupo HIV/SIDA ou rete@ada com a pequena
amostragem associada ao habito de realizar umaasiescovacdes diarias, a qual por
sua vez também foi maior no grupo HIV/SIDA (TabEla

A E.gingivalis foi detectada em 64,3% (27/42) dos individuos dogpos
HIV/SIDA que apresentavam condicdo de higiene buoah e em 33,3% (3/9)
daqueles com condi¢éo boa (p=0,181); OR=3,60 ; ¥85),78-16,51). No grupo néo
clinico o parasito esteve associado com 42,9% J@@4 individuos que apresentavam
condicdo ruim e em apenas 12,2 (9/74) dos queapeam condicdo boa (Grafico 9;
Gréfico 10). Nos pacientes do grupo clinico a a¢dld da condi¢do bucal foi realizada
por um cirurgido dentista e classificada em getgivu periodontite, send&.
gingivalis detectada respectivamente em 16,7% (2/12) e 4{NW) dos casos
(p=0,175); OR=4,50; IC95% = 0,77-26,29) (Grafidg.1
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Gréfico 5: Frequéncia geral dentamoeba gingivalis na populacéo estudada e nos grupos HIV/SIDA,
clinico e néo clinico, com significancia estatestntre os grupo HIV/SIDA e grupo néo clinico (j49,
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Grafico 6: Distribuicdo da porcentagem de individuos pardsgacomEntamoeba gingivalis nos grupos
HIV/SIDA, clinico e nao clinico em relacdo ao géneom diferenca significativa (p= 0,048) nos
individuos do género feminino do grupo nédo clinico.
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Gréfico 7: Distribuicdo da porcentagem de individuos pardsgacomEntamoeba gingivalis nos grupos
HIV/SIDA, clinico e nao clinico em relagao a idadeidenciando uma associacao significativa (p=0,001
entre o aumento da idade e a frequiéncia do parasito
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A avaliagédo do tabagismo e sua relagcdo com aiyidaiie daE. gingivalis foi
avaliada em 160 individuos e mostrou diferencaifsigtiva (p< 0,001) sendo o
parasito foi detectado em 65,6% (21/32) dos funsaetem 25% (32/128) dos nao
fumantes (OR= 5,73; 1C95%= 2,49-13,16). A estredffio dentro de cada grupo de
individuos mostrou associagdo significativa do d¢gébao com a presenca de
E.gingivalis apenas no grupo de individuos nao clinicos (p=0,0dmbela 2;
Graficol2).

A relagdo entre a presencaklgingivalis e a quantidade de linfécitos TCD&
carga viral foi avaliada exclusivamente em 49 pdeg do grupo HIV/SIDA. Para
analisar a correlacdo entre nivel de linfocitos BCR a presenca do parasito, 0s
pacientes foram divididos em dois grupos associados a quantificacdo menor ou
maior que 200 cépias/ mmDeste modo, o parasito foi detectado em 56,2%6{3os
casos com LTCD%menor que 200 células/ nine em 60,6% (20/33) acima de 200
células/mm, sem diferencaignificativa entre os mesmos (p=0,771); OR=1,206/6=
0,36-4,01 (Gréfico 13).

A relagéo entre o parasitismo p&agingivalis e a influéncia da carga viral foi
avaliada em cinco escalas de acordo com a quaatidadcépias do virus, sendo
detectada em: 78,3% (18/23) daqueles individuogpqasuiam menos de 50 copias do
virus; em 37,5% (3/8) com 51 a 5.000 copias; 50,0@) entre 5.000 e 30.000; 50,0%
(1/2) entre 30.000 e 100.000 e 37,5% (3/8) maiar 120.000 copias (p=0,139). Desse
modo no foi demonstrada associagéo entre o névihfibcitos TCD4, carga viral e o
parasitismo pel&.gingivalis no grupo de pacientes HIV/SIDA (Grafico 14).

A verificacdo do pH salivar foi realizada em 93 iwiduos, correspondentes a 45
(48,4%) do grupo HIV/SIDA e 48 (51,6%) do grupo rddimico e oscilou entre 5,5 e
8,0. No grupo HIV/SIDA, 44,4% (20/45) dos paciergsesentaram o pH na escala de
5,5-6,0 e 55,5% (25/45) entre 6,5-7,0. No grupo cl@uco, 77,1% (37/48) e 23,0%
(11/48) dos individuos apresentaram o pH na esada 6,5-7,0 e 7,5-8,0
respectivamente. No grupo HIV/SIDA n&o houve difigee significativa (p=0,075) na
distribuicdo entre as escalas de 5,5-6,0 e 6,50/@m, 44,4% (20/45) destes pacientes

possuiam o pH salivar mais acido, fato ndo obsermadyrupo nao clinico, no qual



Tabela 1: Frequéncia de escovagéo diaria em relacao apdaide deEntamoeba gingivalis nos grupos

HIV/SIDA, clinico e néo clinico

Escovagdes 1x 2x 3x 4x Valor p
HIV/SIDA 100% (2/2) 69,2% (9/13) 58,8% (10/17) 80,0% (4/5) 0,588
Clinico 0 50,0 % (1/2) 35,0% (7/20) 37,5% (3/8) 0,914
N3o clinico 0 25,0% (2/8) 17,8% (8/45) 17,1% (7/41) 0,865
Total 100% (2/2) 52,2% (12/23) 30,5% (25/82) 25,9% (14/54) 0,025
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Gréfico 8: Frequéncia d&ntamoeba gingivalis nos grupos HIV/SIDA, clinico e ndo clinico em ggla

ao numero de escovacdes diarias.

Tabela 2: Tabagismo em relacéo a frequiénciaedtamoeba gingivalis nos grupos HIV/SIDA, clinico e

nao clinico
Tabagismo Fumante Né&o fumante Total Valor p
HIV 85,7% (12/14) 59,1% (13/22) 36 0,187
Clinico 75,0% (3/4) 30,8% (8/26) 30 0,249
N3o cliinioo 42,9% (6/14) 13,7% (11/80) 94 0,025
Total 65,6% (21/32) 25,0% (32/128) 160 <0,001
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Grafico 9: Frequéncia d&ntamoeba gingivalis no grupo HIV/SIDA em relagdo a condicdo de higiene
bucal sem diferenca significativgp=0,181).
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Gréfico 10: Frequéncia d&ntamoeba gingivalis no grupo néo clinico em relagdo a higiene bucal
apresentando diferenca estatistica (p= 0,04).
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Grafico 11: Frequéncia deEntamoeba gingivalis no grupo clinico em relacdo ao tipo de doenca
periodontal ndo apresentando significancia estaigh=0,175).
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Gréfico 12: Distribuicdo da porcentagem @mtamoeba gingivalis em relagdo ao tabagismo em toda

populagdo estudada apresentando diferengca significap<0,001) nos individuos fumantes.
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a maioria dos individuos, ou seja, 77,1% (37/48¢sgntou o pH na escala de 6,5-7,0
valor este mais proximo do pH fisiolégico da cadelducal.

A frequéncia dé. gingivalis no total de individuos avaliados pelo pH salivar f
de 38,7% (36/93) e sua distribuicdo de acordo ce®esaalas 5,5-6,0; 6,5-7,0; e 7,5-8,0
foi de 12,9% (12/93), 23,6% (22/93) e 2,1% (2/98%pectivamente. N&o houve
diferenca significativa na positividade &e gingivalis em relacdo ao pH salivar nos
pacientes HIV/SIDA (p=0,075¢om 60,0% (12/20) dos casos na escala de 5,5-6,0 e
68,0% (17/25) de positividade entre 6,5-7,0. O nesworreu no grupo nao clinico
(p=0,434) onde 13,5% (5/37) e 18,2% (2/11) se ipaedm respectivamente na escala
de pH 6,5-7,0 e 7,5-8,0 (Quadro 5).

4.3 Comparacao dos métodos utilizados no diagnosiide Entamoeba gingivalis

A deteccdo d&. gingivalis na cavidade bucal pelos métodos do exame direto a
fresco (EF) e pela PCR especifica direcionada pad&U do gene 18S do rRNA foi
realizada concomitantemente em 43,7% (91/208) b de amostras coletadas dos 177
pacientes e corresponderam a raspados gengivaigrdpes HIV/SIDA e amostras
supra e subgengivais do grupo clinico. Os dois dustopermitiram identificar o
parasito em 76,9% (70/91) das amostras avaliadadsF @ a PCR separadamente
detectaram respectivamente 57,1% (52/91) e 65,9%9Xpdos casos.

A analise comparativa entre a positividade dastraaletectada pelo EF e PCR
mostrou que 46,1% (42/91) apresentaram EF e PCRvpsse 23,1% (21/91) EF e
PCR negativas, totalizando um percentual de 6968/01) de amostras concordantes.
Entretanto, 11,0% (10/91) foram EF positivas e R€Bativas e 19,8% (18/91) foram
EF negativas e PCR positivas. A analise pelo ceefec Kappa demonstrou uma
concordancia fraca (k=0,355) onde 30,8% (28/91) alasstras foram discordantes
guanto a positividade pelos dois métodos de didgadsvaliados (Grafico 15). A
distribuicdo das 70 amostras positivas pagingivalis de acordo com o método de
diagndstico mostrou que 60,0% (42/70) foram ideraifas tanto pelo EF e PCR, 14,3%
(10/70) pelo EF e 25,7% (18/70) pela PCR (Gréfigp 1
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Gréfico 13: Frequéncia d&ntamoeba gingivalis em relagdo ao nivel de linfocitos TCDbs pacientes
do grupo HIV/SIDA sem diferengagnificativa (p=0,771).
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rafico 14: Frequéncia deEntamoeba gingivalis em relacdo a carga viral nos pacientes do grupo
HIV/SIDA. N&o houve diferenca significativa (p=093ntre as escalas analisadas.
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4.4 Comparacao do tipo de coleta da amostra bucabrdiagnéstico daEntamoeba

gingivalis pelo exame a fresco e PCR

A influéncia do tipo de coleta do material da dade bucal no diagnéstico Ha
gingivalis pelo exame a fresco foi realizado nas amostraslazbipelo método do
raspado e lavado dos grupos HIV/SIDA (n=51) e nmco (n=95), e nas regides sub e
supra gengivais do grupo clinico (n=31), sendo ékima incluida como raspado na
amostra total. O parasito foi detectado pelo raspad 31,6% (56 /177) e pelo lavado
em 6,5% (9/139) conforme demonstrado no gréafico 17.

A presenca d&. gingivalis foi evidenciada no grupo de pacientes HIV/SIDA,
respectivamente pelo raspado e lavado em 52,9%1(R@é/ 20,0% (9/45) destes, com
diferenca significativa (p<0,001) entre ambos (Of8641C95%-= 1,80-11,23)

No grupo néo clinico em 18,9% (18/95) dos paciemtgmrasito foi detectado pelo EF
exclusivamente no raspado sendo que o exame ddolduecal ndo detectou nenhum
individuo infectado pel&. gingivalis. No grupo clinico as amostras obtidas das regides
supra e subgengivais foram positivas em 35,5% (31¢312,9% (4/31), dos casos
respectivamente, evidenciando a superioridade sipad®d na detecgédo do parasito em
amostras bucais (Grafico 17).

O diagnéstico deE. gingivalis pela técnica da PCR detectou o parasito em
59,2% (29/49) dos raspados dos pacientes HIV/SIDéme61,3% (19/31) e 38,7%
(12/31) das amostras supra e subgengivais respewite no grupo clinico. A
positividade da PCR foi comparada com a do exanfiesco mostrando diferenca
significativa no grupo clinico tanto nas amostnagragengivais (p=0,042); OR= 2,88;
1C95%=1,03-8,07) como nas subgengivais (p=0,020F @R6 ; 1C95%=1,19-15,25) e
sem diferenca no grupo HIV/SIDA (p=0,529) OR=1,8%95%=0,58-2,84) mostrando
novamente a eficacia do raspado como método ideatoteta de amostras bucais
(Grafico 18).

Esse mesmo comportamento foi observado quandsamals exclusivamente
as amostras positivas. Do total das 36 amostrasgivagsdos pacientes HIV/SIDA,
75,0% (27/36) foram detectadas nos raspados e 2®/3%) nos lavados bucais e em

100% dos raspados no grupo ndo clinico (18/18)seamaostras supragengivais do

grupo
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Grafico 15: Frequéncia dentamoeba gingivalis em relacdo aos métodos de diagndstico: exameeofre
e PCR nos grupos HIV/SIDA, clinico e ndo clinicenmbnstrando uma concordancia fraca (k=0,355)

pelo coeficente Kappa.
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Grafico 16: Positividade deEntamoeba gingivalis através da realizacdo do exame a fresco e PCR nos
grupos HIV/SIDA e clinico.
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clinico (11/11) as quais foram consideradas egemntats as do raspado. Nas amostras
subgengivais do grupo clinico a positividade foB6e4% (4/11).

Considerando a baixa eficiéncia do lavado bucaletaccédo d&. gingivalis pelo EF
podemos inferir que a sua positividade no lavadolusivamente nos pacientes
HIV/SIDA demonstra o maior intensidade de paragi@sse grupo. Tanto pelo exame a
fresco como por meio da PCR foi possivel evidendara maior frequéncia de
E.gingivalis nas amostras coletadas na regido supragengivabguebtidas por raspado
com curetas odontolégicas em relacdo as subgeagwalizada com auxilio de cones
de papel absorvente. Contudo apenas no grupoaliniaealizado este tipo de coleta

por depender da capacidade de profissional esjzaclale ambiente odontologico.

4.5 Experimentag&o animal

A infeccdo experimental dos animais foi realizaden cinco isolados (U-E; U-
C; U-M; T10 e U-301), obtidos de cultura em suaefaxponencial. Entretanto, a
presenca de trofozoitos d@e gingivalis, de infec¢cdo causada pelo mesmo e processo

inflamatadrio foi avaliada através de exames maarooeoscopicos.

4.5.1 Observacdo macroscopica

A andlise macroscopica demonstrou que em meédiains isoladosE.
gingivalis avaliados induziram eritema gengival em 50,0% Qp/dos animais néao
sendo observada nenhuma alteracao clinica aparente.

Os isolados U-301 e U-C de gingivalis induziram eritema gengival tanto nos
animais imunossuprimidos como imunocompetentes @- em 50,0% (1/2) dos
animais sendo este imunossuprimido. Nos animagstafios com isolados U-M e T-10
nao foram detectadas alteracbes macroscopicas spexta do tecido gengival foi
normal. Estes resultados ndo apresentaram difesggpéicativa (p=0,091) (Tabela 3).

A avaliagdo dos diferentes tipos de indculo, amebbactérias, bactérias e
solucéo siologica estéril na infeccdo experimed&ahonstrou que 50,0% (5/10) dos

animais inoculados com amebas + bactérias apreasn&itema gengival. Contudo,
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Gréfico 17: Comparacdo do tipo de coleta da amostra bucal agndstico deE. gingivalis em
relacdo ao exame a fresco e PCR nos grupos HIV/Stidico e nao clinico.
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Grafico 18: Sensibilidade da PCR e exame direto a fresco rechd déEntamoeba gingivalis por meio

da técnica do raspado bucal no grupo HIV/SIDA jupg clinico A positividade da PCR foi comparada
com a do exame a fresco mostrando diferenca sigtiifa no grupo clinico tanto nas amostras
supragengivais (p=0,042) como nas subgengivai3,(j20).
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Figura 4: Gel de poliacrilamida 7,5% representativo da POfeeifica da amplificagdo do gene 18S da
SSU-rRNA deEntamoeba gingivalis e controles negativos de bactérias bucais e oespécies de
amebasl1-6= pacientes do grupo HIV/SIDA,= pacientes do grupo clinic8= pacientes do grupo ndo
clinico; 9, 11 e 13=amostras subgengivais (clinicaf,12,14,15 e 16amostras supragengivais (clinico);
17=Entamoeba histolytica, 18= E. moshkovskii; 19= amebas de vida livr&€0= bactérias do isolado U-
M; 21= bactérias do isolado T1@2= bactérias do isolado U-@3= controle positivo;24= controle
negativo eMM= Marcador molecular.
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a presenca de eritema foi evidenciada em 40,090)4/ds controles inoculados com
solucéo fisiologica 0,9% e em 10% (1/10) dos inadas com bactérias. A analise
estatistica dessas variaveis nao apresentou diesggnificativa (p=0,142) (Tabela 4).

O estado imunoldgico dos ratos na infeccdo expeiah porE. gingivalis, ndo
apresentou influéncia na condicdo macroscoépicaddd gengival (p=0,698) sendo o
eritema gengival detectado em 40,0% (6/15) dos @siimunossuprimidos e em 26,6%
(4/15) dos imunocompetentes enquanto 0os demaiseapegam gengiva com aspecto
normal (Tabela 5).

No presente estudo também foram realizados insatdon T.tenax, onde este
parasito foi responsavel pela formacdo de grandsseasos, eritema, edema ao nivel
macroscopico e uma grande desorganizacéo e désiteicidual ao nivel microscopico.
Estes parasitos também foram recuperados de tfiedee re-inoculados em meio de

cultura.

4.5.2 Observacao microscopica
A partir das observacdes das laminas de histogasofyocessadas e coradas com HE,
na foi possivel observar nenhuma alteracdo do degehgival de ratos ao nivel
inflamatorio e/ou infeccioso.
4.6 PCR especifica no tecido gengival de ratos

Atravées da PCR especifica utilizando o par deadmres EGO-1 e EGO-2, ndo
foi possivel a amplificacdo do gene 18S da regi@o 8o rRNA deE. gingivalis em

nenhuma das amostras analisada.

4.7 Caracterizacao genética pela LSSP-PCRd@w stringency single specific primer-
PCR)

A técnica de LSSP-PCR constitui-se de condicbesbdixa estringéncia onde

usualmente apenas um iniciador especifico é ulitizara amplificacdo do fragmento
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Figura 5: Andlise comparativa dos perfis de LSSP-PCR endggloliacrilamida 7,5% corado pela prata,
realizado com os iniciadores EGO-1 e EGOMM= marcador moleculart-14 amostras amplificadas
com o iniciador EGO-115=controle negativol6-25 amostras amplificadas com o iniciador EGO-2.
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Tabela 3: Andlise do tecido gengival de ratos infectados adiferentes isolados d&ntamoeba

gingivalis

Exame macroscopico

Isolado Eritema gengival Gengiva nomal Total
U-E 1 (50,0%) * 1 (50,0%) 2 (20,0%)
u-Cc 2 (100%) 0 (0%) 2 (20,0%)
U-M 0 (0%) 2 (100%) 2 (20,0%)
T10 0 (0%) 2 (100%) 2 (20,0%)

U-301 2 (100%) 0 (0%) 2 (20,0%)
Total 5 (50,0%) 5 (50,0%) 10 (100%)

Qui-quadrado: p = 0,091

* Animal imunossuprimido
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Tabela 4: Analise macroscoépica do tecido gengival de ratéectados com cada um dos trés diferentes

tipos de in6culo

Exame macroscépico
Indeulo Eritema .
. Gengiva nomal Total
gengival

Ameba + Bactéria 5 (50,0%) 5 (50,0%) 10(3,3%)
Bactéria 1 (10,0%) 9 (90,0%) 10(33,3%)
Solugsio fisiolégica 4 (40,0%) 6 (60,0%) 10(33,3%)
Total 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30 (100%)

Qui-quadrado: p =0,14

Tabela 5: Analise do tecido gengival de ratos infectadogelacéo a sua condigdo imunolégica

Estado imunolégico Exame macroscopico
do animal Eritemmz gengjivall Gengiva nomal Total
Imunocompetente 4 (26,7%) 11 (73,3%) 15 (50,0%)
Imunossuprimido 6 (40,0%) 9 (60,0%) 15 (50,0%)
Total 10 (33,3%) 20 (66,7%) 30 (100%)

Qui-quadrado: p = 0,698



85

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 MM

i ! 1 l ' i 1 1} T e 1 ;d

1.400pb

(

| '-f:
~n RTCH JL

Figura 6: Comparacdo dos perfis de LSSP-PCR em gel de ptdimda 7,5% corado pela prata
representativo das populagfes Eeatamoeba gingivalis presente nas amostras bucais dos pacientes
HIV/SIDA, grupo clinico e nao clinicdM = marcador moleculaf;, - 11=amostras de HIV/SIDAL2 -

20= amostras supragengivais do grupo clinico: TauBlt&1 - 23=amostras subgengivais do grupo
clinico: Taubaté/SP24= amostras do grupo nao clinico: Uberaba/M¥G;= amostra do grupo clinico:
Uberaba/MG26 - 28 =amostras do grupo nao-clinico de Uberaba/l21€5; controle negativo.
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especifico do DNA do parasito (GOMES et al., 1998ste trabalho foram testado os
dois iniciadores EGO-1 e EGO-2, onde o0 EGO-1 ftegenado por demonstrar uma
melhor diferenciacdo entre as cepas. Contudo,c@oede amplificacdo com o iniciador
EGO-2 apresentou um padrdo comum de bandas paferendiacdo das cepas He

gingivalis como observado na figura 5.

4.7.1 Amostras do grupo HIV/SIDA, clinico e n&o dtiico

O fenograma representativo da variabilidade daomsuabunidade ribossomal da
regido 18S do rRNA d&. gingivalis detectada pela LSSP-PCR foi realizada em 25
amostras, das quais 12 correspondentes ao grimixpalos pacientes de Taubaté/ SP e
13 dos pacientes da regido de Uberaba/ MG, inauhdmostras do grupo néo clinico
e 9 amostras de pacientes HIV/SIDA.

A amplificacdo da subunidade menor do gene 18RN@ esta representada na
figura 7 e de acordo com o fenograma observa-sstidbdicdo das amostras em dois
grupos distintos altamente polimérficos entre snpartilhando 28,2% de bandas. Os
perfis genéticos de LSSP-PCR demonstraram eleveiggolgeneidade das populacdes
de E. gingivalis com porcentagem de similaridade variando de 282%2,0%. A
andlise conjunta das amostras detectou maior sang@hentre os pares T21 e T24
subgengival (92,0%), H19 e H33 (76,9%) e T21 e J@#agengival (75,7%).

O grupo | foi constituido por dois grandes supgeualtamente heterogéneos
(30,9% de similaridade) e correspondentes a 80A2%) das amostras estudadas, na
qual ficaram distribuidas a totalidade das amostoagrupo clinico de Taubaté/ SP e
77,8% (7/9) dos pacientes HIV/SIDA. O subgrupo |Aei dividido em dois bragos
com 31,7% de identidade sendo um deles associ&7& (6/9) das amostras dos
pacientes HIV/SIDA, das quais 83,3% (5/6) com coadide higiene bucal ruim. O
subgrupo IA-2 foi associado a 58,3% (7/12) das amassle pacientes do grupo clinico
de Taubaté/ SP e uma amostra do grupo nao clikiddbéraba/ MG, correspondendo
60% (6/10) dos casos de periodontite. No subgr@pfichram distribuidas as demais
amostras do grupo clinico de Taubaté/ SP, 41,742)5£ uma amostra de paciente
HIV/SIDA (H3) com 35,6% de compartilhamento de bamdntre as mesmas. Das
cinco amostras de Taubaté/ SP analisadas neste, gt0j0% (2/5) eram de pacientes
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com gengivite e 60,0% (3/5) de pacientes portaddeeperiodontite, e 0 paciente H3
que apresentava condicao de higiene bucal ruim.

No grupo Il evidenciamos 36,1% de similaridadeeeials amostras, agrupando
60,0% (3/5) destas dos pacientes de Uberaba/ M®,@%4 (2/5) dos pacientes
HIV/SIDA, também desta regido. A analise de corwligé higiene bucal desse grupo
demonstrou apenas um paciente apresentava boa&or(ti-C) enquanto 60,0% (3/5)

possuiam uma qualidade ruim e um caso de periad@bt301).

4.7.2 Amostras do grupo clinico - Taub& SP

Foram analisadas 12 amostras correspondenteseapagientes dos quais T5;
T6; T11 apresentavam gengivite e T3; T14; T18; TRR1; T24, periodontite. Dos
pacientes T14; T21 e T24 foram possiveis realizamdise comparativa dos perfis de
LSSP-PCR das amostras coletadas das regides sspibgengival e dos demais apenas
amostras supragengivais.

De acordo com a figura 8 podemos observar quenasteas foram distribuidas
em dois grupos polimorficos e divergentes apreseotapenas 36,5% de similaridade.
O grupo | foi constituido por 75,0% (9/12) das atrass analisadas com 38,1% de
semelhanca entre elas e representativas em 83/8Yw (s pacientes com periodontite
e um caso de gengivite. O grupo Il também hetermgéhl,3% de similaridade) incluiu
as demais amostras onde 66,7% (2/3) eram cas@ndevige e um de periodontite.

O grupo | foi subdividido nos subgrupos la e Ib,quais foram geneticamente
correlacionados e apresentaram respectivamente%439 48,3% de bandas
compartilhadas. O subgrupo Ib foi constituido pmisdbragos (Ib1 e Ib2) que separaram
as amostras obtidas da regido supragengival dagolelalas da regido subgengival dos
pacientes T14, T21 e T24 e supragengival do Tl%assonstituiram dois grupos
geneticamente divergentes, porém, com elevada kangal entre os pacientes T21 e
T24 que apresentaram 75,6 e 82,4% de identidasiggctvamente, para as amostras da
regido supragengival e subgengival. As amostragegpondentes ao paciente T14
compartilharam respectivamente 59,7 e 58,6% de dsandom as amostras

supragengival e subgengival dos pacientes T21 e T24
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4.7.3 Amostras do grupo HIV/SIDA

O fenograma representativo dos perfis genéticosL88P-PCR das nove
amostras obtidas dos pacientes HIV/SIDA (figura mstrou que estas ficaram
distribuidas em dois grupos, sendo 77,8% (7/9)likaxdas no grupo | o qual foi
constituido pelos subgrupos la, Ib e Ic . No priméla) ficaram distribuidas 71,1%
(5/7) das amostras em dois bracos divergentes pesaa de apresentarem apenas
38,9% de identidade, abrigaram similaridades &#8% (H33 e H40) e 83,3% (H46 e
H50). Os subgrupos Ib e Ic foram constituidos pmiostras Gnicas (H19 e H14)
altamente heterogéneas. No grupo Il distribuiramaseamostras H3 e H4 que
apresentaram entre si 46,2% de bandas compartihada

Neste grupo de pacientes imunodeprimidos e endasdAART, observamos
que ndo houve correlacdo entre o nivel de linfécRGD4 e as caracteristicas genéticas
deE. gingivalis, onde no grupo | esses valores variaram de 18.a délulas/ mrhe no
grupo Il entre 404 e 470 células/ fhmpesar da elevada similaridade entre H46 e H50
ambas com niveis de linfocitos TCD#ais baixos, 207 e 131 respectivamente,
verificamos que estas foram geneticamente reladamaom H57 que apresentou 1617
células/ mm3. Outra auséncia de correlacdo comivassnde linfocitos TCD4 foi
evidenciada entre amostras H33 e H40 com 62,5% atgidade e localizadas em um
mesmo braco e associadas com 644 e 15 céluldsmspectivamente. Apesar destes
terem sido geneticamente correlacionadas nao &sipel estabelecer associacdo com a
positividade do exame a fresco e condi¢cdo de hegoercal, uma vez que a maioria dos
pacientes, 88,9% (8/9), apresentaram positividadexame a fresco e condi¢ao bucal

ruim.
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UF37 F 2 ME + _ E

Figura 7: Fenograma total correspondente aos perfis de [FS3P-das populagbes de
gingivalis presentes nas amostras bucais e sua associac&adomclinicos e epidemioldgicos.
H= pacientes HIV/SIDA; T= pacientes do grupo clinico: Taubaté/S§= amostras
supragengivaissb= amostras subgengivaitl= pacientes do grupo clinico e ndo-clinico de
Uberaba/MGM = masculinofF=feminino; CD4= contagem de linfécitos T CDUnm®; Ex.F1=
exame direto a fresco das amostras supragengivaiaspado gengivakx.F2=exame direto a
fresco das amostras subgengivais ou lavado bN&at;ndo realizadot =positivo;- = negativo;
R=ruim; B=boa;PR= periodontite GN= gengivite.



90

Lice (1ol U500 B0 (HAU S S5000°%) [0 5-TU0LE]

LSSP-PLCR
Isohde  Género 1dade Ex F1 Ex.F2 Condiio
] ol
Ei B = =
T2ep F a9 + + FE.
439 L TA
Tasp T 53 - - FE.
Tisp ™ 52 - - FR b
5
8.1 ) sa7 Tldep F 33 — - FR
546 Tldsp  f 55 - - PE. L 1
Tlep M 42 - - aN | 1B
a3
Talsh Il 52 - - FER
5 874
5o Tldsh F 33 - - FE,
Ti4h F 35 - - FE.
Tisp F 33 - - GH
55
s Tésp I % + B GN II

TlEsp F 41 + - FER

Figura 8: Analise da variabilidade genética da regido 18 8b-rRNA deE. gingivalis de
amostras clinicas de Taubaté/SP detectada pel®-PE€R com o iniciador EGO-1 e sua
associacdo com dados clinicos e epidemiologi€espacientes do grupo clinico: Taubaté/SP;
sp= amostras supragengivagy= amostras subgengivaist= masculino;F=feminino; Ex.F1=
exame direto a fresco das amostras supragengiis2=exame direto a fresco das amostras
subgengivaist =positivo;- = negativo;PR= periodontite GN= gengivite.
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Figura 9: Andlise da variabilidade genética da regido 185 8H-rRNA deE. gingivalis de
amostras de pacientes HIV/SIDA detectada pela EBSR com o iniciador EGO-1 e sua
associacdo com dados clinicos e epidemiolégMesmasculinoF=feminino; CD4= contagem
de linfécitos T CD¥mm®; Ex.F1= exame direto a fresco das amostras do raspadgivgén
Ex.F2=exame direto a fresco das amostras do lavado;iNRBal ndo realizadot =positivo;- =
negativo;R=ruim; B=boa.
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5.1 Andlise da frequéncia deE. gingivalis em relacdo aos fatores clinicos e

epidemiolégicos

Neste estudo, a frequéncialegingivalis foi avaliada em uma amostragem de
177 individuos distribuidos em trés grupos hetaregé detectando-se a presenca do
parasito na cavidade bucal dos mesmos em 33,3%7(B9Hos casos. Houve uma
significativa variabilidade na frequéncia de acombon a populacdo avaliada, sendo
evidenciada uma maior positividade nos grupos HIVASseguido pelo de portadores
de doenca periodontal (grupo clinico) e por ultinos individuos controles (grupo ndo
clinico). Esses dados explicam os diferentes nisnmencionados na literatura onde a
frequéncia do parasito pode variar de 6,9 a 86,4%6@ dependentes de variaveis
epidemiolégias, como a idade, género e localizagéografica (CAMBON, 1979;
CHEN et al., 2000; GHARAV!I et al., 2006; CUEVASadt, 2006).

A presenca dé. gingivalis € idade-dependent®/ANTLAND et al., 1958;
WANTLAND & LAUER, 1968; GHABANCCHI et al., 2010 )A maioria dos dados na
literatura aponta que individuos acima de 30-40saapresentam um indice mais
elevado desta ameba que dificiimente é encontradariancas e adolescentes, o qual
ocorre um aumento significativia sugpositividade apds 15 anos de idade (CHECOVA
et al., 1987; VRABLIC et al., 1992). Em um dos pasicelatos existentes na literatura,
CUEVAS et al., (2006) diz ndo ter encontrdglagingivalis em criancas de 3 a 8 anos
de idade. Em nosso estudo observamos que a presempgaasito foi mais evidente na
faixa etaria acima de 35 anos, corroborando comaiaria dos autores (KOFOID,1929;
WANTLAND & LAUER, 1968; GHARAVI et al., 20006; HERANDEZ et al., (dados
nao publicados).

Os dados séo controversos no que se diz resp@itedilecdo dé&. gingivalis
guanto ao género dos individuos. Alguns aut@WSABLIC et al.,1991; HUANG et
al., 2009) relatam que esta espécie de ameba &negiente em individuos do género
masculino, outros (el HAYAWAN & BAYOUMY, 1992; WANIAND & LAUER,
1968; GHABANCCHI et al., 2010) destacam uma fre@iggrmais acentuada em
mulheres, e ainda 0s que descrevem proporc¢oestsarted entre os géneros feminino
e masculingCHECOVA et al., 1987; JUNIOR & MACHADO, 1995; CURS et al.,

2006). Portanto, em nosso estudo revelamos um rpesounciamento do parasito no
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género feminino dos individuos do grupo néo clinporém, na populagéo total essa
diferenca nao foi significativa.

E consenso na literatura de daigingivalis pode comumente ser encontrada em
individuos com cavidade bucal saudavel (DAO et18I83; CHEN et al., 2000), porém,
existe uma forte associagcdo entre a presenca @esssito com condi¢des de
deficiéncia de higiene bucal e/ou doenca periodon#® sendo estabelecida causa para
este achado (WANTLAND et al., 1963; WANTLAND & LAUE 1968; GOTTLIEB
et al., 1968; GOTTLIEB & MILLER, 1971; ANNAN et al1993; CHEN et al., 1999;
LIU et al., 2001; CUEVAS et al., 2000; 2006; NOCFMENDONZA et al., 2003;
GHARAVI et al., 2006; HUANG et al., 2009; GHABANCQGHdt al., 2010).

A frequéncia deE. gingivalis foi menor em individuos do grupo nao clinico
quando comparados com o0s do grupo clinico, ou skjapacientes com doenca
periodontal que estavam sob tratamento odontolodtstes dados corroboram com
alguns estudos que afirmam que nos pacientes cencd@eriodontal, a presenca do
parasito € mais acentuada (ANNAN et al., 1993; CHIENI., 1999; 2000; LIU et al.,
2001; NOCITO-MENDOZA et al., 2003; GHARAVI et a2006; HUANG et al., 2009;
GHABANCCHI et al., 2010). Quanto ao grupo nao ciieste foi composto em sua
maioria por estudantes universitarios da UFTM caixaf etaria entre 15 e 25 anos.
Segundo a literatura, em um dos estudos realizados universitarios na China, a
prevaléncia do parasito foi bem menor quando coatl@aicom a populacdo geral.
(HUANG et al., 2009). Desse modo, no Brasil ndodioservada a prevaléncia de
nenhum protozoario bucal na classe de estudantegersitarios na cidade de
Araraquara, Estado de Sao Paulo (GIAZZI, 1992)$dados corroboram com nossos
achados sugerindo que, estes individuos tenhamposigdo superior quanto ao nivel
cultural, levando a crer na sua influéncia aliadanga melhor condicdo de higiene
bucal, fatores estes importantes para a reduca® ¢esasito nesta classe social
(GIAZZI, 1992; HUANG et al., 2009).

Contudo, nos pacientes com doenca periodontapggelinico), a frequéncia do
parasito foi maior quando comparada com o grupdrai@ Alguns autores sugerem
gue a alta prevaléncia &e gingivalis pode estar relacionada com alguns fatores como
a qualidade da higiene bucal, habito de fumarpaslicdes do tecido periodontal, grau

de sangramento da gengiva, presenca de lesdessasaritbormacdo de calculos,
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mobilidade dentéria, bolsa periodontal, microb@saociada, coloracdo da gengiva, etc
(ANNAN et al., 1993 ; NOCITO-MENDOZA et al., 2006HARAVI et al., 2006) .

Dados na literatura indicam qie gingivalis € mais encontrada em cavidade
bucal com pH em torno 6,0 a 8,5 (GIAZZI, 1992; ZDERt al., 1996; SANTOS, 2001;
PONCE de LEON et al., 2001), sendo também notificada presenca em pH 4,9
(GIAZZI, 1992). Em nosso estudo verificamos duajingivalis foi mais freqiente em
pH 7,5 a 8,0 no grupo clinico e 6,5 a 7,0 no grhipad/SIDA, corroborando com os
trabalhos acima citados. Dessa maneira, podemoslaconar o pH da boca, habitat
natural dessa ameba, com o dos meios de cultufg (BdeE. gingivalis se manteve
viavel, ressaltando mais uma vez a importancia #b gara o crescimento e
desenvolvimento deste parasito.

No grupo HIV/SIDA encontramos a maior frequéniéste protozoario, 58,8%
(30/51) na cavidade bucal, corroborando com o Udamp encontrado na literatura no
qual a presenca deste parasito foi detectada edPo220s pacientes HIV positivo e em
7,0% dos controles (LUCHT et al.,, 1998). Estes rmstatambém relacionaram a
presenca dé&. gingivalis com o virus da SIDA tipo 1, onde todos 0s pacgisto
positivos infectados com o parasito eram portaddeegperiodontite (LUCHT et al.,
1998).

Os efeitos adversos indesejaveis da HAART nosep#s imunodeprimidos,
sdo rapidamente detectados e muitos deles asseciemim a cavidade bucal,
destacando-se na maioria dos casos a xerostonsiat&gpia induz a reducgéo do fluxo
salivar, altera a composicao da saliva fato estecguatribui para a instalacado da doenca
periodontal. (FILHO & GIOVANI, 2009).

Alguns autores relatam que a imunodepressao pamcds sistémicas como o
diabetes (NOCITO-MENDOZA et al., 2003), pacienteadiados na regido de cabeca e
pescoco devido ao cancer (PEREZ-JAFFE et al., 18 FIDA (LUCHT et al., 1998)
favorece a presenca #egingivalis. Outros demonstraram que ratos imunossuprimidos
com corticéides apresentaram a imunidade comprdmettambém maior possibilidade
de infeccdes poE. gingivalis, T. tenax e bactérias causarem gengivite (CHEN et al.,
2000; LIU et al., 2001; HUANG et al., 2009; GHABAIDEII et al., 2010).

Em nosso estudo avaliamos o possivel carater wpstd daE. gingivalis
correlacionando sua frequiéncia com os niveis litdécT CD4 , contudo, a presenca

do parasito ndo teve relacdo com niveis menore20fiecélulas por mi apesar da
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maioria desses individuos (64,29%) terem apresergaddicdo de saude bucal ruim. O
Unico dado disponivel na literatura ndo quantifisdinfocitos T CD4 dos individuos
HIV positivo infectados com B. gingivalis, apenas citam que o nivel destas células foi
menor nos pacientes com doenca periodontal quandparados com individuos sem a
mesma (LUCHT et al.,1998).

Em relagcdo aos valores da carga viral, apesar darim dos individuos
parasitados cori. gingivalis possuirem menos de 50 cépias do virus, essen&oioi
significativo. A este fato sugere-se que a HAARGparciona uma melhor qualidade de
vida aos pacientes, mantém equilibrado os niveifinfiécitos T CD4 e controla a
replicacéo viral.

A maior presenca do parasito nos pacientes HIVASIDde estar correlacionada
com o carater oportunista de gingivalis mas nao diretamente pela imunodepresséo
através dos baixos niveis de linfocitos T CD® fato dos pacientes aqui avaliados
estarem em uso de HAART pode ter mascarado est&@vpbsomportamento do
parasito. O parasitismo elevado pode estar reladmma outros fatores como o tipo de
microbiota presente na boca e alteracdo do pHasalhipercolesterolemia (causada
pelo uso da HAART) assim como ocorre cdinhistolytica (MITRA & SHIPSTONE,
1985), onde este ultimo pode estar relacionadoa@iruléncia da ameba.

Fatores como o numero de escovacao diaria, candigdigiene bucal e doenca
periodontal podem influir diretamente nos indices idfeccdo porE. gingivalis.
HUANG et al., (2009), curiosamente relataram quandsiduos que possuiam o habito
de escovar os dentes mais vezes ao dia, apresemi@rmaior positividade dE.
gingivalis. Nosso trabalho demonstra o contrario, onde ovithgbs que realizavam o
habito de escovacdo mais vezes ao dia foram omgues apresentaram o parasito na
boca, sugerindo uma correlacdo inversa entre amgasdo parasito e o numero de
escovacdes diarias. Assim como em outros estidagsngivalis foi mais freqiente nos
individuos com deficiéncia na qualidade de higidnecal e nos portadores de
periodontite, achado discordante com os de CHEBI.£{1999); (2000); LIU et al.,
(2001) e HUANG et al., (2009), que relatam umaegstiassociacdo desta ameba com a
gengivite. Um fato interessante aqui observadmtantgrupo clinico quanto no grupo
nao clinico, foi a auséncia do parasito em indiegdque escovavam os dentes apenas
uma vez ao dia. Deve-se considerar que além daepagamostragem desse grupo a

avaliacdo foi baseada na informacdo pessoal fataepelo individuo durante a
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anamnese (CIC), ndo existindo modo de comprovas seesmos praticavam ou néo a
escovacao apenas uma vez ao dia.

No grupo HIV/SIDA, também avaliamos a condicdo Migiene bucal e
verificamos que a maioria destes individuos aptesea mesma ruim, seguidos de
focos de infecgdo e inflamacgéo, raizes dentériagluais, candidose eritematosa e
pseudomembranosa, xerostomia, auséncia de elemdéenddrios e uso de proteses
dentarias (dados ndo apresentados). Esses fatontsbgem para a transicdo da
microbiota normal em periodontopatogénica, coninitho para a instalacdo da doenca
periodontal (LUCHT et al., 1998). PONCE DE LEONa&t (2001), observaram uma
maior prevaléncia d&. gingivalis nos usuarios de proteses dentérias e sugerem que a
mesma assim como aparelhos ortodonticos podemefesoml presenca do parasito.
Nestes casos, a placa bacteriana adere sobre asomgse se comportam como uma
excelente matriz para sustentar os protozoariogsifuc

Alguns estudos demonstram que ndo hé relacaoaptesenca de. gingivalis
e o tabagismo (CECHOVA et al., 1987). No entantopresente estud&. gingivalis
foi significantemente mais frequente nos individdomantes em todos oS grupos
estudados. Isso pode estar relacionado com a dpenicalontal ja que é sabido que o
consumo de cigarros pode contribuir significativateepara o aumento do risco da
instalacdo e progressdo desta doenca associadgumaal espécies de bactérias
periodontopatogénicas (SCHLEGEL-BREGENZER ¢t1#98).

5.2 Avaliacdo da frequéncia deE. gingivalis e métodos de coleta

A frequéncia deE. gingivalis pode chegar até a 86,4% segundo alguns
pesquisadores (CAMBON et al., 1979). Este fato psele atribuido aos diferentes
métodos de coleta, de diagndstico e da diversidagmpulacao estudada.

Alguns pesquisadores (JUNIOR & MACHADO, 1995), mienam a técnica de
coleta pelo lavado bucal como excelente para vagHo deE. gingivalis em exame
direto a fresco e que esta técnica é rapida e sgj@ ser realizada, especifica e de alta
sensibilidade. Dessa maneira, CORREA et al., (18818)am que o material obtido da
saliva, através de bochechos (lavado), parece aer eficiente do que quando obtido

por meio deswabs embebidos em solucdo fisiolégica a 0,9%, ou mesmeela
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coletado por meio de curetas na regido periodosemdo esta Ultima raramente
utilizada por provocar sangramento, comprometendaualidade das amostras.
Contrariamente, outros autores propdem que naasaldo se encontra o parasito
(MAHDI & AL SAEED, 1993) e ainda aqueles que afirmgue na cavidade bucal nédo
h& um sitio especifico para a localizagdo do meghiblIOR & MACHADO, 1995).

Em nosso estudo, além das técnicas do lavadaasgdado bucal foi introduzida
a técnica de absorcao do fluido crevicular atraleesones de papel (GHABANCHI, et
al., 2010). No entanto, o método do raspado (etgnt& a coleta na regiao
supragengival) foi o mais eficiente em todos ogpgsuestudados. E valido ressaltar que
0 sangramento, assim como a quantidade excessipdada bacteriana e/ou calculo
dentario ndo dificultaram a observacdo microscoplessas amostras, dado este
discordante com o de CORREA et al., (1998). Assoma@ GHABANCHI, et al.,
(2010), a coleta por meio do cone de papel abstavatroduzido no sulco gengival,
também detectok. gingivalis, porém, em menor propor¢cdo demonstrando que a plac
bacteriana supragengival ainda assume o papel Heathgrincipal desta ameba
(KIKUTA et al., 1996).

Os resultados aqui obtidos demonstraram que ac&do lavado bucal foi
ineficiente para o diagndéstico @e gingivalis corroborando com os de MAHDI & AL
SAEED, (1993) e contradizendo os de JUNIOR & MACH®(1995), que relataram
uma positividade de 100% de gingivalis nas amostras coletadas por esta técnica. Os
indices de positividade pelo lavado bucal forankdmidetectando apenas 0s casos
associados com pacientes HIV/SIDA e foram nulogmipo nao clinico. Apesar de néo
ser uma técnica indicada para avaliar a frequétedta gingivalis, a sua positividade no
grupo HIV/SIDA demonstrou o intenso parasitismocaaidade bucal sugerindo que
nestes, o parasito encontra condicbes adequadasyarmultiplicacdo, fato este que
merece melhor investigacao.

O fato dos pacientes HIV/SIDA apresentarem umaomaguantidade de
trofozoitos deE. gingivalis na cavidade bucal pode ter implicacdes epidemicadsg
relacionadas com a possivel transmissdo bucal des Wdo HIV, devido a sua
capacidade de fagocitar leucdcitos e até mesmdécplat virais. Dados na literatura
mostram queE. histolytica pode fagocitar células infectadas com virus do HEIgste
permanecer viavel dentro da mesma. Este fato paaéma néo foi comprado na co-

infeccdo humana. Outros relatos evidenciam tamb@ntamportamento similar com
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Trichomonas vaginali, contudo, hoje a importancia desse protozoarioaresinissdo do
HIV tem sido reavaliadgPINDAK, et al., 1989; BROWN et al., 1991; RENDON-
MALDONADO et al., 2003; ).

5.3 Comportamento bioldgico deE. gingivalisin vitro ein vivo

5.3.1. Padronizacao da cultura e manutencao vitro

Dados na literatura apresentam grau variado dessacno cultivo deE.
gingivalis em meios bifasicos contendo base solida de ova comadronizado por
Boeck and Drbohlav em 1924 (HOWITT, 1925; KOFOIDakt1929; WANTLAND et
al.,, 1963; CHEN et al., 1999; 2000; LIU et al., 2DOUm desses meios, o L.E.A
(Locke!] s Egg-Albumen), foi modificado por HOWITT, (1925) que comproveua
eficacia no cultivo dée. gingivalis isoladas da cavidade bucal humana e de macacos.
No entanto, alguns pesquisadores relatam que resies nao sdo ideais para o cultivo
desta ameba, pois induzem densa proliferacdo EEEIGANNON & LINKE, 1989).
No Brasil, GIAZZI, (1992) e SANTOS, (2001) utilizan varios meios, incluindo o
meio com base solida de ovo, e ndo obtiveram é&oataultivo deE. gingivalis. No
presente estudo foram testados 20 tipos diferatgesmeios de cultura, sendo que os
quatro isolados que melhor se adaptaramvitro e se mantiveram viaveis por

aproximadamente 42,7 dias foi no meio BDM tamponadm base soélida de ovo.

Apdés exaustiva revisdo da literatura verificamaoe gs varias tentativas para se
obter sucesso no cultivo &a gingivalis geraram uma série de recomendacdes as quais
foram utilizadas em conjunto neste trabalho. Camtadtamponamento da fase liquida
do meio BDM com base sélida de ovo foi uma estratigdita aqui padronizada e que
foi fundamental para o sucesso do cultivo do perasi

O preparo adequado dos meios de cultura bifagiase solida de ovo e solugéo
de Locke’s) e suas modificacfes sdo fatores impiasgpara o crescimenito vitro de
E. gingivalis. Nestes, o parasito se localiza na base solidanguolo correspondente ao
bisel formado pela base de ovo e a parede do Wlhwesenca de rugosidades e/ou

rachaduras neste meio podem dificultar a visudizalp parasito que pode penetrar nas
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fendas buscando condi¢cOes de anaerobiose (KOFCHID,E229; GANNON & LINKE,
1989; CHEN et al., 2000).

A microbiota bucal parece ser importante pasalaevivéncia dé&. gingivalis
no hospedeiro vertebrado, sendo a cepa de refaréedt. gingivalis ATCC 30927
(American Type Culture Collection - Rockille, Mdma cultura mista, associada a
Citrobacter diversus, Yersinia enterocolitica, Acinetobacter anitratus e Pseudomonas
maltophilia, (GANNON & LINKE, 1990; 1991; 1992). Um fato ingssante € a
associacdo de amebas semelhantesgingivalis com Actinomyces, como evidenciado
no Utero de usuarias de dispositivo intra-uteri@bARK & DIAMOND, 1992) e em
aspirado de nédulo pulmonar (JIAN et al., 2008sdaesadores chineses cultivaram
trés isolados d&. gingivalis e identificaram diferentes espécies bacteriansecaslas
com o parasito: no isolado FJ-Branhamella catarrhalis, Proteus wulgaris e
Acinetobacter calcoaceticus; em FJ-3Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes
e em FJ-4,Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Sreptococcus a-
hemolitico (CHEN et al., 1999). Outros relatos sagequein vivo (CLAYTON JR &
BALL, 1953) as espiroquetas favorecem a multipfcado parasite em nosso estudo,
observamos uma maior positividadeE@ingivalis em amostras que apresentavam tais
bactérias no exame a fresco (dados ndo apresenthdedro a presenca de bactérias
no momento inicial da cultura, ou seja, nas priaei8 horas é necessaria para o
desenvolvimento do trofozoito (CLAYTON JR & BALL9%3). Contudo, a presenca
exacerbada das mesmas torna o meio improprio pageaenvolvimento do protozoario,
ocorrendo pouco ou nenhum crescimento do parassitacircunstancia (GANNON &
LINKE, 1990).

A utilizacdo de antibiéticos nos meios de cultuigsa combater a proliferacéo
bacteriana exacerbada e ndo deve interferir nandesgémento do protozoario. O tipo
de antibidtico e a concentracao ideal para seatikm uma cultura d& gingivalis ndo
tem sido determinada e os resultados na literag@icacontroversos e variam com a
resisténcia adquirida pelas bactérias (KOFOID £1%29; CLAYTON JR & BALL,
1953; GANNON & LINKE, 1990). A penicilina e estr@phicina geralmente mostram-
se eficientes no controle bacteriano e ndo altevaiesenvolvimento dE. gingivalis
(CHEN et al., 1999). No entanto, a acriflavina, conante derivado da acridina e que
atua como bacteriostatico, é letal para a amebadequado na eliminacdo de bactérias
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(KOFOID et al.,1929). O uso da penicilina na comic@o de 1.000 Ul/ mL adicionada
ao meio desde o inicio da cultura induz um efegtctdriostatico, contudo, interfere no
crescimento do parasito que sobrevive por um pemaeéximo 36 horas. Quando nao se
adiciona antibiético no inicio do cultivo, ocorrentaumento evidente no numero dos
trofozoitos desde as primeiras 24 até 72 horagnpoa multiplicacdo da ameba e o
controle da proliferacdo bacteriana sdo observadesdo a penicilina € adicionada
apos 48 horas de cultivo (CLAYTON JR & BALL, 1953Em nosso estudo, uma
suspensao de 1.000 Ul/ mL de penicilina G e 500pigde estreptomicina (CHEN et
al., 1999)foi adicionada ao meio de cultura apds 48 horasuttvo (CLAYTON JR &
BALL, 1953) e promoveram um efeito bacteriostasem alterar o desenvolvimento de
E. gingivalis, corroborando com dados citados na literatura (Sld&al., 1999).

Visando transformar o meio bifasico com base adlid ovo em um meio ideal
para o crescimento de. gingivalis, foram introduzidas modificacbes no seu preparo
como o0 seu enriqguecimento com diferentes nutrieetea avaliagdo de um pH
adequado. A suplementacdo do meio de cultura coichoate arroz € importante tanto
para o desenvolvimento d& gingivalis como para outras espécies de amebas que
metabolizam o carboidrato transformando-o em glicape € sua principal fonte de
energia, semelhante ao que ocorre éhistolytica. (JUNIOR & MACHADO, 1995).

A granulacdo adequada do amido facilita a fagoeitaeste sentido tem sido sugerido
que, para o melhor desenvolvimento do parasitajspensao de amido de arroz na
concentracdo entre 0,05 e 0,50mL/ 8mL da fasedé&g(solucdo de Locke’s) seja mais
eficiente do que o amido em pdé (GANNON &LINKE, 199&m nosso estudo, as
culturas det. gingivalis foram suplementadas apés 48 horas de cultivo cems@ensao
de amido de arroz na concentracdo de 0,3 mg/ mladiédo de glicose a solucao de
Locke’s foi utilizada por KOFOID et al., (1929), gon em nosso trabalho optamos por
nao adicionar esse carboidrato visando a diminudggoroliferacdo bacteriana.

A utilizagéo de soro de animais como coelho, @gvabvinos e ovinos estimula
0 crescimento de amebas em cultivositro. No caso dé&. gingivalis o uso de soro de
coelho e de ovinos induziu aumento no niumero dasfias, porém uma diminui¢ao
abrupta apés o 6° repique da cultura (KOFOID ¢t@®9). Em nosso estudo, 0 uso de
gualquer tipo de soro nas culturas foi abolidos @mienas com a suspenséo de amido de
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arroz, como fonte adicional de nutriente, as ame&laseguiram se desenvolver de

maneira satisfatoria.

A temperatura de incubacdo das culturas é outtor fdeterminante na
multiplicacdo deE. gingivalis, e alguns autores demonstram que o cultivo desédo@am
deve ser realizado entre 33° e 37°C (GANNON & LINKEB90). Nossos isolados se
desenvolveram melhor na temperatura de 35°C, sestdoconsiderada Otima para as
nossas condi¢des, corroborando com os achados &N @t al., (1999; 2000) que

obtiveram sucesso entre 34,5° e 35°C.

Destacamos o pH do meio de cultura como fatordomehtal para o crescimento
e manutencéao das culturasHlegingivalis. Alguns relatos na literatura citam que o pH
ideal € entre 7 e 7,5 (CLAYTON JR & BALL, 1953). @ado, CHEN et al., (1999) ao
aumentar a quantidade de clara de ovo na emulsé&eeaocom o objetivo de obter um
pH mais basico e forca tampao mais forte, demamasirgue o parasito ndo cresce em
pH 5,8 e nem mesmo acima de 7,0 sendo o pH 6, D @ara o cultivo deE. gingivalis
(CHEN et al., 1999). O tamponamento do meio deucalBDM com tampdo HEPES
25mM constituiu uma estratégia simples e inéditai agilizada e possibilitou a
manutencdo do pH ideal do meio (6,7). Nossos dadosoboram com dados da
literatura (CHEN et al., 1999; 2000) evidenciande gm pH abaixo de 6,2 ha inibicao

do crescimento dE. gingivalis e aumento da proliferacao bacteriana.

A adaptacdo e multiplicacda vitro de E. gingivalis parece estar relacionada
com as caracteristicas intrinsecas do parasito efom a microbiota bacteriana
associada ao mesmo. O pico inicial de cresciment&.djingivalis ou periodo de
adaptacdo em meio de cultura, pode variar de aamaoo isolado ocorrendo apos 48
horas de cultivo nos experimentos de CLAYTON JR &LB, (1953) e com 96 horas,
seguido de diminui¢cdo abrupta apos 192 horas, ordigdes de CHEN et al. (1999).
Os isolados avaliados em nosso estudo apresenteapacidade de adaptacdo e
multiplicacéo variavel e isolado-dependente: oqukride adaptacdo oscilou entre 96 e
168 horas de cultivo e os parasitos foram visuddiganas culturas por um periodo
meédio de 6,50 dias 3,3 dias. O isolado U-C foi o que melhor se adagt@resceu no

meio BDM tamponado mantendo-se viavel por 77 diapresentando o pico maximo
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detectado (4%10° de trofozoitos / mL), enquanto os demais, U-E;0d-2 U-M,

apresentaram respectivamente x&@; 6,0x10" e 4,x10" trofozoitos/ mL.

A adaptacdo das amebas em cultura também foivearde acordo com o
isolado avaliado. A analise do comportamento biotbglos isolados aqui avaliados
permitiu agrupar os pares U-C/U-301 e o U-E/U-Magerdo com periodo de tempo
que foram visualizados em cultura, nimero de regsge quantidade de periodos
subpatentes. O primeiro par (U-C/U-301) se caracer por maiores periodos,
intensidade no numero de parasitos e curiosamegesentaram uma estreita
correlacdo genética localizando-se no mesmo grogertbgrama e também induzindo
eritema gengival em todos os ratos infectados parerentacdo animal. Contudo, os
isolados U-E/U-M também apresentaram analogia erdie e apresentaram
comportamento polar em relacdo aos anteriores camemor periodo nas variaveis
analisadas. Na andlise da caracterizagdo genétiEase localizou em um subgrupo que
esta intimamente relacionado com a patogenicidide, este que pode sugerir sua

limitada permanéncia e maior dificuldade de margéeim vitro.

A manutencao das culturas Begingivalis in vitro foi realizada por meio de
repiques sucessivos a cada 48 horas de acordoesmmendacdes citadas na literatura
(KOFOID et al.,1929GANNON & LINKE, 1990),removendo a fase liquida do meio.
Este procedimento fez com que diminuisse a qualtdidee bactérias favorecendo o
crescimento deE. gingivalis, dados estes corroborados com WANTLAND et al.,
(1963), GANNON & LINKE, (1989); e com CHEN et al(1999) onde estes
conseguiram manter sucessivamente esta apwh@eriodos continuos que variou entre

3 a 8 meses.

Diante dos resultados encontrados, assim como outt®s pesquisadores,
(CHEN et al.,1999), este estudo revelou que o mewntm deE. gingivalis € mais
evidenciado a partir do 4° dia de cultivo e quealpeente estas amebas se apresentam
em forma de fita, ou seja, forma alongada. Quangerce tal movimento de
pseudopoidia, consegue-se observar 0os vacuoloseantiwplasma, bactérias e até
mesmo particulas de amido fagocitadas. Tambémteerwado que a morfologia da

ameba se modifica a cada quatro dias, tornand@aehte polimorfica.
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De acordo com as sugestdes propostas por KOFGOdD, €1929) as condi¢oes
ideais de um meio de cultura para proporcionar winon desenvolvimento, adaptacao
e manutencao de. gingivalis deveriam preencher os seguintes requisitos: pcapa@r
o crescimento de amebas por mais de 48 horas spiques; eliminar espécies
bacterianas e de protozoarioki¢homonas tenax) prejudiciais ao seu crescimento e
meio de facil preparo e férmula simplificada. O eneie cultura BDM tamponado
idealizado neste trabalho, apesar de preencheragiandos requisitos acima propostos,
permitiu o crescimento d& tenax, o qual desenvolve mais facilmente que as amebas

competindo e causando a morteEdgingivalis.

O diagnostico dée. gingivalis realizado pelo exame direto a fresco deve ser
analisado com muita cautela e mesmo negativo, e@lewe considera-lo conclusive.
gingivalis pode estar presente em pequena quantidade, em@suglizada por meio da
microscopia optica. O exame direto a fresco tampéde apresentar resultado falso
negativo quando a amostra ultrapassar o periodiua® horas para seu processamento
a partir do momento da coleta. No entanto, podempsasitivar em cultura
(WANTLAND et al., 1963), dado este contraditorio eacontrado em nosso estudo,
onde nenhuma amostra negativa no exame a frescposigivou em cultura,

provavelmente pela analise criteriosa e pela e&peia do observador.

As técnicas moleculares apresentam uma maiorkskshesile para o diagnostico
de diferentes microrganismos incluin@o gingivalis, sobretudo quando comparadas
com o exame a fresco (YAMAMOTO et al., 1995; KIKUT& al., 1996). A PCR
especifica realizada com iniciadores (EGO-1 e EG@ir2cionados para a SSU-rRNA
de E.gingivalis mostrou-se eficiente no diagnostico das amosiagiyas no exame a
fresco e também naquelas que foram negativas noesadresco e positivou-se com o
uso dessa técnica, ou seja, em 19,8% (18/91) dast@®s. Uma pequena quantidade de
amostras, 11,0% (10/91), apresentou resultadosrdiestes com a PCR onde amostras
positivas ao exame a fresco, foram negativas didatenesma, fato que pode ter
ocorrido devido a presenca de inibidores, quanddadessiva de DNA, etc. Contudo,
além deE. gingivalis ser um parasito muito polimorfico pode ser confdodcom
outras estruturas celulares (KIKUTA et al., 1996)jno por exemplo macréfagos que
também realizam fagocitose, fato que pode ter iduam diagndéstico falso positivo

no exame a fresco por parte do observador (DAQ, t383).
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5.3.2 Comportamento em modelos experintars

Poucos estudos tém sido realizados no sentiderdar reproduzir a infecgao
experimental deste parasito vivo, e as evidéncias demonstram qui. @ingivalis é
detectada com maior frequéncia em amostras de placi@riana do que no tecido
gengival(GOTTLIEB & MILLER, 1971).

Em toda literatura pesquisada encontramos ape&asdiatos associados com
experimentacéo animal (CHEN et al., 2000; LIU let 2001; AL- SAEED, 2003) e
nestes, 0s autores sugerem que ratos maalosus Wistar sdo o modelo adequado
para estudos ao nivel de cavidade bucal e demonsfug a imunossupressao destes
pode acelerar o processo patologico das les6eseDesdoE. gingivalis foi inoculada
no tecido gengival de ratos os quais previamentrfcsubmetidos a um processo de
imunossupressao. Como sinal direto que comprowasfieacia desta imunossupressao,
estes animais apresentaram-se com os pélos awspuificuldade em se alimentar e
perda de massa corporal (CHEN et al., 2000; Llal.eR001).

As amostras foram processadas antes de seremladaswem animais, sendo
filtradas, centrifugadas e introduzidas na gengioa mesmos. Também foi inoculada
cultura de bactérias associadas ao mesmo isolagemas solucéo fisiolégica como
controle negativo (CHEN et al., 2000; LIU et aD02; AL- SAEED , 2003). No grupo
dos animais inoculados com solucao fisiolégica plmese um leve edema somente no
2° dia e nos outros nada aconteceu (LIU et al.1208pds o segundo dia, o tecido
gengival dos animais comecava a se apresentar e@elma com sangramento
abundante e hiperemiado. CHEN et al., (2000), antajueE. gingivalis causou lesdes
em 78,9% dos casos e que esta ameba, juntamentbamiérias foram responsaveis
por 93,3% dos abscessos formados nestes anindaisndo a formacéo de abscessos
com superficie bem maior nos animais inoculados a&nygingivalis (41,4mm) do que
aqueles formados por bactérias (9,26mm). Histodogante, os tecidos demonstraram
pontos necroticos e presenca de células inflanaatétanto no grupo dé. gingivalis
quanto no grupo de bactérias. No grupo controle foidevidenciado qualquer alteracéo
histopatoldgica (LIU et al., 2001).

Em geral as lesbes do tipo abscessos foram evédisc cinco dias apos o
indculo deE. gingivalis cultivadas durante 72 horas, sendo observado Idada dos

animais em torno de sete dias a qual também fammai grupo de animais inoculados
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com E. gingivalis (AL- SAEED , 2003). No grupo controle com solug#&iologica
estéril ndo houve a formacédo de abscessos, partale® concluiram ser mesnio
gingivalis a causadora das lesdes.

Geralmente as bactérias Gram negativas sdo coasadeagentes patogénicos
da doenca periodontal. No experimento de LIU e{2001), foi utilizado um baixo teor
de oxigénio para cultiveE. gingivalis o que pbde levar a morte de algumas bactérias e
estas no entanto ndo participaram do processostidgdo da doenca, ndo interferindo
na patogénese de gingivalis no tecido gengival dos animais. Apds o0 aparecimdato
leséo, realizavam-se esfregagos, esse materiekanasinado e 0s animais eutanasiados.

Em nosso estudo a analise macroscopica para rasatiapacidade infectante e
patogénica de cinco isolados obtidos de culturaEdegingivalis em ratos, néo
evidenciou a formacdo de abscessos sendo obseejagltas eritema em alguns
animais, possivelmente, decorrente da introducaagdi¢ha na bolsa periodontal. Nao
foi possivel amplificar o DNA d&. gingivalis no tecido gengival pela PCR especifica
com os iniciadores EGO-1 e EGO-2, o que sugerdestruicdo do parasito pelo
hospedeiro e/ou a degradacdo do seu DNA no tegi@malise microscopica do tecido
gengival ndo revelou nenhuma alteragdo ao nivelinlamacdo e também né&o
evidenciou a presenca do parasito.

Ao contrario de outros estudos (CHEN et al., 200j et al., 2001; AL-
SAEED , 2003), ndo observamos 06bito durante azagglp do experimento, porém dois
animais foram eutanasiados por se encontrarem eoegso de septcemia, detectada
pela puncao aspirativa cardiaca no exame a fresemecultura.

Tendo como exemplo 0 que ocorre cork.distolytica, € provavel que &.
gingivalis mantida em cultura sofra mudancas em seus perfisnaticos e na sua
viruléncia comprometendo a sua patogenicidade, BUNRAN et al., 1986; 1990;
ANDREWS et al., 1990; VARGAS & OROZCO, 1993). Esklo pode explicar em
parte 0s nossos resultados negativos uma vez quedasos foram realizados com
trofozoitos obtidos de cultura. Contudo, os dadas literatura nos quais foi
demonstrada a patogenicidade experimental Edagingivalis os animais foram
inoculados com amostras de cultura (CHEN et a0020IU et al., 2001; AL- SAEED ,
2003).

Um fato que pode ter favorecido os estudos citawoditeratura pode ser a

microbiota bacteriana associada com os isoladds. dgengivalis testados. A presenca
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de espécies bacterianas reflete diretamente nai¢éongeriodontal e favorece a
instalacdo e progressdo da doenca (ETO et al.,)20@3ortanto, destacamos a
necessidade de estudos mais especificos avaliaedaniemos de lesédo e destruicao
celular de diferentes popula¢gdesHElagingivalis os quais poderiam explicar melhor os

dados aqui apresentados.

5.4 Caracterizacdo genética das popula¢cdes Hegingivalis

O unico relato na literatura referente a variaigdi@-especifica das populacdes
de E. gingivalis € o de CLARK & DIAMOND, (1997). Neste estudo faatizada a
analise do polimorfismo dos genes da SSU-rRNA dps< de referéncia HU-304:NIH;
HU-305:NHI (ambas da cavidade bucal) e HS-0880:N#tkero) por meio de 12
enzimas de restricdo que agruparam as amostratadatiem dois ribodemas, ou seja,
populacdes das amebas que compartilharam o mestdnaopde bandas gerados por
uma determinada enzima de restricdo. Estes autarabém observaram qui.
gingivalis foi agrupada conentamoeba barreti que € uma espécie parasita de tartaruga,
na qual ndo tem sido observada a formacao de ($WISIAFERRO & HOLMES,
1924).

Estudos prévios envolvendo algumas espécigsntiemoeba (SILBERMAN et
al., 1999) sugerem que as caracteristicas morfégiefletidas na relacéo filogenética
entre organismos que produzem cistos com diferamieseros de nucleos, formam
clades diferentes. Para CLARK et al., (20@8)tamoeba suis espécie a qual apresenta
cistos uninucleados esta notavelmente relacionaseEc gingivalis, espécie conhecida
como nao formadora de cistos. A este fato, retasiese duas implicacdes: a primeira
seria queE. gingivalis foi evolucionariamente perdendo a capacidade heaiocistos e
gue seja provavelmente derivada de uma espécieaeata. A segunda possibilidade
seria que as espécies que produzem cistos tetealos! seriam descendentes de um
ancestral uninucleado.

A técnica de LSSP-PCR tem sido utilizada paradestude variabilidade
genética de diferentes protozoarios tais cdmganosoma cruzi (VAGO et al., 1996;
VAGO et al., 2000);Trypanosoma rangeli (VALLEJO, 1994)e E.histolytica (GOMES
et al., 1997). Neste ultimo, as cepas Eehistolytica foram separadas em dois

zimodemas, um deles considerado patogénico queseaytodl padrbes de bandas
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idénticos e 0 outro ndo patogénico os quais sssisauras génicas foram diferentes
quando comparadas com o primeiro grupo (GOMES .etl8D7). Contudo, este € o
primeiro relato do emprego desta técnica para avalivariacdo intra-especifica das
populacdes deée. gingivalis. A analise da SSU-rRNA pela LSSP-PCR demonstrou
variabilidade genética entre as populacde&.dgingivalis, as quais foram distribuidas
em dois grandes grupos, corroborando com o Uniclo dia literatura (CLARK &
DIAMOND, 1997). Consideramos esse dado bastameesentativo uma vez que a
analise foi realizada com 25 isolados HElegingivalis provenientes de duas regides
geograficas distintas e correspondentes as amatitnasas, nao clinicas e de pacientes
HIV/SIDA, enquanto o da literatura correspondemdliae de apenas trés amostras.

Uma possivel associacdo entre patogenicidade perfis genéticos de LSSP-
PCR daE. gingivalis foi sugerida pela associacdo da maioria das aasoslinicas de
pacientes com periodontite /gengivite e as de ptseHIV/SIDA com condicdo de
higiene bucal ruim em um mesmo grupo. Outro dade rpforca essa possivel
associacao foi o fato de que o paciente U-E ajgksao momento da coleta apresentar
boa condicdo de higiene bucal, relatou ter sidanstiidlo a varios procedimentos
periondontais conservadores (RAR), apresentanddrgsiae recidivas da doenca.

YAMAMOTO et al.,1995 sequenciaram e compararamegao do gene da
SSU-rRNA daE. gingivalis com nove outras espécies de protozoarios incluimieba
de vida livre eE. histolytica. Verificaram queE. gingivalis foi fortemente relacionada
com E. histolytica apresentando apenas 0,079% de dissimilaridade astsequéncias
analisadas. Desse modo, destacamos a necessidadstudids mais especificos
avaliando mecanismos de lesdo e destruicdo celeladiferentes populacdes &a
gingivalis os quais poderiam explicar os dados aqui apretesta

Outro comportamento interessante foi a correlagéoética detectada entre
66,7% (6/9) das amostras de pacientes HIV/SIDA waaisgse localizaram em um
mesmo braco. Considerando que a analise da vatad®l genética pela LSSP-PCR foi
realizada diretamente nas amostras de raspadoa mgi@dio supra gengival, podemos
sugerir que esse dado esteja relacionado com ast@dsticas do parasito ou com a
existéncia de uma possivel microbiota periodontapitica nesses individuos a qual
facilitaria a instalacdo da doenca periodontal (EEf@l., 2003).

Outro fato importantissimo foi associado com aomaimilaridade de perfis

genéticos entre populacfes obtidas de um mesmdisital em diferentes pacientes do
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que entre as amostras de um mesmo paciente condetiEitado entre as amostras
subgengivais e supragengivais dos pacientes T2124 HRpesar da pequena

amostragem, as amostras subgengivais T14, T21 €6023P6) e as supragengivais T21
e T24 (75,7%) e T11l e T14 (64,7%) foram geneticdenenrrelacionadas e ficaram

agrupadas no fenograma. Esse dado sugere a aésodmgopulacdes especificas do
parasito por sitios distintos na cavidade bucakspelmente relacionadas com a
microbiota local ou mesmo com condi¢des ambiem@aso a anaerobiose, assim como
ocorre no intestino humano ambiente este considguampicio para o crescimento de
E. histolytica (LEIPPE, M; 1997).



8.Conclusoes




111

X O meio BDM tamponado com HEPES, adi¢do de antdmétapds 48 horas de
cultivo e uso do amido de arroz em solucéo forardificacdes eficientes e permitiram
cultivo dos isolados dg. gingivalis.

X A manutencdo das culturas &e gingivalis foi realizada em temperatura de
incubacédo a 35°C, leitura a cada 48 horas e repigptee 24 e 192 horas, realizados de
acordo com a necessidade individual de cada isplado seja, dependente do

crescimento bacteriano, quantidade de amido digpbeipresenca de trofozoitos.

X O comportamento biologidm vitro deE. gingivalis foi isolado-dependente e de

acordo com suas semelhancas foram divididos engdgs U-C/U-301 e U-E/U-M.

X O isolado U-C apresentou a melhor adaptacao em Bilid tamponado e com
a maior quantidade de trofozoitos/ mL. O isoladdVMUpor sua vez, apresentou
comportamento inverso, sendo este 0 que se maptev@enor periodo de tempo em

cultura.

<> E. gingivalis foi mais freqiente no grupo de pacientes HIV/SI[¥8,9%),
seguido pelo grupo clinico (35,5%) e grupo naoiab (19,0%).

<> A frequéncia dée. gingivalis apresentou associacao significativa de acordo com
0 aumento da idade, condicao bucal ruim, preseageedodontite e tabagismo.

X O género dos individuos avaliados e o pH saliéw teve relacdo com a

frequéncia do parasito.

X Nos pacientes HIV/SIDA os niveis de linfocitos TCD& carga viral ndo
influenciaram na frequéncia do parasito nem evideam carater oportunista do
parasito.

X O método de coleta pelo raspado ou supra gengivstrau-se ser mais eficiente

que o lavado bucal e que a coleta subgengival.
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X A deteccado da positividade do parasito pelo méttmtavado bucal apenas no
grupo HIV/SIDA demonstrou uma maior multiplicacdo plarasito na cavidade bucal

deste grupo.

X A técnica da PCR foi mais sensivel na detecca®. dengivalis do que o exame

direto a fresco.

X A infeccdo experimental realizada com trofozoit@s alltura em ratos nao
induziu nenhuma alteracdo macro e/ou microscomcacteristica e ndo foi possivel a
deteccdo do parasito pelo exame a fresco e PCRifispenos tecidos gengivais

avaliados.

X A andlise da SSU rRNA do gene 18S pela LSSP-PGRadiente em raspados
bucais mostrou variabilidade intra-especifica daspufacbes daE. gingivalis
evidenciando dois grandes grupos e demonstrandgopieheira vez na literatura perfis
genéticos associados com patogenicidade em ama$trasdividuos HIV/SIDA e

portadores de doenca periodontal.

X A andlise comparativa das popula¢bes do parabtidas nas regides supra e
subgengivais de um mesmo paciente mostrou maidlasitade em relacdo ao mesmo
sitio bucal em diferentes pacientes do que entrenasstras de um mesmo paciente
sugerindo a presenca de populacdes especificagrdsitp a micrdnabitat distintos da

cavidade bucal.



9.Perspectivas
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<> A elevada frequéncia dE. gingivalis nos diferentes grupos de individuos
avaliados e a possivel existéncia de populacdesciadas com patogenicidade

demonstram a necessidade de novas investigacoels@mio este parasito.

X A falta de conhecimento por parte dos cirurgidaettidi®s quanto a existéncia e
importancia dos protozoarios bucais e sua posasggciacdo com a doenca periodontal
criam a necessidade de maior divulgacdo e alerta pacontrole da mesma,

especialmente nos casos resistentes ao tratamenmidgntal convencional.
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APENDICE A

8.1 Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Sibeli Bonafé Santos Cembranelli, cirurgia-ttat portadora do CPF 287 349
228-78, RG 30 7080598-3, CRO-SP: 83 711, CRO-MGt84@stabelecida na Avenida
Santos Dumont,1789 apartamento 703, Cep 38050~é0€idade de Uberaba-MG, cujo
telefone de contato: (34) 3314 9812, sob a orid@atala Prof. Dra. Eliane Lages-Silva,
irei desenvolver uma pesquisa, cujo titulo é “Cardzacao genética e experimental do

potencial patogénico dantamoeba gingivalis na doenca periodontal humana”.

Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta convidado (a) a participar do estudo&@arizacdo genética e experimental
do potencial patogénico dentamoeba gingivalis na doenca periodontal humana”. O
objetivo deste estudo sera avaliar a frequénci&mamoeba gingivalis na doenca
periodontal, caracterizando os perfis genéticospidgmilacdes isoladas em diferentes
meios de cultivos, e determinar seu potencial @aticg em estudos experimentais

ViVO.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquern etapestudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais duvidas e sobre o amdardo trabalho. Se tiver alguma
consideracdo ou davida sobre a ética da pesquis@ em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federalr@mgulo Mineiro - UFTM,
situado na Avenida Frei Paulino, n® 30, Bairro Aba€EP 38025-180 em Uberaba /
MG, telefone: 3318-5854. Informo que sera garantiddiberdade de retirada do
consentimento a qualquer momento e assim deixpadieipar do estudo. Também nédo
havera custo nem pagamento pela colaboracao.
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Termo de consentimentolése esclarecido

Acredito ter sido esclarecido (a) a respeito dé&srmmacoes que li ou que foram lidas
para mim descrevendo o estudo “Caracterizacao iganeétexperimental do potencial
patogénico dd&ntamoeba gingivalis na doenca periodontal humana”, e concordo em
participar sabendo quais os propésitos do estuglpracedimentos a serem realizados,
as garantias de confidencialidade e de esclaretasiggermanentes, e que a minha
participagdo n&o implicara em nenhuma despesa. otdmc em participar
voluntariamente deste estudo e com a publicacénimaddos dados gerados por ele.
Poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer mtonantes ou durante o mesmo,

sem penalidade, prejuizo ou perda de qualquer foemgfie eu possa ter adquirido.

Data : [/

Nome do paciente :

RG:

Endereco completo :

s#natura do paciente
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9.1 ANEXO A

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Univédsde Federal do

Triangulo Mineiro: envolvendo animais - protocolosn® 74
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9.2 ANEXO B

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Univédsde Federal do

Tridangulo Mineiro: envolvendo seres humanos - protoolos n° 1377



9.3 ANEXO C

133

Prontuario elaborado para o estudo

PRONTUARIO N°

PACIENTE HIV/SIDA () —---mmmmmmmmmeemev () Ambulatério
PACIENTE CLINICO () -----mmmmmmmmmmmmmn () Uberaba/MG
PACIENTE NAO CLINICO () ==-mmmmmmmmm- ( Aluno UFTM

1. Dados do Paciente

() Leito
() Taubaté/ SP

() Funcionario UFTM

Nome:

Nascimento:_ / /  Idade: Género:

Cor: Nacionalidade:

Endereco: CEP:

Telefone: () Cidade:

Estado civil: Profisséo:

Data Coleta: /[

Espécimes:

() lavado bucal: bochecho () Positivo Negativo

() raspado bucal () Positivo () Negativo

() amostras clinicas: () Supragengival —) Positivo () Negativo
()Subgendiva------- () Positivo () Negativo

Ph da saliva:

Nivel de Células T CD4 + :

Carga viral:

2. Anamnese

No momento esta fazendo uso de algum medicam&td? ) NAO ( )



- Nome: Dosagem: Tempo Uso:

- Nome: Dosagem: Tempo Uso:

Fuma? SIM () NAO ()
Esta gravida? Quantos meses? Toiw@naepcional?

Sua gengiva sangra com facilidade?
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Quando ocorre esse sangramento com maior freq?&ncia

Seus dentes estdo com mobilidade?

Usa fio dental? SIM () NAO ()
Quantas vezes escova 0s dentes por dia? ci@omed dental utiliza?
Condicdo saude bucal: boa ( ) ruim ()

Diagnostico de doenca periodontal (pacientes dg)ic

Voceé ja passou por algum tratamento periodontdl®? (S) NAO ( )

Ha quanto tempo?

Voceé usa colutérios bucais SIM ()  NAO ( )

Qual marca

Quantas vezes ao dia

= Qutras doencas infecto-contagiosas? Sim ( )Nao ()

= Diabetes? Sim () Nao ()
» Depressao? Sim () Néo ()
= Cancer? Sim () Nao ()
= Qutras doencgas? im Y ) Nao ()

Ha quanto tempo foi diagnosticado a SIDA?




135

9.4 ANEXO D

Formula do meio BDM (Boeck & Drbohlav modificado) amponado

Este meio é baseado em uma base sélida de ovoaecapa superficial de
solucdo delockel] s (BOECK & DRBOHLAV, 1925; REARDON & REES, 1939).
Permite o desenvolvimento de quase todos protamodaritestinais, mantendo-os
adequadamente. Como ndo necessita de soro fres@&,cemposto apenas por
substancias de facil acesso e baratas, é reconenmda maioria dos laboratorios
(MELVIN & BROOKE, 1969).

1. Solucdo de Locke’ s modificada (fase liquida)
(CLARK & DIAMOND, 2002)

. Cloreto de SO0 ........uuvveiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 8,09

. Cloreto de célcio (Ca@l2H,0) ......cevvvvvvveeeennn. 0,29
. Cloreto de potassio ..........cccceevevvvvvcmmmmmmeeennnnns. 0,20

. Cloreto de magnésio (MgLI6HO) ................. 0,01g
. Fosfato de sédio dibasiCo ..........ccccceemeeeennn. 2,09

. Bicabornato de sOdio .............oooeiiiceeeeemeee 0,49

. Fosfato de potassio monobasico ................... 0,69

. Agua destilada .........c.ccceevveveeeeiieeeenn 1.000mL
Preparo:

Acrescentar em 1.000mL de agua destilada, impvetarente na mesma ordem
todas as substancias acima citadas em agitadorétimmnColocar para ferver durante
10 minutos e filtrar em papel de filtro para eliagdo de residuos.

Apos seu resfriamento, autoclavar a 121°C durEhtainutos.
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2. Base solida de ovo modificada
(MELVIN & BROOKE, 1969)

1- Lavar quatro ovos frescos;
2- Flamba-los depois de imersdo em alcool 70%;
3- Quebra-los em um Erlenmeyer de 500 mL contendonagupérolas de vidro

esterilizadas;

4- Agitar manualmente;

5- Acrescentar 50 mL de Solucéo Heckel] s modificadaagitando até formar

uma emulséo;

6- Filtrar essa emulséo duas vezes em gaze esteailizad

7- Pipetar em tubos de ensaio de vidro, com tampast&itamanho 1,6 x 160 mm
mantendo-os inclinados, formando um bizel com agfd de 45° e com
aproximadamente 4,5cm;

8- Colocar as tampas nao totalmente rosqueadas efisélld em autoclave da

seguinte maneira:

a. Colocar os tubos inclinados;

b Liga-la e fechar a valvula até pegar pressao;

C Abrir a valvula e esperar chegar em 15 libras éss#o;

d. Aguardar 4 minutos;

e Fechar novamente a valvula, desligar a autoclaguardar a despressurizagao.

Apos a base solidificada, acrescentar 8 mL dec8oluleLockel ! s modificada

sobre a mesma e autoclava-la a 121° durante 1'#eBin



137

3. Solucéo de Locke’ s tamponada com HEPES

. Cloreto de SOIO ........uvvveiiiiiiiieeeeeeeeeeeee, 8,09

. Cloreto de célcio (Ca@l2H0) .......evvvvvvenennn. 0,29
. Cloreto de potassio ...........ccceevevvvvvcmmmmmmeeennnnns. 0,20
. Cloreto de magnésio (Mg&I6H0) .................. 2,09
. Fosfato de sédio (NBIPOy) ..ooovvveeeeeieiiiiiiiis 0,019
. Bicabornato de sOdio .............cooeeiiiceeeeeneeee 0,49
. Fosfato de potassio (KHPQ)) ...ccccoevvvvieeeeeennnn. 0,39
. Tampao HEPES 25mM .......cccoooiiiiiiii e s 5,949

. Agua destilada .........c.ccceeveiieieerieee e 1.000mL
Preparo:

Acrescentar em 1.000mL de agua destilada, impveterente na mesma ordem
todas as substancias acima citadas em agitadorét@gncom excecado do tampao
HEPES. Colocar para ferver durante 10 minutos teafilem papel de filtro para
eliminag&o de residuos.

Apoés esfriar, misturar o tampdo HEPES e filtrar &lmo a vacuo com
membrana 60S. Armazenar a 4°C por até seis meses.

Depois do meio BDM (fase liquida e sélida) auteatio, o mesmo deve ser
mantido sob refrigeragcéo a 4°C. No momento do asmlugcdo de Locke’s modificada
deve ser substituida pela solucédo de Locke’s taag@oom HEPES e, acrescentado a

solucéo de amido de arroz apenas no momento do uso.
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