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RESUMO  
 
 O objetivo deste estudo transversal foi avaliar a composição da 
microbiota subgengival de indivíduos com periodontite crônica e indivíduos 
periodontalmente saudáveis e investigar a possível associação entre doença 
periodontal e o polimorfismo no gene do receptor da Vitamina D (VDR). Foram 
selecionados 60 indivíduos, sendo 30 periodontalmente saudáveis e 30 com 
periodontite crônica. Os parâmetros clínicos de profundidade à sondagem (PS - 
mm), nível clínico de inserção (NCI - mm), presença ou ausência de 
sangramento à sondagem (0,1), placa supragengival visível (0,1) e supuração 
(0,1) foram mensurados em 6 sítios por dente. Amostras de placa subgengival 
foram coletadas de 6 sítios mésio-vestibulares no grupo Saudável, e 6 sítios 
interproximais não-contíguos com PS e NCI > 5 mm no grupo Periodontite, e 
avaliadas por meio do teste Checkerboard DNA-DNA Hybridization para a 
presença de 38 espécies bacterianas. Para a avaliação do polimorfismo no 
gene do VDR amostras de células epiteliais foram obtidas da mucosa jugal de 
cada indivíduo por meio de bochecho com solução de glicose a 3 %, o DNA foi 
extraído, amplificado utilizando a reação em cadeia da polimerase (PCR), 
seguido da digestão com enzima de restrição Taql (técnica de Restriction 
Fragment Lenght Polymorphism-RFLP). Os produtos foram analisados em gel 
de poliacrilamida a 10% e corados por prata. Diferenças microbiológicas entre 
os dois grupos foram avaliadas por meio do Teste U de Mann-Whitney. O grupo 
de indivíduos periodontalmente saudáveis apresentou níveis médios totais de 
microrganismos significativamente menores (0,3 x 107+ 0,7 x 107) do que os 
indivíduos com periodontite crônica (4,5 x 107 + 2,9 x 107). O complexo 
vermelho somou 30,2% das espécies avaliadas nos indivíduos com periodontite 
crônica, e 4,8% nos saudáveis (p<0,05). Nos indivíduos com periodontite os 
patógenos somaram 64,2% e as espécies benéficas 25,7% da microbiota 
avaliada, enquanto que nos indivíduos saudáveis essas proporções foram de 
27,1% e 70,2%, respectivamente. Em relação à ocorrência de polimorfismo no 
gene do VDR, observou-se que o genótipo “Tt” foi mais prevalente no grupo 
Periodontite (60%) do que no grupo Saudável (30%), enquanto que as 
prevalências do genótipo “TT” foram 23,3% e 53,3%, respectivamente (Teste 
Qui-quadrado, p<0,05). Não foi encontrada diferença estatística significativa 
entre a freqüência dos alelos “T” e “t” nos dois grupos. Não houve diferença na 
composição da microbiota subgengival entre os genótipos do VDR avaliados, 
tanto no grupo Saudável quanto no grupo Periodontite. Em conclusão, os perfis 
de colonização microbiana de indivíduos brasileiros periodontalmente saudáveis 
ou com periodontite crônica são distintos. Além disso, o genótipo “Tt” foi 
associado à doença periodontal. 
 
Palavras-chave: microbiota subgengival, genética, polimorfismo, biologia 

molecular, vitamina D, receptor. 
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ABSTRACT  
 
 The aim of this cross-sectional study was to evaluate the composition of 
the subgingival microbiota of subjects with chronic periodontitis and 
periodontally healthy subjects, and to investigate the association between 
periodontal disease and the polymorphism of the vitamin D receptor gene (VDR) 
in both groups. Sixty subjects were selected, 30 with periodontal health and 30 
with chronic periodontitis. The clinical parameters of probing depth (PD,mm), 
clinical attachment level (CAL,mm), bleeding on probing (0,1), plaque 
accumulation (0,1) and suppuration (0,1) were measured at 6 sites per tooth. 
Subgingival plaque samples were collected from 6 mesio-buccal sites in the 
Healthy group and 6 non-contiguous interproximal sites with PD and CAL 
(>5mm) in the Periodontitis group and analyzed for the content of 38 bacterial 
species using the Checkerboard DNA-DNA Hybridization technique. For the 
evaluation of the VDR gene polymorphism, samples of epithelial cells were 
obtained from the buccal mucosa using a   mouthwash containing 3% of 
glucose. Subsequently, the DNA was extracted, amplified using the polymerase 
chain reaction technique (PCR), followed by its digestion with the Taql restriction 
enzyme (Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP). The products were 
analyzed in 10% polyacrylamide gel electrophoresis and stained by rapid silver 
staining method. The microbiological differences between the two groups were 
evaluated using the Mann-Whitney U Test. The healthy subjects presented 
significantly lower levels (0,3 x 107+ 0,7 x 107) of total microbial counts in 
comparison with subjects with chronic periodontitis (4,5 x 107 + 2,9 x 107). The 
red complex represented 30,2% of the species evaluated in the chronic 
periodontitis subjects and 4,8% in the healthy subjects (p<0,05). In subjects with 
chronic periodontitis the periodontal pathogens summed 64,2% and the 
beneficial species 25,7%. Conversely, in the healthy subjects, these proportions 
were 27,1% and 70,2%, respectively.  Regarding the  occurrence of the VDR 
polymorphism it was observed that the “Tt” genotype was more prevalent in the 
Periodontitis group (60%) than in the Healthy group (30%), while the prevalence 
of the “TT” genotype were 23,3% and 53,3%, respectively (Chi-square test, 
p<0,05). It was not found significant statistical difference between the 
frequencies of the alleles “T” and “t” in the two groups. No difference was found 
in the composition of the subgingival microbiota among the VDR genotypes 
evaluated for the Healthy and Periodontitis groups. In conclusion, Brazilian 
subjects with chronic periodontitis and periodontally healthy have different 
profiles of microbial colonization. In addition, the “Tt” genotype was associated 
with periodontal disease.  
 
Key-words: subgingival microbiota, genetics, polymorphisms, molecular 
biology, vitamin D, receptor. 
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 1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 
 

A doença periodontal é uma infecção causada por bactérias presentes no 

biofilme oral (Löe et al., 1965, Page, 1986; MacFarlane et al., 1988; Socransky & 

Haffajee, 1994; Haffajee & Socransky, 1994, Haffajee & Socransky, 2005; Zambon, 

1996; Kornman et al., 1997; Moore, 1997; Socransky & Haffajee, 2005; Sakamoto et 

al., 2005). Os diferentes graus de destruição tecidual associados à periodontite são 

derivados de uma complexa interação entre a natureza da microbiota presente e a 

resposta do hospedeiro, incluindo fatores genéticos, e ainda fatores ambientais 

(Socransky & Haffajee, 1994; Haffajee & Socransky, 2001; Schenkein, 2002; Nares, 

2003).  

A identificação de grupos populacionais com maior suscetibilidade à 

doença periodontal tem exigido informações adicionais a respeito dos 

microrganismos periodontopatogênicos, assim como dos mecanismos envolvidos na 

patogênese desta infecção (Barnett et al., 1986). Löe et al. (1986) realizaram um 

clássico estudo longitudinal sobre a história natural da doença periodontal em 

plantadores de chá do Sri Lanka que não possuíam acesso a tratamento dentário. 

Cento e sessenta e um indivíduos com idade variando entre 14 e 31 anos no exame 

inicial, realizado em 1970, foram avaliados 5 vezes em um período de 15 anos. Os 

autores observaram que apenas 8% da população estudada apresentaram 

progressão rápida de periodontite, 81% progressão moderada e 11% não 

apresentaram progressão de doença, somente gengivite. 

A percepção de que os indivíduos apresentam variados riscos em 

desenvolver doença periodontal, e o fato da presença de bactérias específicas ser 

condição primordial para a instalação da doença sugerem que a realização de 

estudos que avaliem fatores genéticos e sua correlação com a microbiota 

subgengival são de grande valia para o melhor entendimento destas infecções.  

   

1.1. Microbiologia da doença periodontal 
 

A infecção periodontal é iniciada e perpetuada por um pequeno grupo de 

bactérias predominantemente gram-negativas anaeróbias que colonizam a região 

subgengival (Page, 1986; MacFarlane et al., 1988; Socransky et al., 1991; Socransky 

& Haffajee, 1994; Moore & Moore, 1994; Haffajee & Socransky, 1994; Zambon, 
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1996; Kornman et al., 1997; Nishihara & Koseki, 2004; Socransky & Haffajee, 2005; 

Sakamoto et al., 2005). O estudo clássico de Löe et al. (1965) demonstrou que o 

acúmulo de placa bacteriana na ausência de métodos de higiene bucal, em 

indivíduos saudáveis, por um período de 21 dias, levava à instalação de um 

processo inflamatório gengival e que a posterior reinstituição deste hábito era capaz 

de reverter o processo inflamatório. Este estudo determinou o caráter infeccioso da 

doença periodontal e estabeleceu o conceito que mais tarde foi denominado por 

Loesche (1976), como “Hipótese da placa não-específica”.  Acreditava-se que 

qualquer microrganismo presente no ambiente subgengival poderia contribuir para a 

destruição tecidual. 

Estudos epidemiológicos conduzidos na década de 70 e 80 sugeriram que 

o desenvolvimento de doença periodontal não estava necessariamente relacionado 

à quantidade de placa presente. Estas pesquisas indicaram que apenas certos 

indivíduos ou sítios exibiam perda de inserção e que populações do Sri Lanka (Löe 

et al., 1986); África do Sul (Reddy et al., 1986) e Quênia (Baelum et al., 1988) 

possuíam grandes quantidades de cálculo e placa e pouca ou nenhuma perda de 

inserção periodontal. 

A partir daí, diversos estudos microbiológicos foram conduzidos na 

tentativa de determinar as espécies ou grupos de espécies associados com cada 

uma das manifestações clínicas das infecções periodontais (Tanner et al., 1979; 

Haffajee & Socransky, 1994; Socransky et al., 1998). Retomou-se então o conceito 

da especificidade microbiana da doença periodontal, que foi então denominado de 

“Hipótese da Placa Específica” (Loesche, 1976). 

Vários foram os métodos utilizados para a identificação dos 

microrganismos bucais. Microscopias de contraste de fase e de campo escuro 

apresentavam limitações como a não diferenciação das espécies bacterianas 

(Loesche et al., 1985). O método de cultura por sua vez, avalia um número limitado 

de amostras e espécies bacterianas devido ao fato de ser extremamente custoso e 

trabalhoso. Com isso, foram desenvolvidas técnicas imunológicas e de biologia 

molecular para o diagnóstico microbiológico. Dentre essas técnicas, não-

dependentes da viabilidade do microrganismo para sua detecção, destacam-se: 

anticorpos monoclonais (Kamyia et al., 1994), oligonucleotídeos sintéticos, como os 

utilizados na “Reação em Cadeia da Polimerase” – PCR (Okada et al., 2001) e 

sondas de DNA (Socransky et al., 1994). Esses métodos solucionaram grande parte 
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dos problemas relacionados ao cultivo dos microrganismos, principalmente aqueles 

com maiores exigências nutricionais. 

O método Checkerboard DNA-DNA hybridization foi desenvolvido por 

Socransky et al. (1994) e utiliza sondas de DNA para a identificação de até 40 

espécies bacterianas em 28 amostras de biofilme por teste, viabilizando estudos de 

grande porte em periodontia. Este método tem utilizado com sucesso para a 

avaliação da complexa microbiota da periodontite crônica, presente nos biofilmes 

subgengival e supragengival (Haffajee et al., 1998; Socransky et al., 1998; Ximenez-

Fyvie et al., 2000 (a), (b); Feres et al., 2004; Haffajee et al., 2004; Haffajee & 

Socransky, 2005) e para a avaliação dos efeitos de diversas terapias periodontais 

(Feres et al., 1999a e b;  Ximenez-Fyvie et al., 2000 (c); Feres et al., 2001; Levy et 

al., 2002; Carvalho et al., 2005; Colombo et al., 2005). 

Socransky et al. (1998), estudando a microbiologia da doença periodontal, 

descreveram a presença de 5 complexos microbianos em 13.261 amostras de placa 

subgengival de 185 indivíduos adultos, 20 indivíduos periodontalmente saudáveis e 

160 com periodontite crônica. Posteriormente foi descrito mais um complexo 

microbiano, o complexo azul (Socransky & Haffajee, 2002). Quatro desses 

complexos (verde, amarelo, roxo e azul) abrigam diversas espécies consideradas 

benéficas ou compatíveis com o hospedeiro. O chamado complexo verde é formado 

por 3 espécies de Capnocytophaga (Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga 

ochracea e Capnocytophaga sputigena), Eikenella corrodens e Actinobacillus 

actinomycetencomitans sorotipo a. O complexo amarelo é formado por um grupo de 

estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, 

Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius; e o complexo azul por espécies 

de Actinomyces: Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelli, Actinomyces 

naeslundii genoespécie 1 e Actinomyces naeslundii genoespécie 2. O complexo roxo 

é composto por Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. Os grupos 

bacterianos que abrigam a maior parte dos patógenos periodontais são o laranja, e 

principalmente o vermelho. O complexo vermelho é composto pelas espécies 

Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola e o complexo 

laranja é composto de subespécies de Fusobacterium nucleatum, Prevotela 

intermedia, Prevotela nigrescens, Micromonas micros, Campylobacter showae, 

Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum e Streptococcus constellatus. Este 

estudo demonstrou a existência de relações entre os complexos, aonde os grupos 
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amarelo, verde, roxo e azul seriam colonizadores primários, em seguida haveria a 

colonização do complexo laranja e por último o complexo vermelho. O aumento da 

profundidade à sondagem e sangramento à sondagem foi fortemente associado com 

a presença das espécies do complexo vermelho e, em certa extensão, do complexo 

laranja, sugerindo que estas espécies bacterianas têm um importante papel na 

patogênese da infecção periodontal.  

Existe uma forte evidência na literatura do papel do complexo vermelho e 

de algumas espécies do complexo laranja na etiologia e progressão das doenças 

periodontais. Esses microorganismos são encontrados com maior frequência e em 

níveis mais elevados em doença do que em saúde periodontal. Esses dados estão 

bem fundamentados na literatura por estudos que utilizaram PCR (Ashimoto et al., 

1996; Choi et al., 2000; Griffen et al., 1998; Klein & Gonçalves, 2003; Kumar et al., 

2003; Mayanagi et al., 2004; Takeuchi et al., 2001), cultura (Haffajee & Socransky, 

1994), real-time PCR (Kuboniwa et al., 2004) sondas de DNA (Albandar et al., 1997), 

técnicas imunológicas (Chaves et al., 2000; Di Murro et al., 1997; Gmur & Thurnheer 

2002; Simonson et al, 1990; Yang et al., 2004) e Checkerboard DNA-DNA 

hybridization (Haffajee et al, 1998; Li et al, 2004; Socransky & Haffajee, 2005; 

Haffajee et al., 2005). Alguns desses estudos demonstram ainda que os 

microrganismos do complexo vermelho estão em níveis extremamente baixos em 

indivíduos periodontalmente saudáveis (Ximenez-Fyvie et al., 2000 (b); Li et al., 

2004). Uma outra informação interessante em indivíduos com periodontite, é que 

sítios rasos (<4mm) e sem sangramento mostram uma quantidade substancialmente 

maior de patógenos periodontais do que esses mesmos sítios rasos de indivíduos 

saudáveis (Riviere et al., 1996; Haffajee et al., 1999; Socransky & Haffajee, 2005). A 

melhora clínica periodontal está diretamente relacionada à diminuição das espécies 

dos complexos laranja e, principalmente, vermelho, e a concomitante colonização 

por espécies benéficas dos complexos amarelo, roxo, verde e azul dos sítios 

tratados (Socransky et al., 2002). Por outro lado, a presença dessas espécies, ou a 

persistência delas após a terapia aumentam o risco a futura perda de inserção 

(Hamlet et al., 2004; Tanner et al., 1998; Rams et al., 1996; Haffajee et al., 1995;  

Haffajee et al., 1996; Chaves et al., 2000; Tran et al., 2001).   

Recentemente, diferenças na composição da microbiota subgengival entre 

indivíduos de diferentes localizações geográficas também têm sido relatadas (Ali et 

al., 1997; Sanz et al., 2000; Haffajee et al., 2004). Haffajee et al., em 2004 
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observaram diferenças importantes na composição do biofilme subgengival de 

pacientes com periodontite crônica de 4 países: Brasil, Chile, Suécia, e Estados 

Unidos da América (EUA). Os resultados demonstraram importantes diferenças na 

composição da microbiota subgengival dos 4 países, principalmente em relação aos 

microrganismos do complexo vermelho. As proporções de contagem de sondas de 

DNA estavam significativamente aumentadas para P. gingivalis na população 

Chilena e para T. denticola  na população Brasileira. Já a população Sueca mostrou 

proporções extremamente baixas desses dois patógenos. A seguir, em 2005(a), 

Haffajee et al. avaliaram a diferença da microbiota subgengival de indivíduos 

periodontalmente saudáveis ou que exibiam pouca perda de inserção na Suécia e 

nos EUA. Os autores utilizaram a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization e 

verificaram que todas as 40 espécies bacterianas  foram detectadas em amostras de 

indivíduos dos 2 países. Foi observado ainda que 5 espécies estavam em maior 

porcentagem em indivíduos suecos do que em americanos (A. naeslundii sorotipo1, 

S. sanguinis, E. corrodens, T. forsythia e P. melaninogenica). Por outro lado, L. 

buccalis estava significativamente elevado em americanos. Os resultados deste 

estudo indicaram a diferença nos padrões de colonização dessas 40 espécies 

bacterianas entre esses 2 países e ambos os grupos apresentaram proporção média 

do complexo vermelho inferior a 4 % da microbiota. 

Uma vez que alguns estudos têm sinalizado divergências entre a 

microbiota de diferentes áreas geográficas, seria fundamental que outras 

investigações fossem conduzidas neste sentido. A maioria dos estudos que 

avaliaram a composição do biofilme dental associado a indivíduos periodontalmente 

saudáveis e doentes foi conduzida em países desenvolvidos e diversas formas de 

terapias periodontais foram instituídas a partir de dados gerados por essas 

pesquisas e extrapolados para diversas populações. Poucos estudos compararam 

sistematicamente a composição da microbiota subgengival de indivíduos brasileiros 

periodontalmente saudáveis ou doentes (Avila Campos & Velásquez-Meléndez, 

2002; Colombo et al., 2002). O esclarecimento do perfil microbiano dentro das 

diversas populações, ou mesmo de diferentes regiões dentro do mesmo país, pode 

auxiliar na implementação de terapias periodontais mais específicas.  

 

 
 



 6

 
1.2. Fatores genéticos e doença periodontal 
 
Apesar do grande volume de conhecimento relativo à participação de 

diversos patógenos na etiologia das doenças periodontais, existem muitos fatores 

secundários sistêmicos, que podem alterar a resistência dos tecidos periodontais à 

agressão provocada pelas bactérias. Esses fatores sistêmicos e os mecanismos 

pelos quais eles podem influenciar o processo patológico de iniciação e/ou 

progressão da doença periodontal inflamatória não são totalmente compreendidos 

(Page & Kornman, 1997). Um fator de risco pode ser definido como um fator 

ambiental, comportamental ou biológico que, se presente, aumenta diretamente a 

probabilidade da doença ocorrer e se ausente ou removido, reduz essa 

probabilidade (AAP, 1996; Ramseier, 2005).  

Diversos fatores como, por exemplo, o tabagismo (Grossi et al., 1997; 

Albandar et al., 2000; Palmer et al., 2005), diabetes (Grossi & Genco, 1998), 

estresse (Merchant et al., 2003), AIDS (Gonçalves et al., 2005), anormalidades em 

neutrófilos (Schenkein et al., 1991), osteoporose (Jeffcoat et al., 2003), síndromes 

genéticas (Firatli et al., 1996; Figueiredo et al., 2000) e polimorfismos em genes 

específicos (Kornman et al., 1997; Brito Jr et al., 2004) têm sido estudados como 

possíveis fatores de risco para a doença periodontal.  

Os primeiros estudos que estabeleceram uma correlação entre fatores 

genéticos e doença periodontal foram aqueles realizados em gêmeos. Michalowicz 

et al., (1991) estudaram 63 gêmeos monozigóticos que cresceram juntos, 33 

gêmeos dizigóticos do mesmo gênero também criados juntos e 14 gêmeos 

monozigóticos criados separados. Foi identificado um componente genético 

significativo (p<0,05) para gengivite, profundidade de sondagem, perda de inserção 

clínica e placa, com base nas variações observadas intra-pares ou em estimativas 

de hereditariedade. Os autores sugeriram que entre 38% a 82% da variação dessas 

medidas periodontais na população estudada podem ser atribuídas a fatores 

genéticos. 

Em infecções multifatoriais, como a periodontite crônica, os polimorfismos 

em genes podem ser possíveis modificadores da doença. Em periodontite, isto 

significa que apesar da bactéria ter que estar presente para desencadear o início da 

perda de inserção, os modificadores podem alterar a severidade e a velocidade de 
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progressão da doença e resposta à terapia (Page & Kornman, 1997). As variantes 

alternativas da informação genética em um determinado locus do gene são 

chamadas de alelos. Para muitos genes, há uma única versão que prevalece, 

presente na maioria das pessoas, chamado de alelo normal ou selvagem. As outras 

versões do gene são os alelos mutantes, que diferem do alelo selvagem por 

mutação, uma mudança permanente na seqüência de nucleotídeos ou disposição do 

DNA.  Se existirem pelo menos dois alelos relativamente comuns daquele locus, cuja 

freqüência é maior que 1% na população este é dito como exibindo um polimorfismo 

(Nussbaum et al., 2002). É importante destacar que polimorfismos estão dentro de 

um contexto de normalidade, ou seja, são mecanismos pelos quais indivíduos 

podem exibir variações dentro de uma extensão considerada biologicamente normal 

(Kornman et al., 1997). 

Estudos sobre polimorfismos genéticos têm se mostrado uma linha de 

pesquisa promissora na procura por fatores de suscetibilidade à doença periodontal 

(Long et al., 1987; Beaty et al., 1987; Boughman et al., 1992; Marazita et al.,1994; 

Michalowicz, 1994; Page & Kornman, 1997; Kornman et al., 1997; Engebretson et 

al., 1999; Hennig et al., 1999; Wilson & Nunn, 1999; Socransky et al., 2000; McDevitt 

et al., 2000; Armitage et al. , 2000; Michalowicz et al., 2000; Kobayashi et al., 2001; 

Yoshihara et al., 2001; Sun et al., 2002; Meisel et al., 2002; Loos et al.,2005; 

Greenstein & Hart, 2002; Inagaki et al., 2003; Meisel et al., 2003; Tachi et al., 2003; 

Meisel et al., 2004; Brito Jr et al., 2004; Holla et al. , 2004).  

Os estudos pioneiros analisaram polimorfismos em genes de mediadores 

pró-inflamatórios como a interleucina-1 (IL-1) α e β (Kornman et al., 1997; Mcguire & 

Nunn, 1999; Diehl et al., 1999; McDevitt et al., 2000, De Sanctis & Zucchelli, 2000, 

Socransky et al., 2000; Cattabriga et al., 2001; Meisel et al., 2002;  Meisel et al., 

2003;  Meisel et al., 2004). Outros mediadores também têm sido estudados: o fator 

de necrose tumoral α (TNFα) (Engebretson et al., 1999; Craandijk et al., 2002), a 

interleucina 4 (IL-4) (Scarel-Caminaga et al., 2003) e a interleucina 6 (IL-6) (Trevilatto 

et al., 2003; Holla et al., 2004).  

As interleucinas são um grupo de mediadores químicos que parecem 

desempenhar um papel central na patogênese da periodontite. São citocinas pró-

inflamatórias inicialmente liberadas por macrófagos, e sinalizam outras células a 

produzirem prostaglandinas (PG) e metaloproteinases (MMPs). As PG têm sido 

associadas à destruição óssea e as MMPs com a indução da degradação do tecido 



 8

conjuntivo (Page, 1991; Page et al., 2000). Os níveis elevados de IL-1 β no fluido 

gengival e nos tecidos têm sido associados à destruição dos tecidos periodontais 

(Tatakis, 1993; Kornman et al., 1997; Kornman & Di Giovine, 1998; McGuire & Nunn, 

1999; Diehl et al., 1999). 

Kornman et al. (1997), em um primeiro estudo analisaram a relação entre 

polimorfismos nos genes da IL-1(IL-1A, IL-1B e IL-RN) e TNFα em indivíduos 

caucasianos com mais de 35 anos e portadores de periodontite crônica. Esta 

amostra populacional foi dividida em 3 grupos: periodontite leve, moderada e severa. 

O grupo com periodontite severa apresentou 58,1% de fumantes comparados com 

10,2 % e 11,9% nos grupos de indivíduos com periodontite moderada e leve, 

respectivamente. Nos indivíduos não-fumantes foi observada uma forte associação 

entre a severidade da periodontite e a presença do composto genotípico para IL-1 

(IL-1A -889, IL-1B +3953, ambos com alelo 2, alelo menos freqüente), denominado 

genótipo-positivo. Nos indivíduos fumantes, a doença periodontal severa não estava 

correlacionada com o genótipo. Considerando todos os participantes do estudo, 36% 

eram genótipo-positivo. Este estudo demonstrou que os marcadores genéticos 

específicos relacionados com o aumento da produção de IL-1 podem ser um forte 

indicador de suscetibilidade a periodontite severa em adultos. 

Engebretson et al. (1999) testaram se os níveis de IL-1α, IL-1β e fator de 

necrose tumoral-α (TNF-α) estavam correlacionados com a periodontite crônica em 

indivíduos considerados genótipo-positivo (polimorfismo do gene da IL-1A - 889 e 

polimorfismo do gene da IL-1B +3953, ambos com alelo 2). Foi concluído que a IL-

1β elevada no fluido gengival em sítios rasos e a persistência da IL-1β no fluido após 

terapia inicial representam um fator de risco para a periodontite. Os autores 

concluíram também que um maior monitoramento dos níveis de IL-1β no fluido 

gengival pode ser um caminho para a avaliação da efetividade da terapia. 

Socransky et al. (2000) avaliaram parâmetros microbiológicos associados 

com o polimorfismo do gene da IL-1 em 108 indivíduos.  A avaliação microbiológica 

foi feita por meio da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization para 40 espécies 

bacterianas e amostras de sangue foram coletadas para análise dos polimorfismos 

dos genes da IL-1A (+4845) e da IL-1B (+3954). Estes autores sugeriram que os 

indivíduos genótipo-positivo (IL-1A +4845, IL-1B +3954, ambos com alelo 2, alelo 

menos freqüente) apresentaram níveis elevados de espécies do complexo vermelho 
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e laranja. Foram detectadas contagens significativamente maiores de T. forsythia, P. 

gingivalis, T. denticola, subespécies de F. nucleatum, C. rectus, C. showae, E. 

nodatum, S. constellatus, S. gordonii e S. intermedius em bolsas periodontais >6 mm 

dos indivíduos genótipo-positivos quando comparadas com os indivíduos genótipo-

negativos. 

Armitage et al. (2000), em um estudo sobre a prevalência do polimorfismo 

no genes da IL-1 em 300 indivíduos chineses, encontraram uma prevalência baixa 

de periodontite associada ao polimorfismo composto para IL-1A e IL-1B (2,3%) 

comparado a estudo feito em caucasianos (36%) (Kornman et al., 1997). Os autores 

questionaram a utilidade da associação genotípica dos alelos 2 de ambos IL-1A 

+4845 e IL-1B +3954 (genótipo-positivo) como um método para determinação de 

suscetibilidade de indivíduos chineses à periodontite crônica. 

 Outros polimorfismos também já foram relacionados à doença periodontal 

como o do gene da interleucina-6 (Holla et al., 2004), do receptor Fcγ da 

imunoglobulina G (Colombo et al., 1998; Kobayashi et al., 2001; Yoshihara et al., 

2001; Fu et al., 2002) e do receptor da vitamina D (Hennig et al., 1999; Uygur et al., 

2002; Britto Jr et al., 2004). 

 

1.2.1 Receptor da vitamina D (VDR) 

 

A vitamina D desempenha funções em uma variedade de ações biológicas 

como homeostase do cálcio, proliferação e diferenciação celular, e propriedades 

imunoregulatorias (Hayes et al., 2003). Além disso, pode ter funções 

antiinflamatórias, como a redução de citocinas produzidas pelas células T e da 

produção de imunoglobulinas pelas células B (Daniel et al., 2005). Na homeostase 

óssea e no metabolismo ósseo, acredita-se ser a vitamina D o principal fator 

regulatório (Walters, 1992), uma vez que a sua deficiência causa raquitismo 

caracterizado pelo retardo do crescimento, formação óssea defeituosa e 

hipocalcemia (Kato, 2000).  

A maioria das ações biológicas da vitamina D é exercida por meio do seu 

receptor (VDR) presente no núcleo celular. Este receptor pertence a superfamília de 

receptores nucleares hormonais e funciona como um fator de transcrição ativado 

para mediar efeitos genômicos do hormônio (Peterlik & Cross, 2005). A forma 
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hormonal da vitamina D, 1α,25(OH)2D3, é gerada por meio de duas etapas de 

hidroxilações, uma feita no fígado e a outra no rim (Kato, 2000), e posteriormente se 

liga ao receptor nuclear. Este complexo age como uma chave de ligação que irá 

ativar a expressão do gene do VDR (Kato, 2000). 

O gene do receptor da vitamina D está localizado no cromossomo 12 e 

consiste em 11 éxons. Quatro polimorfismos têm sido freqüentemente encontrados 

no gene do VDR, detectados pela presença ou ausência do sítio de restrição. São 

eles: Fok I no segundo éxon, BsmI e ApaI (Morrison et al.,1992) no íntron 8 e TaqI 

no éxon 9 (Gennari et al.,1997).  

Um dos principais avanços no desenvolvimento da clonagem molecular foi 

a descoberta, no início da década de 70, das endonucleases de restrição 

bacterianas (ou enzimas de restrição), que reconhecem seqüências específicas no 

DNA, clivando-o neste sítio (Nussbaum et al., 2002).  A técnica que utiliza essas 

enzimas para detecção de sítios polimórficos chama-se Restriction Fragment Lenght 

Polymorphisms (RFLPs).  

A forma mais comum de polimorfismo, o Single Nucleotide Polymorphisms 

(SNP), representa uma mudança em um único par de base no DNA (Nielsen, 2004). 

O SNP pode afetar a função do gene, influenciando a produção de RNA mensageiro, 

e levando a mudanças na expressão, estrutura e função da proteína. Uma 

substituição de uma base nitrogenada T para C na posição 1056 no éxon 9 do gene 

do VDR, cria o sítio de restrição para a TaqI. 

Polimorfismos no gene do VDR têm sido associados com diversas 

alterações sistêmicas como aumento no risco de desenvolver câncer de próstata 

(Taylor et al., 1996), câncer de mama (Welsh et al., 2003), doenças coronarianas 

(Ortlepp et al., 2001), hiperparatiroidismo (Segersten et al., 2002) e patologias 

comuns do metabolismo ósseo (Langdahl et al., 2000), em particular osteoporose 

(Morrison et al., 1992; Gross et al., 1996). A osteopenia e a osteoporose são 

caracterizadas pela redução de massa óssea e ambas têm sido associadas à 

periodontite por possuírem mecanismos patológicos comuns que envolvem uma 

quebra da homeostasia óssea (Geurs et al., 2003). O polimorfismo no éxon 9 (TaqI) 

do gene do VDR tem sido estudado (Hennig et al., 1999; Sun et al., 2002; Uygur et 

al., 2002; Inagaki et al., 2003; Tachi et al., 2003; Brito Jr et al., 2004; Brett et al., 

2005) e todos  o apontaram como possíveis indicadores de risco para a periodontite 

crônica (Sun et al., 2002; Uygur et al., 2002; Tachi et al., 2003;  Inagaki et al., 2003; 
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Brito Jr et al., 2004; Brett et al., 2005) ou periodontite agressiva (Hennig et al., 1999; 

Sun et al., 2002; Brett et al., 2005).   

Esses estudos sugerem uma possível associação entre o gene do VDR e 

a suscetibilidade à periodontite crônica. Porém, mais estudos são necessários para 

que esta relação seja melhor esclarecida. 
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2. PROPOSIÇÃO 
 

1- Investigar a associação entre os parâmetros microbiológicos, clínicos e 

genéticos. 

 

2- Comparar a presença de polimorfismo (TaqI) no gene do receptor da 

vitamina D (VDR) em indivíduos periodontalmente saudáveis e com periodontite 

crônica. 

 

3- Analisar a composição da microbiota subgengival em indivíduos 

periodontalmente saudáveis e com periodontite crônica. 

 

 



 13

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 

                 3.1. Seleção da amostra 
 

Foram triados 250 pacientes que procuraram tratamento na Clínica de 

Odontologia da Universidade Guarulhos (SP) e 60 indivíduos foram selecionados 

para a participação no estudo, constituindo-se dois grupos: Periodontite (n=30, 

indivíduos portadores de periodontite crônica) e Saudáveis (n=30, indivíduos 

periodontalmente saudáveis). A seleção foi realizada por três mestrandos em 

periodontia, sob supervisão dos professores da disciplina. Todos os participantes 

foram informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e benefícios, incluindo os 

tipos de medições clínicas e coletas. Os indivíduos que concordaram em participar 

do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, contendo as 

informações a respeito da pesquisa, objetivos, riscos e conseqüências (Anexo A), 

responderam a um questionário de saúde/anamnese (anexo B), foram submetidos a 

exame periodontal completo (anexo C) e receberam terapia periodontal gratuita, 

estando de acordo com as diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saúde 

(Resolução nº196/96).  O projeto foi submetido à apreciação e aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa em seres humanos da Universidade Guarulhos.  

 

3.2. Critérios de inclusão 
Para a inclusão no estudo, a seleção dos participantes respeitou os 

seguintes critérios: 

Grupo Periodontite:  

• Ter idade igual ou superior a 30 anos; 

•  Possuir no mínimo 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares; 

•  Apresentar pelo menos 6 dentes com 1 sítio interproximal com 

profundidade à sondagem e nível clínico de inserção > 5 mm, não 

contíguos, distribuídos em quadrantes distintos. 

 

Grupo Saudável:  

• Ter idade igual ou superior a 30 anos; 

•  Possuir no mínimo 20 dentes, excluindo-se os terceiros molares; 
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•  Não apresentar sítios com profundidade à sondagem e nível clínico de 

inserção > a 4 mm, sendo aceitável no máximo 2 sítios por indivíduo 

com nível clínico de inserção igual a 5 mm, apenas em caso de 

retração e sem evidências clínicas de gengivite generalizada.  

 

3.3. Critérios de exclusão 
 

• Fumantes;  

• Gravidez ou lactação; 

• História de tratamento periodontal anterior; 

• Antibioticoterapia e/ou uso de medicamentos sistêmicos e anti-sépticos 

bucais nos últimos seis meses; 

•  Doença sistêmica que comprometa a resposta do hospedeiro ou exija 

medicação profilática ao tratamento.  

 

3.4. Avaliação clínica 
 

3.4.1. Calibração dos examinadores 

Três examinadores foram treinados e calibrados com o objetivo de 

conseguir a máxima reprodutibilidade nas medições realizadas por cada um deles e 

entre eles. A metodologia utilizada para a calibração foi preconizada por Araujo et al. 

(2003), que avaliaram o erro padrão da medida (e.p.m.) e o erro médio percentual 

(e.m.p.) para os parâmetros clínicos periodontais contínuos (profundidade à 

sondagem e nível clínico de inserção). Para as variáveis categóricas (índice de placa 

visível e índice de sangramento gengival), considerando a presença ou ausência do 

parâmetro clínico, foi realizada a média do nível de concordância para cada 

examinador e entre eles. Todos os examinadores apresentaram uma concordância 

intra- e inter-examinador  superior a 92% (teste Kappa).  

 

 3.4.2. Parâmetros clínicos 

 
As avaliações clínicas foram realizadas por três examinadores calibrados 

utilizando sondas periodontais milimetradas tipo PCPUNC-BR 15 (HuFriedy do 
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Brasil, RJ, RJ, Brasil). Todos os dentes, exceto os terceiros molares, foram avaliados 

em 6 sítios (mésio-vestivular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-

lingual), para os seguintes parâmetros: 

• Índice de Placa Visível – (Ainamo e Bay, 1975): ausência (escore 0) ou 

presença (escore 1) de placa dentária supragengival visível, após lavagem e 

secagem dos dentes. 

• Índice de Sangramento Gengival – (Ainamo e Bay, 1975): ausência (escore 0)  

ou presença (escore 1) de sangramento na gengiva marginal após percorrer 

levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival.  

• Profundidade à Sondagem – Distância, em milímetros, entre a margem 

gengival livre e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal.  

• Nível Clínico de Inserção – Distância, em milímetros, entre a junção cemento- 

esmalte e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal. 

• Sangramento à Sondagem – Presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de 

sangramento até 20 segundos após a sondagem com sonda periodontal 

milimetrada. 

• Supuração – Presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de supuração até 20 

segundos após a sondagem com sonda periodontal milimetrada. 

 

3.5. Avaliação microbiológica 
 

3.5.1. Seleção dos sítios-teste 

 

Grupo Periodontite: Amostras de biofilme subgengival foram coletadas de 

6 sítios por indivíduo, localizados em dentes com faces interproximais não-

contíguas, com profundidade à sondagem e nível clínico de inserção > 5 mm, 

preferencialmente distribuídos entre os diferentes quadrantes. Foram excluídos os 

sítios com restauração em excesso e áreas de bifurcação. 

Grupo Saudável: Amostras de biofilme subgengival foram coletadas de 6 

sítios mésio-vestibulares selecionados ao acaso, por meio de sorteio de um dente 

por cada sextante. 
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3.5.2. Cepas bacterianas e condições de crescimento 
 

A lista das 38 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo 

das sondas de DNA está apresentada na Tabela 1. Todas as cepas foram 

adquiridas liofilizadas da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, 

USA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, USA). O conteúdo liofilizado foi reidratado 

em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) e 

cultivado em ágar triptose de soja contendo 5% de sangue de ovelha desfibrinado 

(BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, USA) a 35oC sob 

condição de anaerobiose (80% N2, 10% CO2, 10%H2).  Algumas bactérias foram 

cultivadas em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades 

nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em ágar triptose de soja com 5% 

de sangue de ovelha desfibrinado e 10 µg/ml de ácido N-acetil murâmico (NAM) 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); enquanto P. gingivalis cresceu em um 

meio similar, suplementado com 5% de sangue de ovelha desfibrinado, 0,3µg/ml de 

menadiona (Sigma) e 5µg/ml de hemina (Sigma). T. denticola e T. socranskii foram 

cultivados em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco) suplementado com 

1mg/ml de glicose, 400µg/ml de niaciamida, 150µg/ml espermina tetraidroclorídrica, 

20µg/ml de isobutirato de Na, 1mg/ml de L-cisteína, 5µg/ml de tiamina pirofosfato e 

0,5% de soro bovino.    
 
3.5.3. Isolamento do DNA e preparo das sondas 

 
 As cepas bacterianas foram anaerobicamente cultivadas na superfície de 

ágar-sangue contido em placas de Petri, com exceção das 2 espécies de 

espiroquetas, que foram cultivadas em caldo de cultura, por 3 a 7 dias. As colônias 

foram raspadas e depositadas em tubos de microcentrífuga de 1,5ml contendo 1ml 

de solução TE (10 mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, pH 7,6). As células foram lavadas 2 

vezes por centrifugação na solução-tampão de TE a 3.500 rpm por 10 minutos. Em 

seguida, as células das cepas Gram-negativas foram novamente suspensas e 

lisadas com SDS (dodecilsulfato de sódio, C12H25NaO4S) a 10% e proteinase K em 

uma concentração de 20mg/ml (Sigma). As cepas Gram-positivas foram lisadas em 

150µl de uma mistura enzimática contendo 15mg/ml de lisozima (Sigma) e 5mg/ml 

de acromopeptidase (Sigma) em solução tampão de TE (pH 8,0). O DNA foi isolado 
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e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As sondas multi-genômicas 

(whole-genomic) foram preparadas para cada uma das 38 espécies pela marcação 

de 1µg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer 

digoxigenin labeling kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, USA), de acordo 

com o método descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). As espécies bacterianas 

avaliadas foram selecionadas segundo sua associação com diferentes tipos de 

doenças ou saúde periodontal (Haffajee & Socransky, 1994). 
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Tabela 1. Relação das cepas empregadas para a confecção das sondas de DNA 

separadas por complexos bacterianos (Socransky et al., 1998; Socransky & 

Haffajee, 2002). 

Espécies Cepas Espécies Cepas 

CCoommpplleexxoo  AAzzuull   CCoommpplleexxoo  LLaarraannjjaa  ((ccoonntt..))  

Actinomyces gerencseriae 23860a Fusobacterium nucleatum ss. 

nucleatum 

 

25586a 

Actinomyces israelii 12102a Fusobacterium nucleatum ss 

polymorphum 

 

10953a 

Actinomyces naeslundii I 12104a Fusobacterium nucleatum ss 

vincentii 

 

49256a 

CCoommpplleexxoo  RRooxxoo   Fusobacterium periodonticum 33693a 

Actinomyces odontolyticus  17929a Micromonas micros 33270a 

Veillonella parvula 10790a Prevotella intermedia 25611a 

CCoommpplleexxoo  AAmmaarreelloo   Prevotella nigrescens 33563a 

Streptococcus gordonii  10558a Streptococcus constellatus 27823a 

Streptococcus intermedius 27335a CCoommpplleexxoo  VVeerrmmeellhhoo   

Streptococcus mitis 49456a Tannerella forsythia 43037a 

Streptococcus oralis 35037a Porphyromonas gingivalis 33277a 

Streptococcus sanguinis 10556a Treponema denticola B1b 

CCoommpplleexxoo  VVeerrddee   OOuuttrraass  EEssppéécciieess   

Eubacterium saburreum 33271a Actinobacillus 

actinomycetemcomitans a e b 

43718a 

29523a Gemella morbillorum  27824a 

Capnocytophaga gingivalis 33624a Leptotrichia buccalis 14201a 

Capnocytophaga ochracea 33596a Prevotella melaninogenica 25845a 

Capnocytophaga sputigena 33612a Propionibacterium acnes I e II 11827a 

11828a 

Eikenella corrodens 51146a Selenomonas noxia 43541a 

CCoommpplleexxoo  LLaarraannjjaa   Streptococcus anginosus 33397a 

Campylobacter gracilis 33236a Treponema socranskii S1b 

Campylobacter rectus 33238a   

Campylobacter showae 33612a   

Eubacterium nodatum 33099a   
a ATCC (American Type Culture Collection) 
b Forsyth Institute. 
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3.5.4. Coleta de amostras de biofilme subgengival 

 

A coleta de amostras de biofilme subgengival foi realizada com curetas 

Gracey do tipo mini-five (HuFriedy), posicionadas na porção mais apical dos 6 sítios 

previamente selecionados para o exame microbiológico. As amostras foram 

imediatamente depositadas em tubos plásticos individuais contendo 150μl de 

solução TE (pH 7,6), ao qual foram adicionados 100μl de NaOH a 0,5 M para que o 

DNA bacteriano permanecesse viável por longos períodos de tempo. Estes tubos 

foram então identificados e armazenados até serem analisados por meio da técnica 

do Checkerboard DNA-DNA Hybridization para as 38 cepas bacterianas descritas na 

Tabela 1, no laboratório de microbiologia da Universidade Guarulhos.  

 

3.5.5. Checkerboard DNA-DNA Hybridization 

 

Hibridização DNA-DNA 
As suspensões contidas nos tubos foram fervidas em banho-maria por 10 

minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 0,8 ml de acetato de amônia a 

5 M. Cada suspensão de placa bacteriana contendo o DNA livre foi depositada em 

uma das canaletas do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, USA- Figura 1) ficando, 

assim, concentrada em uma membrana de nylon (15 x 15cm) com carga positiva 

(Boehringer Mannheim). As duas últimas canaletas do Minislot (Immunetics) foram 

ocupadas por controles contendo uma mistura do DNA das espécies de 

microrganismos investigadas pelas sondas, nas concentrações correspondentes a 

105 e 106 células, ou seja, 1ng e 10ng de DNA de cada espécie, respectivamente 

(Socransky et al., 1994; Haffajee et al., 1997a, b). A membrana foi então removida 

do Minislot (Immunetics) e o DNA nela concentrado foi fixado por meio de 

aquecimento em forno a 120º C por 20 minutos. 
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Figura 1. Representação gráfica do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA, USA) e 

resumo da preparação e deposição das amostras de biofilme subgengival (técnica 

Checkerboard DNA-DNA hybridization). 

 

A membrana foi pré-hibridizada a 42º C, por 1 hora, em uma solução 

contendo 50% de formamida, 1% de caseína (Sigma), 5 x standard saline citrate -

SSC (1 x SSC = 150mM NaCl, 15mM de citrato de sódio, pH 7,0), 25 mM de fosfato 

de sódio (pH 6,5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura (Boehringer Mannheim).  

Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter (Immunetics, 

Figura 2) com as linhas de DNA perpendiculares às canaletas do aparato. Em cada 

canaleta do Miniblotter (Immunetics) foi adicionada uma sonda de DNA (diluída a 

aproximadamente 20ng/ml) em 130 μl de uma solução de hibridização composta de 

45% de formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sódio (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA 

de levedura (Boehringer Mannheim), 10% de sulfato de dextrano e 1% de caseína 

(Sigma). A hibridização ocorreu por um período mínimo de 20 horas, a 42º C.  
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Figura 2. Representação gráfica do Miniblotter (Immunetics, Cambridge, MA, USA) e 

resumo das etapas de hibridização e detecção das espécies bacterianas presentes 

nas amostras de biofilme subgengival (técnica Checkerboard DNA-DNA 

hybridization). 

 

Detecção das espécies 
Após o período de hibridização, a membrana foi removida do Miniblotter 

(Immunetics) lavada por 40 minutos, a 65ºC numa solução adstringente composta de 

1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na2HPO4, a fim de remover as sondas que 

não hibridizaram completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em 

uma solução contendo 1% de ácido maleico (C4H4O4), 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 

0,3% de Tween 20, 0,5% de caseína, pH 8,0, e, logo após, por 30 minutos, na 

mesma solução contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado à fosfatase 

alcalina em uma concentração de 1:10.000. A membrana foi depois lavada 2 vezes, 

por 20 minutos, em uma solução de 0,1 M de ácido maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de 

NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em uma solução de 0,1 M 

de Tris HCl, 0,1M de NaCl, 50 mM de MgCl2, pH 9,5. 

Os próximos passos foram a incubação da membrana por 45 minutos a 

37oC em uma solução detectora à base de fosfatase alcalina, CDP-StarTM Detection 
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Reagent (Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, England, UK). A 

seguir, a membrana foi colocada em um cassete, Chassi Radiográfic 30x40cm 

(Konex, Ind. Bras., SP, Brasil), sob um filme radiográfico de marca Kodak X-Omat K, 

18x24cm (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, São José dos Campos, SP, BR) por 40 

minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figuras 3 e 4) manualmente pelo 

método convencional temperatura-tempo, de acordo com orientações do fabricante. 

As soluções utilizadas foram da marca Kodak, sempre mantidas à temperatura de 

20ºC. 

 

 

 

 
 
Figura 3. Representação gráfica do padrão de hibridização entre as bactérias 

presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica Checkerboard 

DNA-DNA hybridization). 
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Figura 4. Representação esquemática do padrão de hibridização entre as bactérias 

presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica Checkerboard 

DNA-DNA hybridization). Nesta figura estão apresentadas 40 bactérias, e as 

amostras de biofilme são de todos os dentes de um mesmo indivíduo. 

 
 

A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por um único examinador 

treinado, da seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda na 

amostra de placa foi comparado em intensidade ao sinal produzido pela mesma 

sonda nos dois controles contendo 105 e 106 bactérias. Desta forma, o número 0 foi 

registrado quando não houve detecção do sinal; 1 equivaleu a um sinal menos 

intenso que o controle de 105 células; 2 equivaleu a aproximadamente 105 células; 3, 

entre 105 e 106 células; 4 aproximadamente 106 células e 5, mais de 106 células 

(Tabela 2). Estes registros foram então utilizados para determinar os níveis das 

diferentes espécies investigadas nos sítios e indivíduos do estudo.  

 

 
 



 24

Tabela 2. Índice utilizado para a determinação dos níveis dos microrganismos nas 

amostras de biofilme subgengival.  

  

ÍNDICE NÍVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM 

0 Não detectado 0 

1 Menos de 105 células 10.000 

2 Aproximadamente 105 células 100.000 

3 Entre 105 e 106 células 500.000 

4 Aproximadamente 106 células 1.000.000 

5 Mais de 106 células 10.000.000 

 

 
3.6. Avaliação genética 

 
3.6.1. Análise de polimorfismo genético 

 
 Obtenção do material 
 O DNA foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal, por meio 

de um bochecho com solução de glicose a 3%, por 1 min., e raspagem da mucosa 

jugal com espátula de madeira esterilizada que foi mergulhada e agitada na solução 

pré-bochechada (Trevilatto & Line, 2000). Esta solução foi centrifugada por 10 min. a 

2000 rpm, o sobrenadante descartado e as células ressuspensas em 500 μL de 

tampão de extração [10mM Tris-HCl (ph 7,8), 5 mM EDTA, 0,5% SDS]. 

 

Extração do DNA 
As amostras foram incubadas overnight (ON) com 100ng/mL de proteinase 

K (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 37°C sob agitação. O DNA foi 

purificado utilizando-se a extração pela seqüência fenol/ clorofórmio/ álcool 

isoamílico e precipitação com sal/etanol. O DNA foi ressuspendido em 70 μL de 

tampão TE [10mM Tris (ph 7,8), 1mM EDTA]. A concentração do DNA foi estimada 
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em espectofotômetro (GeneQuant RNA/DNA Calculator – Pharmacia-Biotec) em 

comprimentos de onda de 260 nm. 

  
PCR-RFLP - Receptor da vitamina D (VDR) 

Polimorfismo no gene do VDR (TaqI). Códon 352 no éxon 9 (T→ C) 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Foram utilizadas as seguintes seqüências de primers: 

Primer 1:     5’- CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG - 3’ (foward) 

Primer 2:   5’- GGATGTACGTCTGCAGTGTG - 3’ (reverse) (1 μM) (Henning et al., 

1999) 

A PCR foi realizada com um volume total de 50 μL, contendo 

aproximadamente 500 ng de DNA genômico, 1 μM de cada primer, 200 μM de 

dNTPs e 2 unidades de Taq polymerase. As soluções foram incubadas a 95 ºC por 3 

minutos e submetidas a 35 ciclos de 45 segundos a 95ºC, 1 min. a 63ºC e 1,15 min. 

a 72ºC e uma extensão final de 72ºC por 7 min. O fragmento amplificado 

apresentava 340 pb. As seqüências gênicas foram amplificadas em termociclador 

convencional (Mastercycler® personal – Eppendorf – Figura 5).  

 

Digestão com enzima de restrição (Técnica de Restriction Fragment 

Length Polymorphism - RFLP) 

Doze microlitros do produto da PCR foram adicionados a 13μL de solução 

contendo 2,5 μL 10x NE Buffer (50 mM NaCl, 10mM Tris-HCl, 10mM MgCl2 , 1mM 

dithiothreitol, pH 7,9), 0,4 μL TaqI (10,000 U/mL – New England Biolabs, Inc., 

Beverly, MA, EUA) e 10,1 μL de H2O deionizada esterilizada. A solução foi incubada 

a 65 ºC overnight. 

O RFLP foi criado pela transição de uma única base (T→ C) no códon 352 

do éxon 9 do gene do VDR quando este foi exposto à enzima de restrição TaqI. Os 

alelos foram designados “t” (presença do sítio para TaqI , formando um fragmento 

com 260 pb e outro com 80 pb), e ”T” (polimorfismo- ausência de sítio para TaqI, 

mantendo o fragmento de 340 pb) (HENNIG et al., 1999 modificado). 

Os possíveis genótipos são: “TT”, “Tt”, “tt”, onde “t” significa a presença do sítio de 

restrição e “T” a ausência do sítio. 
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Figura 5- Termociclador.  

 

Eletroforese 

O volume total da digestão foi misturado a 3μL de tampão de amostra e 

submetido a eletroforese (Figura 6) em gel de poliacrilamida a 10% (não-

desnaturante) sob corrente elétrica de 20 mA. Para análise, o gel (Figura 7) foi 

corado pela prata (DNA Silver Staining Kit, Amersham Pharmacia Biotech AB,  

Uppsala, Suécia) (Blum, 1987). 

 

  
Figura 6- Eletroforese 
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Figura 7- Gel de poliacrilamida, corado por prata, evidenciando resultado da RFLP 

do gene do receptor da vitamina D (VDR-TaqI). Indivíduo homozigoto para o alelo t 

(t/t), indivíduo homozigoto para o alelo T(T/T), indivíduo heterozigoto (T/t) e padrão 

de massa molecular (P). 

 
3.7. Análise estatística  

 
3.7.1. Dados microbiológicos 

  

Os dados microbiológicos foram expressos em nível médio de cada 

espécie (contagem) em cada sítio. Estes níveis foram computados por indivíduo. A 

significância estatística foi estabelecida em 5% (Teste U de Mann-Whitney). Todas 

as análises foram realizadas utilizando ajustes para comparações múltiplas, como 

proposto por Socransky et al. (1991).  Foi aplicada a fórmula 0,05 = 1 – (1-k)38, onde 

k é o valor equivalente ao p<0,05 quando ajustado para a comparação de 38 

bactérias. Desta forma, as diferenças detectadas no presente estudo foram 

consideradas significativas quando p<0,002.  

 

3.7.2. Dados genéticos 
 

Para a análise do polimorfismo no gene da VDR, a distribuição do 

genótipo e a freqüência alélica nos indivíduos do grupo Saudável e com Periodontite 

foram comparadas por meio do teste de χ2 (Qui-quadrado). O risco à doença, 

associado com alelos ou genótipos, foi calculado utilizando “odds ratio” (OR) com um 

intervalo de confiança de 95%.  

 118
 194
 271
 310

 603
 872

T/t T/Tt/t 

260 pb 
340 pb 

 80 pb 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. Perfil epidemiológico e clínico dos participantes do estudo 
 

A Tabela 3 apresenta os dados epidemiológicos e os valores médios dos 

parâmetros clínicos dos indivíduos dos dois grupos experimentais. Os grupos foram 

homogêneos em relação à idade e ao gênero. Foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos para todas as variáveis clínicas. O grupo de indivíduos 

com periodontite crônica apresentou uma maior média de profundidade à sondagem 

e nível clínico de inserção, e no percentual de sítios com sangramento gengival, 

sangramento à sondagem, placa visível e supuração.  

 

Tabela 3: Média (+ dp) dos parâmetros clínicos nos grupos Saudável e Periodontite. 

 Saudável Periodontite 
Crônica 

Idade (anos)NS 41,10 + 8,5(30-61) 42,03 + 6,2(30-54) 

Gênero (m:f) NS 6:24 8:22 

Profundidade à sondagem (mm)* 2,16 + 0,2 3,85 + 0,7 

Nível clínico de inserção (mm)* 2,20 + 0,2 4,33 + 1,0 

% sítios com:   

Placa Visível*  43,74 + 17,8 84,73 + 10,7 

Sangramento Gengival* 6,52 + 5,5 40,72 + 22,4 

Sangramento à Sondagem* 27,73 + 20,5 63,63 + 20,2 

Supuração* 0,0 3,09 + 3,7 

dp: desvio padrão; NS: não-significante; * Teste U de Mann-Whitney (p<0,05); 

 m= masculino; f= feminino. 

 

4.2. Resultados microbiológicos 
 

A Figura 8 mostra que o grupo de indivíduos periodontalmente saudáveis 

apresenta uma menor quantidade total de microrganismos (0,3 x 107 + 0,7) em 

relação aos indivíduos com periodontite crônica (4,5 x 107 + 2,9). A média de 

contagem (x106 + desvio padrão) das 38 espécies subgengivais avaliadas nos 
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grupos Saudável e Periodontite estão apresentados na Figura 9. As espécies foram 

agrupadas de acordo com os complexos microbianos descritos por Socransky et al. 

(1998) e Socransky & Haffajee (2002). Os níveis médios de cada espécie foram 

computados para cada indivíduo e depois dentro do grupo. Todas as espécies foram 

detectadas em ambos os grupos. Os níveis médios das 38 espécies avaliadas 

estavam estatisticamente menores no grupo de indivíduos saudáveis, principalmente 

as bactérias do complexo vermelho e laranja. Os níveis médios (x 106) de P. 

gingivalis, T. denticola e T. forsythia foram de 4,0+3,2, 2,5+2,2 e 5,4+2,8, 
respectivamente, no grupo de periodontite; e de 0,3+1,1, 0,07+0,3 e 0,4+0,8 no 

grupo de indivíduos saudáveis. Espécies consideradas benéficas, como A. 

odontolyticus e V. parvula que compõem o complexo roxo, espécies de 

Streptococcus do grupo amarelo e espécies de Capnocytophaga, do complexo 

verde, também estavam em níveis extremamente baixos nos indivíduos do grupo 

saudável.  

 

 
 
Figura 8: Média da contagem total (x 107 + dp) das espécies bacterianas analisadas por meio do 

teste diagnóstico Checkerboard DNA-DNA Hybridization. 

* Teste U de Mann-Whitney, p < 0,05.  

 

 

Contagem x 107 

Saudável 
Periodontite 

* 

* 



SAUDÁVEL PERIODONTITE 
 

Figura 9: Gráfico de barras das médias de contagem (x 106 + dp) de 38 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival nos 

indivíduos dos grupos Saudável e Periodontite. As espécies foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos descritos por Socransky et al., 

1998 e Socransky & Haffajee, 2002. * Teste U de Mann-Whitney, p < 0,05. Os resultados foram ajustados para comparações múltiplas. 
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A média do percentual de sítios colonizados pelas espécies avaliadas nos 

dois grupos experimentais está representada na Figura 10. Os indivíduos com 

periodontite crônica mostraram um percentual alto de sítios colonizados (mais de 

75%) por todas as espécies avaliadas. Já nos indivíduos periodontalmente 

saudáveis essas prevalências foram significativamente inferiores para todas as 

espécies avaliadas. Os microrganismos mais prevalentes no grupo Saudável, 

presentes em mais de 25% dos sítios, foram 4 espécies do complexo laranja (F. nuc. 

ss. nucletum, F. nuc. ss. polymorphum, F. nuc. ss. vincentii e F. periodonticum), e 12  

espécies consideradas benéficas, como S. gordonii, S. intermedius e S. sanguinis do 

complexo amarelo; E. corrodens, C. sputigena e C. gingivalis do complexo verde; V. 

parvula e A. odontolyticus do grupo roxo; A. gerencseriae, A. israelli e A. naeslundii 1 

do complexo azul; além de S. anginosus. A maioria das espécies do complexo 

laranja, os 3 patógenos do complexo vermelho e outros patógenos como T. 

socranskii e P. acnes foram encontradas em baixa prevalência nesses indivíduos.  

A média das proporções dos diferentes complexos microbianos descritos 

por Socransky et al. (1998) e Socransky & Haffajee (2002) estão demonstradas na 

Figura 11. As proporções das espécies pertencentes a cada complexo foram 

somadas e a média da proporção de cada um foi determinada. Houve diferenças 

profundas entre os dois grupos, sendo que os complexos laranja, amarelo, azul, 

vermelho e outros diferiram significativamente entre saudáveis e periodontalmente 

comprometidos.  O complexo vermelho somou 30,2% das espécies avaliadas nos 

indivíduos com periodontite crônica, e 4,8% nos saudáveis. Por outro lado, as 

espécies benéficas de Actinomyces somaram 45,4% da microbiota nos saudáveis e 

apenas 10,7% dos doentes. Somando-se os complexos que abrigam a maioria dos 

patógenos (vermelho e laranja); e aqueles que abrigam as espécies compatíveis 

com o hospedeiro (amarelo, roxo, verde e azul) houve uma grande divergência entre 

os grupos. Nos indivíduos com periodontite os patógenos somaram 64,2% e os 

benéficos 25,7% da microbiota avaliada, enquanto que nos indivíduos saudáveis 

essas proporções foram de 27,1% e 70,2%, respectivamente. 
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Figura 10: Gráfico de barras da média do percentual de sítios colonizados por cada uma das 38 espécies bacterianas nas amostras de biofilme subgengival 

nos indivíduos dos grupos Saudável e Periodontite. As espécies foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos descritos por Socransky et al. 

(1998) e Socransky & Haffajee (2002). 
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*Teste U de Mann-Whitney, p< 0,05. Os resultados foram ajustados para comparações múltiplas. 
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Figura 11: Gráfico setorial da média das proporções dos complexos microbianos descritos por Socransky et al., 1998 e Socransky & Haffajee, 2002, 

presente nas amostras de biofilme subgengival presente nos indivíduos dos grupos Saudável e Periodontite  
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4.3. Resultados genéticos  
 
As freqüências dos alelos e genótipos do VDR-TaqI podem ser 

observadas na tabela 4. A distribuição genotípica dos dois grupos estava em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (p>0,05).  

Houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos de 

indivíduos periodontalmente saudáveis e com periodontite crônica, analisando os 

diferentes genótipos. Observou-se que o genótipo heterozigoto (Tt) foi mais 

prevalente no grupo com periodontite crônica (60%) do que no grupo de indivíduos 

saudáveis (30%). Por outro lado, o genótipo “TT” foi mais prevalente nos saudáveis 

(53,3%) do que nos doentes (23,3%). Já o genótipo “tt” foi observado em 

prevalências iguais nos dois grupos (16,7%). O cálculo do Risco Relativo (odds ratio 

-OR) revelou que indivíduos com genótipos “Tt” estão 4,57 mais suscetíveis a 

apresentar periodontite crônica do que os indivíduos que apresentam o genótipo 

“TT” (OR=4,57; 95% CI=1,4 -15,1).  

Foi avaliada também a distribuição dos dois alelos, “T” e “t” entre os 

indivíduos do estudo para ver se existia alguma associação entre eles e o estado 

periodontal de saúde ou doença. O alelo “T” foi detectado em 68,3% dos indivíduos 

saudáveis e em 53,3% dos com periodontite, e o alelo “t” em 31,7% e 46,7%, 

respectivamente. Essas diferenças não foram estatisticamente significativas. 

 

4.4. Associação entre o polimorfismo genético e a condição 
periodontal 

A Figura 12 apresenta a média de contagem (x106 + desvio padrão) das 

espécies avaliadas, nos grupos Saudável e Periodontite, de acordo com o genótipo 

dos indivíduos. Não houve diferença significativa nos níveis das espécies 

bacterianas avaliadas entre os três tipos de genótipo (TT, Tt ou tt), tanto no grupo 

Saudável, como no grupo Periodontite.  
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Tabela 4 - Distribuição dos alelos e genótipos do polimorfismo de nucleotídeo único 

(SNP) TaqI do gene do VDR entre indivíduos periodontalmente saudáveis e com 

periodontite crônica. 

 

TaqI Genótipo  

  TT Tt tt Qui-quadrado 

Saudáveis (n=30) 16 (53,3%) 9 (30%) 5 (16,7%) 
 

Periodontite crônica (n=30) 
 

7 (23,3%) 
 

18 (60%) 
 

5 (16,7%) 

 

X2 = 6,522 

p = 0,038 

   
Alelo 

 

  T t Qui-quadrado 

Saudáveis (n=60) 41 (68,3%) 19 (31,7%) 
 

Periodontite crônica (n=60) 
 

32 (53,3%) 
 

28 (46,7%) 

 

X2 = 1,748 

p = 0,258 

              

TT vs Tt 

                    OR = 4,5714 
p = 0,0232 

IC 95%1,3831≤µ≥15,1092 
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Figura 12: Gráfico de barras das médias de contagem (x106 + dp) de 38 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival nos 
indivíduos dos grupos Saudável e Periodontite, de acordo com o genótipo “TT”, “Tt” ou “tt”.   
Teste U de Mann-Whitney, p >  0,05. Os resultados foram ajustados para comparações múltiplas. 
Complexos microbianos:          azul            roxo            amarelo           verde          laranja           vermelho          outros  
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5. DISCUSSÃO 
 

O caráter infeccioso da periodontite crônica já está bem estabelecido na 

literatura (Page, 1986; MacFarlane et al., 1988; Socransky et al., 1991; Socransky & 

Haffajee, 1994; Moore & Moore, 1994; Haffajee & Socransky, 1994; Zambon, 1996; 

Kornman et al., 1997; Albandar et al., 1997; Socransky et al., 1998; Yano-Higuchi et 

al., 2000; Klein & Gonçalves, 2003; Kumar et al., 2003; Nishihara & Koseki, 2004; 

Mayanagi et al., 2004; Socransky & Haffajee, 2005; Sakamoto et al., 2005). Porém, 

os níveis e prevalências destes patógenos em indivíduos periodontalmente 

saudáveis ainda não estão totalmente definidos. É importante destacar que estudos 

recentes têm demonstrado que a composição da microbiota subgengival de 

indivíduos com doença periodontal (Haffajee et al., 2004; Sanz et al., 2000) ou 

periodontalmente saudáveis (Haffajee et al., 2005) podem variar substancialmente 

entre diferentes países. Adicionalmente, sabe-se que diversos fatores ou indicadores 

de risco, como o polimorfismo no gene do receptor da vitamina D (VDR) podem 

favorecer o desenvolvimento da doença periodontal e também deve-se considerar a 

possível variação entre as diversas populações (Hennig et al., 1999; Sun et al., 

2002; Inagaki et al., 2003; Brito Jr. et al., 2004; Tachi et al., 2003). 

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi comparar a composição da 

microbiota subgengival e avaliar e comparar a presença de polimorfismo (TaqI) no 

gene do receptor da vitamina D (VDR) em indivíduos periodontalmente saudáveis e 

com periodontite crônica.  

Alguns estudos em populações periodontalmente saudáveis incluem 

indivíduos jovens (Tanner et al., 1998; Ximenez-Fyvie et al., 2000(a); Avila-Campos 

& Velásquez-Melendez, 2002; Mayanagi et al., 2004; Haffajee et al., 2005), o que 

pode levantar dúvidas sobre as possíveis diferenças observadas, uma vez que 

existe a possibilidade desses sujeitos desenvolverem periodontite quando 

alcançarem idade mais avançada. A inclusão de indivíduos dentro da mesma faixa 

etária (> 30 anos), realizada no presente estudo, minimiza este problema. Porém, 

torna-se necessário uma maior flexibilização dos critérios de inclusão para viabilizar 

a seleção da amostra. Como a probabilidade de indivíduos com mais de 30 anos de 

idade, mesmo os periodontalmente saudáveis, terem algum sítio com retração, foi 

aceito um nível de inserção de até 5 mm em no máximo 2 sítios por indivíduo. 
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Porém, a medição de profundidade à sondagem máxima para a inclusão foi de até 4 

mm. 

A análise dos parâmetros clínicos mostrou que os critérios de inclusão 

utilizados neste estudo foram satisfatórios no sentido de diferenciar de forma precisa 

os indivíduos com saúde ou doença periodontal, dentro de uma faixa etária 

semelhante (41,10 + 8,5 e 42,03 + 6,2, respectivamente). O grupo Saudável mostrou 

todos os parâmetros clínicos compatíveis com saúde periodontal, e 

significativamente inferiores ao grupo Periodontite, incluindo profundidade à 

sondagem, nível clínico de inserção, sangramento à sondagem, sangramento 

gengival, índice de placa visível e supuração.  

 

Aspectos Microbiológicos 

A comparação entre os dois grupos mostrou uma quantidade total 

significativamente maior dos microrganismos avaliados nos indivíduos com 

periodontite crônica em comparação aos indivíduos periodontalmente saudáveis 

(Figura 8 e 9).  Estes resultados eram esperados, uma vez que o grupo Periodontite 

apresentou uma maior média de profundidade à sondagem, e conseqüentemente 

uma maior área de superfície dental para acúmulo de biofilme e um ambiente mais 

favorável. As 3 espécies do complexo vermelho estavam reduzidas nos indivíduos 

saudáveis, em comparação com os doentes. T. denticola foi encontrado em níveis 

extremamente baixos nos indivíduos sem doença periodontal. Esses dados estão 

em concordância com outros estudos que avaliaram a composição da microbiota 

subgengival de indivíduos brasileiros (Carvalho et al., 2005; Colombo et al., 2002; 

Avila-Campos & Velásquez-Meléndez, 2002). 

Haffajee et al. (1998) e Ximenez-Fyvie et al. (2000a), utilizando o 

Checkerboard DNA-DNA hybridization e as mesmas sondas de DNA do presente 

estudo, também observaram níveis bacterianos bem mais baixos em indivíduos 

americanos periodontalmente saudáveis quando comparados com pacientes com 

periodontite crônica ou em fase de manutenção periodontal. Em 1998, Tanner et al. 

utilizaram cultura e sondas de DNA e avaliaram a microbiota de indivíduos 

americanos sem evidência de doença periodontal e observaram contagens inferiores 

de P. gingivalis e T. forsythia às detectadas no presente estudo. Utilizando cultura 

microbiana, van Winkelhoff et al. (2002) observaram que T. forsythia e P. gingivalis 

foram encontrados em freqüência e com número de Unidades Formadoras de 
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Colônias bem inferiores em indivíduos holandeses saudáveis (47,9%, 44,2 UFC e 

10,6%, 152,6 UFC, respectivamente) em comparação a indivíduos com periodontite 

de moderada a severa (90,5%, 409,9 UFC/ 59,5 % e 2365,7 UFC, respectivamente). 

As proporções dos complexos microbianos no presente estudo (Figura 11) 

foram profundamente distintas entre os dois grupos, demonstrando que as 

diferenças entre a microbiota dos indivíduos saudáveis e com periodontite não são 

apenas quantitativas, ou seja, na quantidade total de microrganismos, mas também 

na composição do biofilme.  A média de proporção do complexo vermelho foi de 

4,8% nos saudáveis em comparação com 30,2% nos indivíduos com periodontite. Já 

o grupo azul, composto pelas espécies benéficas de Actinomyces, mostrou um 

padrão oposto, 45,4% nos saudáveis e 10,7% nos indivíduos com periodontite.  Os 

grupos azul, amarelo, verde e roxo somaram um total de 70,2% nos saudáveis e 

25,7% nos doentes, enquanto que a soma das proporções dos patógenos dos 

complexos vermelho e laranja foi de 27,1% e 64,2%, respectivamente. Haffajee et al. 

(2005) obtiveram dados semelhantes para indivíduos suecos e americanos 

periodontalmente saudáveis, sendo que esses autores detectaram uma menor 

proporção de espécies do complexo vermelho naquelas populações quando 

comparadas com o este estudo. 

É importante destacar que todas as espécies bacterianas analisadas nas 

amostras de biofilme subgengival estavam presentes nos dois grupos, assim como 

em outros estudos que utilizaram as mesmas sondas de DNA aqui empregadas 

(Haffajee et al., 1998; Haffajee et al., 2004; Haffajee et al., 2005; Ali et al., 1997, 

Carvalho et al., 2005). No geral, o percentual de sítios colonizados pelas espécies 

bacterianas aqui avaliadas foi bem elevado nos indivíduos com periodontite. Já nos 

indivíduos saudáveis essas prevalências foram todas mais baixas e mais 

diversificadas (Figura 10). Os microrganismos encontrados em maior prevalência 

nos saudáveis foram aqueles relacionados à saúde periodontal, como diversas 

espécies de Streptococcus, Actinomyces e Capnocytophaga, além de V. parvula. 

Por outro lado, os periodontopatógenos foram as espécies encontradas em menores 

prevalências. P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, A. actinomycetemconitans, C. 

rectus, E. nodatum, M. micros, S. constellatus e T. socranskii são exemplos de 

espécies detectadas em menos de 25% dos sítios avaliados. Algumas espécies de 

Fusobacterium estavam em prevalências altas nos saudáveis. Porém, é importante 

salientar que os microrganismos fusiformes são encontrados no biofilme subgengival 
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de praticamente todos os indivíduos. Apesar de fazerem parte do complexo laranja, 

são espécies consideradas extremamente comuns na cavidade oral (Socransky & 

Haffajee, 1994). Colombo et al. (2002) e Klein & Gonçalves (2003) também 

estudaram indivíduos brasileiros periodontalmente saudáveis. Colombo et al. (2002) 

encontraram que 41% dos sítios de indivíduos com periodontite e 25% dos 

periodontalmente saudáveis estavam colonizados por A. actinomycetemcomitans. 

No presente estudo essa espécie foi encontrada em 88% dos sítios dos indivíduos 

com periodontite e 7% dos sítios saudáveis. Os patógenos do complexo vermelho, 

P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola, estavam em prevalências semelhantes 

(12%; 18% e 9%, respectivamente) em comparação com o estudo de Colombo et al. 

(2002)(aproximadamente 17%, 12% e 5%, respectivamente). Essas diferenças 

podem ter ocorrido pelo fato dos indivíduos saudáveis do presente estudo terem 

apresentado uma média de idade maior, de 41 anos, em comparação com o estudo 

de Colombo et al. (2002), que foi de 34 anos.  Klein & Gonçalves (2003) não 

detectaram a presença de T. forsythia em nenhum sítio saudável (sem inflamação ou 

perda de inserção) de indivíduos periodontalmente saudáveis em uma população 

brasileira. Por outro lado, essa espécie foi detectada de 70 a 100% dos sítios de 

indivíduos com periodontite moderada ou severa. P. gingivalis foi detectada em 

apenas uma amostra do grupo de saudáveis e de 40 a 90% dos sítios dos grupos de 

periodontite crônica moderada e severa, respectivamente.  

Ximenez-Fyvie et al. (2000a) também relataram que a maior parte dos 

periodontopatógenos estava em prevalência baixa em indivíduos americanos com 

saúde periodontal. Porém, o percentual de sítios colonizados por algumas dessas 

espécies, incluindo as do complexo vermelho, foi ligeiramente menor do que o 

percentual observado no presente estudo. Utilizando PCR, Mayanagi et al. (2004) 

relataram uma freqüência particularmente alta de T. denticola em indivíduos 

japoneses com saúde periodontal, por volta de 75%. Esses resultados divergem de 

todos os outros estudos acima descritos.  

Diversos estudos na literatura demonstraram um aumento relativo na 

média de contagem, proporção ou prevalência de patógenos periodontais, 

principalmente os que compõem o complexo vermelho, nos indivíduos com 

periodontite em comparação com aqueles periodontalmente saudáveis (Dáhlen et 

al., 1992, Moore & Moore, 1994; Riviere et al., 1996; Ali et al., 1997, Tanner et al., 

1996; Tanner et al.,1998; Avila-Campos & Velásquez-Melendez, 2002; Haffajee et 
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al., 1998; Ximenez-Fyvie et al., 2000a). Porém, assim como no caso da periodontite 

crônica (Haffajee et al., 2004), parece existir diferenças na composição da microbiota 

de indivíduos periodontalmente saudáveis entre as diversas populações, como foi 

mostrado por Haffajee et al. (2005) entre suecos e americanos. Apesar de que 

poucos estudos deste tipo tenham sido realizados em população brasileira, os dados 

destes estudos e da presente investigação sugerem uma maior concentração de 

patógenos periodontais nos indivíduos saudáveis brasileiros do que nos de outros 

países (Colombo et al., 2002; Avila-Campos & Velásquez-Melendez, 2002; Klein & 

Gonçalves, 2003). Este resultado pode ser devido à própria seleção dos indivíduos 

dos estudos, que normalmente apresentam um grau mais avançado de doença nos 

países em desenvolvimento. Isso provavelmente ocorre pelo fato destes indivíduos 

terem menos acesso ao tratamento odontológico, e na maioria das vezes, quando 

entram no estudo, não receberam nenhuma forma de terapia periodontal anterior. 

 

Aspectos genéticos 

Alguns estudos têm mostrado que polimorfismos em genes específicos 

podem influenciar a suscetibilidade à doença periodontal. Os primeiros estudos 

neste sentido mostraram uma associação entre polimorfismo no gene da IL-1, uma 

citocina inflamatória, e severidade de doença periodontal (Kornman et al., 1997; 

McDevitt et al., 2000) ou aumento no sangramento à sondagem (Lang et al., 1999). 

Outros polimorfismos também têm sido estudados. Entre eles está o do receptor da 

vitamina D (Vitamin D Receptor-VDR), devido ao envolvimento desta vitamina com o 

metabolismo ósseo (Hennig et al., 1999; Sun et al., 2002; Uygur et al., 2002; Inagaki 

et al., 2003; Tachi et al., 2003; Brito Jr et al., 2004; Brett et al., 2005). 

A letra utilizada para determinar os alelos provenientes da TaqI é a letra T 

e tem sido um consenso na literatura, que o alelo que apresentar letra maiúscula 

(“T”) indicará a ausência dos sítios de reconhecimento das enzimas de restrição 

(polimorfismo), e a minúscula (“t”) indicará sua presença (Hennig et al., 1999; Sun et 

al., 2002; Uygur et al., 2002;  Inagaki et al., 2003; Tachi et al., 2003; de Brito Jr et al., 

2004; Brett et al., 2005).  

No presente estudo observou-se uma diferença estatisticamente 

significativa entre a distribuição dos genótipos “TT”, “Tt” e “tt” nos dois grupos, 

Saudável e Periodontite. O genótipo “TT” foi o mais prevalente nos indivíduos 

periodontalmente saudáveis, e o genótipo “Tt” nos indivíduos com periodontite 
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crônica. Já o genótipo “tt” foi encontrado em poucos indivíduos, somente 10 dos 60 

indivíduos, sendo 5 saudáveis e 5 com periodontite. Resultados bem semelhantes 

foram obtidos por Brito Jr. et al. em 2004, também em uma população brasileira. Os 

autores analisaram haplótipos do gene do VDR (BsmI e TaqI) em 69 indivíduos com 

periodontite crônica e 44 periodontalmente saudáveis e encontraram associação 

com doença periodontal. Assim como no presente estudo, o genótipo “Tt” estava 

mais prevalente no grupo com periodontite crônica e o genótipo “TT” nos saudáveis. 

Indivíduos que apresentavam alguma forma de alelo “t” (genótipo “Tt” ou “tt”) foram 

2,4 vezes mais suscetíveis em desenvolver periodontite crônica (Odds Ratio- OR = 

2,4; 95% CI= 1,10 – 5,21). Vale ressaltar que o genótipo “tt” também foi encontrado 

em poucos indivíduos no estudo de Britto Jr. et al. (2004), 6 indivíduos saudáveis e 5 

com periodontite crônica. Devido a baixa prevalência do genótipo “tt” e a sua falta de 

associação com doença ou saúde periodontal, no presente estudo foi feito o cálculo 

de OR comparando-se apenas os genótipos “TT” e “Tt”, e foi encontrada uma 

relação estatisticamente significativa, com um OR de 4,57 para os indivíduos com o 

genótipo “Tt” apresentarem doença periodontal crônica.  

Esses dados estão de acordo com estudos realizados em outras 

populações (Hennig et al. 1999, Sun et al., 2002, Inagaki et al., 2003). Sun et al. 

(2002), avaliaram 24 indivíduos com periodontite crônica, 37 indivíduos chineses 

com periodontite agressiva e 30 periodontalmente saudáveis. O genótipo “tt” não foi 

encontrado em nenhum indivíduo. A freqüência de detecção do genótipo “Tt” foi 

significativamente maior nos pacientes com periodontite agressiva (24,3%) do que 

nos pacientes com periodontite crônica (4,2%) ou saudáveis (5,1%). Os autores 

relataram que a freqüência do alelo “t” também foi significativamente maior em 

indivíduos com periodontite agressiva.  

Hennig et al. (1999) estudaram um grupo de 69 indivíduos com 

periodontite agressiva e 72 periodontalmente saudáveis, de herança caucasiana, e 

observaram que a presença do alelo “t” no gene do VDR aumenta significativamente 

o risco de desenvolvimento de doença periodontal agressiva. A distribuição 

genotípica “TT”, “Tt” e “tt” para o grupo com periodontite agressiva foi de 7 (35%), 5 

(25%) e 8 (40%), respectivamente; e para o grupo controle foi de 31 (43,1%), 36 

(50%) e 5 (6,9%). Os autores mostraram uma associação significativa entre a 

prevalência do alelo “t” e o grupo com periodontite agressiva (p= 0,017). Indivíduos 

com o genótipo “tt” estariam aproximadamente 9 vezes mais suscetíveis a 
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desenvolver periodontite agressiva do que os indivíduos heterozigotos (Tt) ou 

homozigotos (TT).  

O presente estudo não observou essa associação com o genótipo “tt” e 

periodontite, mas sim com o genótipo “Tt”. Porém, é importante ressaltar que o 

genótipo “tt” apresenta uma prevalência muito baixa. Um aumento no tamanho da 

amostra talvez pudesse ter revelado uma associação maior entre periodontite 

crônica e o genótipo “tt” ou o alelo “t”.  

Resultados distintos foram obtidos por Tachi et al. (2003), em população 

japonesa e por Brett et al. (2005), em uma população de ingleses. Tachi et al. (2003) 

estudaram 168 indivíduos japoneses entre 35 e 65 anos e encontraram uma relação 

entre o polimorfismo no gene do VDR (genótipo “TT”) e periodontite. Os autores 

sugeriram que o genótipo “TT” e o alelo “T” levariam à um aumento na 

suscetibilidade à periodontite crônica. Brett et al. (2005), estudaram uma população 

britânica e também observaram que o genótipo “TT” esteve mais prevalente nos 

casos de doença periodontal crônica. 

Uma possível explicação para essas diferenças pode ser o fato dos 

trabalhos terem sido realizados em diferentes grupos étnicos, pois o efeito genético 

pode variar de um grupo étnico para outro (Armitage et al., 2000). Um exemplo deste 

fato foram os estudos sobre polimorfismos no gene da IL-1, que obtiveram 

resultados diferentes para japoneses (Armitage et al., 2000) e caucasianos 

(Kornman et al., 1997). Porém, uma vez que ainda existem na literatura divergências 

em relação à associação dos diferentes genótipos (TT, Tt e tt) relacionados ao 

polimorfismo do gene do VDR (TaqI) e periodontite, seria importante que outros 

estudos, envolvendo diferentes populações e com amostras maiores, fossem 

realizados.  

 

Considerações finais 

No presente estudo foram abordados 2 aspectos importantes da condição 

periodontal do indivíduo: a composição da microbiota do biofilme subgengival e o 

polimorfismo do gene do receptor da vitamina D, ambos em saúde e doença 

periodontal.  

Os resultados do presente estudo mostraram que a composição da 

microbiota de indivíduos brasileiros periodontalmente saudáveis e com periodontite 

crônica é completamente distinta. Foi encontrada uma forte associação entre certos 
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periodontopatógenos, como os do complexo vermelho e algumas espécies do 

complexo laranja, com o grupo Periodontite, enquanto que essas espécies estiveram 

em baixas proporções, níveis e prevalência nos indivíduos periodontalmente 

saudáveis.  Por outro lado as espécies e complexos microbianos compatíveis com o 

hospedeiro, como espécies de Streptococcus, Actinomyces e Capnocytophaga, 

estavam em níveis e proporções mais altos nos indivíduos periodontalmente 

saudáveis. Em relação ao polimorfismo do gene do VDR observou-se um maior risco 

de desenvolvimento de doença periodontal crônica em indivíduos que apresentaram 

o genótipo “Tt”, enquanto que o genótipo “TT” foi mais associado à saúde 

periodontal. A confirmação da influência deste e outros polimorfismos no risco à 

doença periodontal pode ter papel importante na prevenção e tratamento dessas 

doenças, nos sentido de um acompanhamento mais regular desses indivíduos ou na 

instituição de terapias antiinfecciosas mais específicas, direcionadas para aqueles 

de maior risco.  
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6. CONCLUSÕES 
 

• Os perfis de colonização microbiana de indivíduos brasileiros 

periodontalmente saudáveis e com periodontite crônica são distintos. 

 

• O grupo Saudável apresentou níveis e proporções mais altos de 

espécies e grupos de espécies compatíveis com saúde, e mais baixos de 

periodontopatógenos, principalmente os do complexo vermelho. 

 

• O genótipo “Tt” mostrou uma maior associação com a doença 

periodontal, enquanto que o “TT” com a condição de saúde.  

 

• Não houve diferença na composição da microbiota subgengival entre 

os genótipos do VDR (TaqI) avaliados, tanto no grupo Saudável quanto no grupo 

Periodontite. 
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 ANEXOS  

ANEXO A 

TERMO  DE  CONSENTIMENTO  LIVRE  E  ESCLARECIDO 

 Por esse instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais, que eu 

(nome) ______________________________________________________ , (nacionalidade) 

______________________, (profissão) __________________________ , portador do R.G. 

_______________________, C.I.C._____________________, residente e domiciliado à 

Rua _______________________________________________ , telefone ______________, 

na cidade de _______________________ , Estado de _______________________ , 

concordo em participar da pesquisa Perfil microbiológico e polimorfismo no gene do 
receptor da vitamina D em indivíduos com periodontite crônica. Estou ciente que 

essa pesquisa pretende identificar os microrganismos (bactérias) presentes na placa 

dentária de indivíduos com doença periodontal e outros sem doença periodontal. Além 

disso, também estudará a influência da defesa do hospedeiro na progressão da doença 

periodontal. A doença periodontal é a inflamação das gengivas e pode levar até a perda dos 

dentes. É causada pela presença de placa dentária, uma camada localizada na superfície 

dos dentes e composta por microrganismos (bactérias) que causam a inflamação das 

gengivas. Para participar desse estudo é necessário estar com boa saúde geral, não ter 

sofrido tratamento nas gengivas, nem tomado antibióticos ou utilizado bochechos nos 

últimos 6 meses, e quando mulheres, não estar grávida ou amamentando. Esta pesquisa 

avaliará dois grupos de indivíduos: com a doença periodontal e sem a doença periodontal. 

 Os participantes serão submetidos a um exame completo dos dentes e das gengivas 

que será efetuado por profissionais formados em Odontologia, sob a supervisão de 

professores na Clínica Odontológica da UnG. Nesta oportunidade, amostras de placa 

dentária serão coletadas por meio de curetas odontológicas estéreis, para a realização do 

exame microbiológico e identificação dos microrganismos envolvidos na doença periodontal, 

sendo uma amostra de cada dente presente na boca. Para a avaliação de fatores da defesa 

do hospedeiro (polimorfismo do receptor da vitamina D), o indivíduo deverá realizar um 

bochecho com uma solução de glicose para a coleta de células epiteliais.  
Guarulhos, ____ de ___________ de 200 _ . 

 

_________________________________                       ________________________________ 

         Assinatura do Voluntário                                             Dra. Magda Feres – CRO-SP 77.854 

                                                                       Pesquisador Responsável 
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(continuação) 

Os procedimentos são simples, não oferecem risco além de leve incômodo na 

gengiva durante a realização do exame clínico e coleta de placa dentária. Os benefícios 

recebidos serão os seguintes: todos os indivíduos participantes deste estudo receberão 

informações sobre a importância da higiene oral para a saúde geral do indivíduo. O 

tratamento da infecção periodontal está garantido na Clínica Odontológica da UnG para os 

participantes do estudo. Indivíduos que necessitarem de outros tratamentos serão 

encaminhados às diferentes especialidades na Clínica de Graduação.  

Recebi todas as informações sobre a minha participação nesse estudo, e a garantia 

de novos esclarecimentos que julgar necessários durante o decorrer da pesquisa. Também 

fui informado sobre os benefícios e possíveis riscos inerentes ao tratamento odontológico 

convencional, assim como, todos os passos desse experimento serão realizados por 

profissionais com experiência e acompanhados por um Pesquisador Responsável. 

 Tomei conhecimento de que não terei custos extras e que tenho plena liberdade para 

recusar a participação na referida pesquisa a qualquer momento, sem penalização alguma. 

Autorizo, para os devidos fins, o uso, a divulgação e a publicação dos dados e resultados 

obtidos do relatório geral da pesquisa. Recebi a garantia do sigilo que assegura a 

privacidade dos participantes do estudo, uma vez que os dados obtidos são confidenciais. 

 Por estar de pleno acordo com o presente termo, assino abaixo o mesmo. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                       Guarulhos, ____ de ___________ de 200 _ . 

 

 

________________________________                ________________________________ 

              Assinatura do Voluntário                                Dra. Magda Feres – CRO-SP 77.854          

                                                                                              Pesquisador Responsável                           

 

Contato com o Pesquisador Responsável: 

Telefone: 6464.1769   
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ANEXO B 
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ANEXO C 
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