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RESUMO 
 

 

 

 

Pelo fato da periodontite ser uma doença inflamatória e infecciosa, a resposta imune 

pode resultar em uma mudança na população leucocitária presente na saliva, quando 

comparada a resposta de indivíduos periodontalmente saudáveis. Até o presente, a 

imunofenotipagem por citometria de fluxo não havia sido utilizada para investigar padrões 

imunológicos em amostras de saliva provenientes de indivíduos com processos bucais 

inflamatórios. O objetivo do presente estudo foi avaliar, pela técnica de citometria de fluxo, a 

frequência de linfócitos T, linfócitos B, células natural killer bem como a frequência da 

população de leucócitos na saliva de indivíduos com ou sem periodontite crônica. 

Paralelamente, foram determinados, por Dot-ELISA, os títulos das imunoglobulinas totais das 

classes A, G e M presentes na saliva destes indivíduos, além da detecção de sete patógenos 

periodontais, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, 

Prevotella intermedia, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus e Prevotella nigrecens, 

pela PCR. Pela técnica de imunofenotipagem foi observado que os pacientes com periodontite 

crônica apresentaram maior frequência de leucócitos - p=0,0007 (50,43% ± 5,1) e de 

linfócitos B - p=0,0059 (50,93% ± 6,1) em relação aos indivíduos sem doenças bucais 

(22,69% ± 0,19 e 13,9% ± 2,6, respectivamente). Um aumento não significativo nos títulos de 

IgG também foi observado nos indivíduos com periodontite crônica, além de maior frequência 

de patógenos periodontais. Estes resultados demonstram que a citometria de fluxo pode ser 

uma ferramenta eficaz para determinação do perfil leucocitário, proveniente de amostras de 

saliva de pacientes com periodontite crônica e indivíduos periodontalmente saudáveis. 

 

  

 

Palavras chave: Diagnóstico; Periodontite; Microbiologia; Caracterização celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

 

 
Because periodontitis is an infectious and inflammatory oral disease, the immune 

response may cause the leukocyte population in saliva of individuals with this condition to be 

different from that of periodontally healthy individuals. To date, flow cytometric 

immunophenotyping has not been used to investigate immune patterns in saliva samples from 

individuals with inflammatory processes in the oral cavity. The objective of this study was to 

use flow cytometry technique to evaluate the frequency of T lymphocytes, B lymphocytes, 

natural killer cells and the total leukocyte population in the saliva of individuals with or 

without chronic periodontitis. In parallel, total IgA, IgG and IgM titers in saliva were 

determined by Dot-ELISA besides the detection of seven periodontal pathogens, 

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella 

intermedia, Eikenella corrodens, Campylobacter rectus and Prevotella nigrecens, by PCR. 

Cell immunophenotyping revealed that patients with chronic periodontitis had a higher 

frequency of total leukocytes - p=0.0007 (50.43% ± 5.1) and B lymphocytes - p=0.0059 

(50.93% ± 6.1) than individuals without oral diseases (22.69% ± 0.19 and 13.9% ± 2.6, 

respectively). A non-significant increase in IgG titers was also observed in subjects with 

chronic periodontitis and a higher frequency of periodontal pathogens. These results show that 

flow cytometry could be an effective tool for determining leukocyte profiles in saliva samples 

from patients with chronic periodontitis and from periodontally healthy subjects. 

 

 

 

 

Key words: Diagnosis; Periodontitis; Microbiology; Cellular characterization. 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

O periodonto constitui os tecidos de suporte e proteção dos dentes (mucosa alveolar, 

gengiva, epitélio juncional, inserção conjuntiva, osso alveolar, ligamento periodontal e 

cemento) (Fig.1) e sofre determinadas alterações com a idade e, além disso, está sujeito a 

alterações morfológicas relacionadas a modificações funcionais e no meio bucal (LINDHE et 

al., 2005). 

 

Figura 1. Anatomia do periodonto clinicamente saudável. 

 Fonte: WOLF; HASSELL, 2008. 

 

A periodontite é uma doença inflamatória dos tecidos de sustentação dos dentes 

(Fig.2,3). É causada por diversos micro-organismos e leva à destruição do osso alveolar, 
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ligamento periodontal e cemento, ocasionando mobilidade dentária e, frequentemente, perda 

dentária (CARRANZA et al., 2004; LINDHE et al., 2005).  

 

 

Figura 2. Periodontite. 

Fonte: WOLF;HASSELL, 2008. 

 

Existe uma discrepância significativa na prevalência de periodontite entre populações 

jovens, adultas e idosas de diferentes regiões geográficas. Indivíduos africanos apresentam 

maior prevalência de periodontite, seguidos pelos hispânicos e asiáticos. A relação entre 

estado periodontal e características sócio econômicas também pode ser observada, sendo a 

doença mais grave em populações mais pobres, sem acesso a tratamento periodontal 

adequado. A susceptibilidade à doença periodontal nestas populações parece, ainda, ser 
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agravada pela presença de fatores de risco biológicos que aumentam a predisposição à doença 

(ALBANDAR; RAMS, 2002 APUD SILVA, 2007). 

Pela utilização dos critérios de gravidade da doença periodontal estabelecidos pelo 

Workshop Internacional de 1999, a prevalência estimada para periodontite grave variou entre 

6%, no Canadá, em indivíduos ≥ 19 anos (BROTHWELL; GHIABI, 2009), 19%, na França, 

em indivíduos ≥ 35 anos (BOURGEOIS et al., 2007), 43% (DALLA VECCHIA et al., 2005), 

50% em indivíduos com idade ≥ 30 anos e 92%, em indivíduos ≥ 70 anos, no Brasil (SUSIN 

et al., 2004) e aproximadamente 19% em indivíduos com idades entre 35 a 44 anos, em outro 

estudo também realizado no Brasil recentemente (BRASIL, 2010). Estes dados indicam que, 

em comparação ao Canadá e França, no Brasil, há prevalência similar ou mesmo maior de 

periodontite generalizada grave, apesar de que os números referentes ao estudo publicado em 

2004, não representam a população total de brasileiros. Além disso, em relação às diferentes 

prevalências encontradas nos dois estudos realizados no Brasil, vale ressaltar que as pesquisas 

epidemiológicas sobre doenças periodontais ainda encontram grandes obstáculos – os critérios 

não uniformes ou subjetivos para classificação da doença além da variabilidade de definições 

do fenótipo de periodontite. 

A periodontite crônica é a forma mais comum de periodontite. Esta doença tem início 

após gengivite, durante ou logo após a puberdade em indivíduos suscetíveis, mas sinais, como 

a reabsorção óssea aparente com formação de bolsa periodontal e perda de inserção clínica só 

são observados em longo prazo. Embora a periodontite crônica tenha início e continuidade 

pelo acúmulo de biofilme subgengival compatível com o grau de destruição tecidual (Fig.3), 

mecanismos de defesa do hospedeiro, hábitos, fatores sistêmicos e sociais (Fig.4) exercem 

papel fundamental na patogenia e susceptibilidade à doença (LINDHE et al., 2005). O curso 

de progressão da periodontite crônica é lento a moderado, no entanto períodos de destruição 

mais rápidos podem ser observados, especialmente quando a periodontite for modificada por 
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fatores locais, sistêmicos e/ou ambientais. A periodontite crônica é mais prevalente em 

adultos, especialmente naqueles acima de 30 anos de idade, contudo pode ser observada em 

crianças também. A doença pode ocorrer localizada ou generalizadamente, quando menos ou 

mais de 30% das áreas avaliadas demonstram perda óssea ou de inserção, respectivamente. A 

periodontite crônica, ainda, pode ser descrita como leve, moderada ou grave, dependendo da 

perda de inserção existente. Perdas de inserção clínica de 1 a 2 mm são classificadas como 

periodontite crônica leve, perdas de inserção de 3 a 4 mm como periodontite crônica 

moderada e perda de inserção maior ou igual a 5 mm como periodontite crônica grave 

(CARRANZA et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Periodontite crônica oriunda de acúmulo de biofilme periodontopatogênico. 

Fonte: WOLF; HASSELL, 2008. 
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Figura 4. Etiologia da periodontite. 

Fonte: WOLF; HASSELL, 2008.  

 

A resposta imunológica primária, na periodontite crônica, ocorre após a colonização 

do sulco gengival por patógenos periodontais. Os periodontopatógenos estimulam, dentre 

outros mediadores inflamatórios, a produção de citocinas e quimiocinas pelo epitélio 

gengival, que resulta na expressão de moléculas de adesão, aumento na permeabilidade dos 

capilares gengivais e quimiotaxia para neutrófilos, do epitélio juncional para o sulco gengival. 

Esta resposta inicial, com a produção de citocinas e quimiocinas específicas, promove a 

migração de um infiltrado inflamatório composto por células T perivasculares e macrófagos 

no tecido conjuntivo (Fig.5) (FORD et al., 2010). 
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Figura 5. Patogênese da doença periodontal. Estágios iniciais. 

Fonte: WOLF; HASSELL, 2008. 

 

 

Caso a resposta imunológica celular não consiga controlar a infecção, ocorre o 

recrutamento de células B que se diferenciam em plasmócitos (Fig.6). Os plasmócitos 

produzem anticorpos que podem conferir proteção aos tecidos periodontais, controlando o 

processo infeccioso, ou ainda, ocasionar efeitos deletérios, destruindo o tecido conjuntivo e 

promovendo reabsorção do osso alveolar. A efetividade dessa resposta varia entre indivíduos 

e demonstra importância na determinação da susceptibilidade à doença (FORD et al., 2010). 
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Figura 6. Patogênese da doença periodontal. Estágios tardios. 

Fonte: WOLF; HASSELL, 2008. 

 

O sistema imunológico inato reconhece os micro-organismos invasores por meio de 

receptores de reconhecimento de padrões associados aos patógenos, por exemplo, os 

receptores semelhantes ao Toll (TLR). Dentre os 10 TLR humanos identificados, o TLR-2 e 

TLR-4 foram os mais estudados (FORD et al., 2010). Segundo Lien e colaboradores (1999), o 

TLR-2 tem maior afinidade por componentes celulares bacterianos como peptideoglicano e 

lipoproteínas, já o TRL-4 juntamente com as proteínas de superfície celular CD14 e MD-2, 

reconhecem especificamente o lipopolissacarídeo (LPS) presente na parede celular das 

bactérias Gram-negativas (YOSHIMURA et al., 2002). Os componentes da parede celular 
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bacteriano estimulam (via TLR-2 e 4) a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β e 

TNF-α pelo hospedeiro. Estas citocinas induzem a reabsorção óssea e a produção de 

metaloproteinases da matriz (MMP). Em tecidos com infecção periodontal crônica, são 

detectados ambos TLR-2 e TLR-4, enquanto, em tecidos periodontalmente saudáveis há 

apenas baixa expressão de TLR-2 (REN et al., 2005). Atualmente, está bem estabelecida a 

relação entre a progressão da doença periodontal crônica e diversos fatores, como: a presença 

do patógeno periodontal, altos níveis de citocinas pró-inflamatórias, MMP e PGE2, além de 

baixos níveis de citocinas inibitórias do processo inflamatório (IL-10 e TGF-β) e inibidores 

teciduais das MMP (TIMP). A susceptibilidade e extensão da destruição tissular parecem ser 

determinadas pelo complexo equilíbrio das citocinas produzidas pela presença de inúmeras 

associações entre micro-organismos periodontais (FORD et al., 2010). 

 

1.1 Diagnóstico da Doença Periodontal 

Métodos tradicionais de diagnóstico das doenças periodontais incluem a avaliação de 

parâmetros clínicos e radiográficos. Embora de relevante importância, estes parâmetros 

apenas permitem uma perspectiva histórica da doença. A utilização de fluidos bucais para o 

diagnóstico laboratorial da doença permite o estabelecimento de um prognóstico mais 

fidedigno, além do monitoramento do tratamento e serve como um indicador de risco ao 

desenvolvimento da periodontite. Pela análise da saliva e do fluido gengival pode ser 

verificada a presença de leucócitos, de mediadores inflamatórios oriundos da resposta do 

hospedeiro, bem como, de marcadores específicos da reabsorção óssea (NÓBREGA, 2008). 

 

1.1.1 Diagnóstico Clínico 

Anteriormente a qualquer terapia, a história atual da doença, história de doenças 

sistêmicas e dados clínicos devem ser coletados para servir de base para o diagnóstico e 
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prognóstico preliminar. O registro dos achados clássicos é de grande importância. O 

diagnóstico de periodontite deve ser feito pela técnica de sondagem de bolsa periodontal 

(Fig.7) para se verificar a profundidade de sondagem clínica, que avalia a presença ativa da 

doença. Pela utilização de uma sonda periodontal mede-se a distância entre a base do sulco 

gengival/ bolsa periodontal e a margem gengival. Caso essa distância seja maior que três 

milímetros (que é o aceitável para a profundidade clínica normal do sulco) temos o indicativo 

de bolsa periodontal, cuja presença está diretamente associada à doença periodontal 

(CARRANZA et al., 2004; LINDHE et al., 2005; WOLF; HASSELL, 2008).  

Outro parâmetro a ser avaliado é o nível de inserção clínica. Este mede a distância 

entre a base do sulco e a junção amelocementária. Mudanças no nível de inserção demonstram 

a extensão e gravidade de destruição periodontal prévia e não a atividade atual da doença. 

Além destes dados, deve-se averiguar o sangramento gengival (para avaliação do estado de 

inflamação gengival), recessão gengival, mobilidade dentária e a presença de halitose 

(LINDHE et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Técnica de sondagem de bolsa periodontal. 

Fonte: CARRANZA ET AL., 2004. 

 

1.1.2 Diagnóstico Radiográfico 

O exame radiográfico é complementar ao exame clínico periodontal (Fig.8). Auxilia 

no diagnóstico de doenças periodontais, além de contribuir na determinação do prognóstico e 
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na avaliação do resultado do tratamento. As radiografias revelam alterações no tecido 

calcificado após 30% da massa da crista óssea alveolar ter sido reabsorvida. Não revelam 

alterações nas atividades celulares atuais, mas mostram os efeitos retrógrados ocorridos no 

osso e raízes (CARRANZA et al., 2004). 

 

Figura 8. Exame radiográfico. 

Fonte: CARRANZA ET AL., 2004. 

 

1.1.3 Análise Microbiológica 

Os testes microbiológicos complementam o diagnóstico de diversos tipos de doenças 

periodontais. Servem como indicadores do início e progressão da doença e determinam os 

sítios periodontais que possuem maior risco de destruição ativa.  

Pela utilização da saliva pode ser analisado o perfil microbiológico das doenças 

periodontais, verificando-se a ocorrência de periodontopatógenos, por meio de técnicas de 

diagnóstico (por exemplo, cultura, ensaios imunobiológicos e testes biomoleculares), visto 

que esta representa o veículo de transmissão desses micro-organismos (SHIMADA et al., 

2008). 
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1.1.3.1 Cultura Bacteriana 

Dentre as técnicas utilizadas temos a cultura bacteriana, cuja principal vantagem é de 

se obter contagens relativas e absolutas das espécies cultivadas. Entretanto, este método é 

capaz de cultivar apenas bactérias viáveis. Além do mais, alguns patógenos periodontais 

como Treponema sp. e Tannerella forsytia são frágeis e difíceis de cultivar. A sensibilidade 

desse método é relativamente baixa, uma vez que os limites de detecção para os meios 

seletivos e não seletivos têm em média 10
3
 a 10

4
 bactérias; consequentemente pequenos 

números de patógenos específicos da bolsa periodontal podem não ser detectados. Uma 

vantagem da cultura é a possibilidade de realização de um antibiograma para testar a 

sensibilidade de um microrganismo a um fármaco específico (CARRANZA et al., 2004; 

WOLF; HASSELL, 2008). 

 

1.1.3.2 Imunodiagnóstico 

 Os ensaios imunobiológicos envolvem o uso de anticorpos específicos que 

reconhecem antígenos bacterianos (geralmente fímbrias, carboidratos e proteínas). Esta reação 

pode ser revelada utilizando-se uma variedade de procedimentos, tais como ensaios 

microscópicos de imunofluorescência - IFA (direta e indireta), citometria de fluxo, ensaio de 

imunoabsorção acoplado à enzima (ELISA), ensaio de membrana e aglutinação de látex 

(CARRANZA et al., 2004; WOLF; HASSELL, 2008). 

 Ensaios imunológicos para bactérias bucais podem ocasionar reações cruzadas levando 

à detecção de falso-positivos, principalmente quando anticorpos policlonais são utilizados, 

contudo, o uso de anticorpos monoclonais pode causar ocorrência de falso-negativos quando 

comparados à cultura, devido à sua alta especificidade. A maioria desses ensaios fornece uma 

estimativa quantitativa ou semi quantitativa de micro-organismos. Entretanto, estes métodos 
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geralmente demonstram limites inferiores de detecção de patógenos quando comparados à 

reação em cadeia da polimerase (PCR) (CARRANZA et al., 2004). 

 

1.1.3.3 Testes Biomoleculares 

 Testes como sonda de hibridização de DNA, PCR, testes com sondas bacterianas (IAI 

PadoTest), testes com sondas de DNA e RNA – (IAI Pado Test 4.5) têm sido utilizados. Estes 

testes podem rapidamente detectar a presença de múltiplas bactérias. As sondas são capazes 

de detectar quantidades ínfimas de células bacterianas (10
2
 a 10

4
), além de possuírem alta 

sensibilidade e especificidade (CARRANZA et al., 2004).  

 

1.2 Micro-organismos Associados à Periodontite 

Apesar de termos uma definição dos principais micro-organismos desencadeadores 

desta doença, não é incomum observamos mudanças no perfil microbiológico da doença em 

determinadas regiões geográficas. De acordo com Wolf e Hassell (2008) as bactérias que 

geralmente estão associadas à doença periodontal são, em sua maioria, gram-negativas 

anaeróbias estritas ou facultativas: Aggregatibacter actinomycetemcomitans (anteriormente 

denominadas Actinobacillus actinomycetencomitans), Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythia (previamente denominadas Bacteroide forsythus), Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, 

Parvimonas micra (anteriormente denominadas Peptostreptococcus micros), Treponema 

denticola, Selenomonas sputigea, Eubacterium sp., e algumas espécies de espiroquetas.  

Socransky e colaboradores (1998), empregando sondas de rDNA 16S, agruparam 

algumas espécies bacterianas em complexos de acordo com sua relação com a doença 

periodontal (Fig.9). Os autores demonstraram a existência de associações entre as espécies 

bacterianas estudadas, as quais foram agrupadas da seguinte forma: complexo vermelho, 
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composto por Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola; 

complexo laranja, composto por subespécies de Fusobacterium nucleatum (Fusobacterium 

nucleatum ssp. nucleatum, Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum, Fusobacterium 

nucleatum ssp. vincentii), Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens, Peptostreptococcus micros, Campylobacter showae, Campylobacter rectus, 

Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum e Streptococcus constellatus; complexo verde, 

formado por 3 espécies de Capnocytophaga (Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga 

ochracea, Capnocytophaga sputigena), Eikenella corrodens e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans sorotipo a; complexo amarelo, formado por espécies de 

Streptococcus sp. (Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, 

Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius) e complexo roxo, composto de 

Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. Espécies como Selenomonas noxia, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo b e Actinomyces naeslundii genospécie 2 

não formaram complexos com outras espécies microbianas. Este mesmo estudo demonstrou, 

ainda, a existência de relações entre os complexos, de forma que, por exemplo, o complexo 

laranja precede a colonização do complexo vermelho. Relações existentes entre certos 

complexos e aspectos clínicos da doença periodontal, também foram observadas.  

Os parâmetros de profundidade à sondagem, sangramento à sondagem e nível de 

inserção clínica, por exemplo, mostraram relação direta com a presença das espécies do 

complexo vermelho e, em certa extensão, do complexo laranja. A sequência de colonização 

por estes complexos pode determinar o surgimento de gengivite. A colonização inicial parece 

envolver membros dos complexos: amarelo, verde e púrpura. Isto conduz à sucessão 

autogênica na qual os membros dos complexos laranja e vermelho se tornam dominantes. O 

aumento na proporção destes micro-organismos, hipoteticamente, induz mudanças ambientais 

que levam à manifestação clínica de gengivite (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005). 
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Figura 9. Complexos microbianos periodontais. 

Fonte: SOCRANSKY et al., 1998. 

 

Patógenos periodontais como Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, 

Parvimonas micra, Prevotella nigrescens, Leptotrichia buccalis e Selenomonas noxia também 

são encontrados em grandes quantidades, proporções e prevalências, além dos patógenos 

associados ao complexo vermelho, na doença periodontal crônica em comparação com 

indivíduos saudáveis. A maioria dessas espécies pode ser considerada como possíveis 

patógenos periodontais e têm sido previamente associadas com a etiologia da doença 

periodontal (CHOI et al., 2000; SANZ et al., 2000; DAROUT et al., 2003; HAFFAJEE et al., 

2004; LOPEZ et al., 2004; GAJARDO et al., 2005; VAN WINKELHOFF et al., 2005). 

Alguns trabalhos (DIBART et al., 1998; SOCRANSKY et al., 1998; TANNER et al., 1998; 

SOCRANSKY, HAFFAJEE, 2005) têm referenciado sobre a participação da Selenomonas 
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noxia na etiologia da periodontite crônica. Campylobacter rectus e Parvimonas micra foram 

encontradas em altas proporções em suecos (HAFFAJEE et al., 2004) e a Prevotella 

nigrescens, em chilenos (LOPEZ et al., 2004), com periodontite crônica. Além disso, 

Eubacterium nodatum foi associada com periodontite crônica em norte-americanos com 

baixos níveis e proporções de Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia (HAFAJEE et 

al., 2006). Também é importante enfatizar que as proporções de todas as espécies 

consideradas benéficas nos complexos roxo, amarelo e verde e as espécies de Actinomyces sp. 

encontraram-se reduzidas no grupo com periodontite crônica em comparação ao grupo com 

periodonto saudável. Esse perfil de colonização foi descrito também para outras populações 

(SOCRANSKY et al., 1998; COLOMBO et al., 2002; LOPEZ et al., 2004; HAFFAJEE et al., 

2006; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006a,b).  

Em relação à periodontite agressiva, no estudo de Luba (2006), as espécies 

encontradas em altas proporções e prevalência em indivíduos com periodontite agressiva 

generalizada quando comparados a indivíduos saudáveis foram Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythia, Treponema denticola, Eubacterium nodatum e Prevotella nigrescens. 

Veillonella parvula e Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum também foram 

predominantes nas amostras de biofilme subgengival, em indivíduos com doença agressiva. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem sido apontado como um importante agente 

etiológico da periodontite agressiva localizada em brasileiros (TINOCO et al., 1997; 

CORTELLI et al., 2005) e em outras populações (ZAMBON et al., 1983; TAN et al., 2001; 

LEE et al., 2003). No estudo de Luba (2006), Aggregatibacter actinomycetemcomitans foi 

uma das espécies encontradas em níveis reduzidos, tendo colonizado apenas 5,2% dos sítios e 

representando somente 4,7% das espécies avaliadas em indivíduos com doença agressiva. 

Bragd e colaboradores (1987) e Rams colaboradores (1997) sugeriram que a Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans apresenta uma alta patogenicidade e, portanto, mesmo níveis baixos 
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dessa espécie poderiam ser danosos ao periodonto. Estes achados ratificam aqueles 

encontrados em outros estudos que reportaram baixas contagens, prevalência e proporções 

dessa espécie em indivíduos com periodontite agressiva (RAMS et al., 1997; LOPEZ et al., 

2000; TAKEUCHI et al., 2003; KAMMA et al., 2004; GAJARDO et al., 2005).  Em 2002, 

Mombelli e colaboradores fizeram uma revisão sistemática onde avaliaram 33 estudos que 

forneciam dados microbiológicos tanto de indivíduos portadores de periodontite agressiva 

como de periodontite crônica. Os autores concluíram que a presença ou não dos patógenos 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Tannerella forsythia e Campylobacter rectus não poderiam servir como forma de distinção 

entre indivíduos com periodontite crônica ou agressiva, corroborando com o estudo de Luba 

(2006), no qual foi demonstrado que a microbiota subgengival de indivíduos brasileiros com 

periodontite crônica é semelhante a dos indivíduos com periodontite agressiva generalizada, 

porém difere marcadamente da observada em indivíduos periodontalmente saudáveis. 

A associação de micro-organismos específicos com as diversas formas de periodontite 

permitiu e incentivou o desenvolvimento de métodos de diagnóstico baseados na detecção de 

uma ou mais espécies de bactérias, ou de alterações em sua proporção no biofilme (BRETZ; 

LOESCHE, 1987; LOESCHE et al., 1990). As pesquisas em Periodontia voltaram-se então 

para determinação de quais os micro-organismos, dentre as mais de 700 espécies bacterianas 

presentes na cavidade bucal (KAZOR et al., 2003), seriam os responsáveis pelo 

desenvolvimento da doença periodontal. 

A identificação dos micro-organismos periodontopatogênicos é extremamente 

relevante, pois precede a adoção de medidas eficazes na prevenção, diagnóstico e tratamento 

das doenças periodontais. A associação do biofilme subgengival às modificações 

imunocelulares nos tecidos periodontais pode contribuir para a caracterização mais precisa 

dos diversos tipos de periodontite e, no estudo proposto, da periodontite crônica. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Até o presente, a doença periodontal tem seu diagnóstico basicamente direcionado por 

parâmetros tais como: profundidade de sondagem, nível clínico de inserção, sangramento à 

sondagem e mobilidade dentária. Frequentemente, esse diagnóstico só é estabelecido a partir 

do momento em que já há dano e perda tecidual instalada.  

Uma das doenças bucais mais frequentes é a periodontite crônica. Esta doença 

acomete principalmente indivíduos adultos com má higiene bucal. Sua prevenção evita a 

perda dentária futura, além do surgimento ou agravo de doenças sistêmicas que podem estar 

associadas à periodontopatias.  Os microrganismos associados à periodontite podem variar 

dependendo de diferentes fatores, por exemplo, classificação e gravidade da doença 

periodontal. A identificação da microbiota responsável pela manifestação das doenças 

periodontais é de extrema importância, pois precede a adoção de medidas eficazes na 

prevenção e tratamento das doenças periodontais. Pelo uso da técnica de reação em cadeia da 

polimerase (PCR) poderiam ser identificadas, mesmo que em níveis extremamente reduzidos, 

as espécies de microrganismos periodontais, podendo-se avaliar o risco futuro individual da 

doença.  

A saliva constitui eficiente fonte de avaliação não invasiva da saúde bucal e geral, pois 

é constituída de biomarcadores que refletem estes indicadores. Este fluido é capaz de mostrar 

os aspectos fisiológicos envolvidos no processo de saúde e doença periodontal. Além da 

pesquisa microbiana, o conhecimento das células e de imunoglobulinas presentes na saliva de 

pacientes na fase ativa de infecção periodontal, poderá contribuir com o diagnóstico mais 

preciso, bem como prever o prognóstico da doença e identificar indivíduos com maior 

propensão ao desenvolvimento destas doenças. Também seria possível avaliar a efetividade 

da terapia periodontal, não somente por aspectos clínicos, mas laboratoriais e de maior 

exatidão.  



39 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1 Geral 

 Identificar o perfil microbiológico presente na saliva e no biofilme subgengival, bem 

como, fenotipar as células e titular as imunoglobulinas salivares, em adultos com periodontite 

crônica. 

 

3.2 Específicos 

3.2.1 Detectar a presença de patógenos periodontais no biofilme subgengival e saliva 

(Campylobacter rectus, Eiknella corrodens, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 

intermedia, Prevotella nigrescens, Tannerella forsythia e Treponema denticola).  

3.2.2 Caracterizar fenotipicamente os leucócitos totais (CD45), NK (CD56), linfócitos B 

(CD19) e linfócitos T (CD3) presentes na saliva de indivíduos com periodontite crônica; 

3.2.3 Verificar o fluxo salivar dos pacientes com periodontite crônica; 

3.2.4 Titular as imunoglobulinas das classes A, G e M presentes na saliva; 

3.2.5 Comparar os resultados obtidos nos itens anteriores com os dados provenientes de 

estudos prévios publicados na literatura científica. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Modelo de Estudo 

 

O estudo incluiu a coleta de dados epidemiológicos e das amostras de saliva e biofilme 

subgengival, além de entrevista (idade, gênero, uso de tabaco e doenças sistêmicas) com os 

participantes atendidos no período de Abril a Setembro de 2011. Com a saliva e o biofilme foi 

realizado o protocolo de reação em cadeia polimerase (PCR), visando à detecção de bactérias 

periodontopatogênicas em sítios previamente identificados clínica e radiograficamente como 

de periodontite crônica. A saliva foi utilizada para a fenotipagem das células por Citometria 

de fluxo e para as titulações das imunoglobulinas das classes A, G e M por Dot-Elisa. O 

projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas 

(UFAM) em 05/08/2010 (CAAE – 0330.0.115.000-10) (Anexo A) e obteve aprovação em 

10/11/2010. 

As amostras de saliva e biofilme foram provenientes de pacientes atendidos na clínica 

de Periodontia da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Os experimentos com as 

amostras foram realizados no Laboratório de Imunologia/ ICB, da Universidade Federal do 

Amazonas (Dot-Elisa), no Laboratório de Biodiversidade em Saúde, da Fundação Oswaldo 

Cruz - Instituto Leônidas e Maria Deane – FIOCRUZ/ Amazonas (PCR) e no Laboratório de 

Imunoparasitologia, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ (Citometria de 

fluxo). 
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4.2. Universo do Estudo 

 

4.2.1. Amostragem 

A coleta das amostras foi conduzida na Clínica de Periodontia, da Policlínica 

Odontológica da Universidade do Estado do Amazonas (UEA) e contou com a participação de 

pacientes portadores de periodontite crônica no grupo teste e de indivíduos sem evidência de 

doença periodontal, no grupo controle. Após consulta aos prontuários de pacientes com 

atendimento concluído nos períodos Junho a Dezembro de 2009 e Janeiro a Junho de 2010, 

verificou-se que a média semestral de portadores de periodontite (≥ 30 anos) atendidos da 

Clínica de Periodontia da UEA era de 30 pacientes. O cálculo amostral (n=29) foi baseado na 

média semestral de pacientes atendidos, considerando-se erro amostral de 5%, nível de 

confiança de 99%, e prevalência de 50% da doença na população de acordo com os dados da 

literatura (SUSIN et al., 2004).  

Cada grupo, inicialmente, seria composto por igual número de participantes de ambos 

os gêneros. O número de participantes previsto era de 60 indivíduos sendo 30, para cada 

grupo. Contudo, no período de Abril a Setembro de 2011, foram cadastrados, na clínica de 

Periodontia da UEA, 97 pacientes, destes, 81 foram excluídos do grupo teste por não se 

adequarem aos critérios de inclusão. Portanto, o número total de participantes, que atendiam 

aos critérios de inclusão propostos neste estudo (item 4.2.2), foi de 16 pacientes e, para 

compor o estudo, foram convidados 32 indivíduos sem evidência de doença periodontal. Vale 

ressaltar que os dezesseis pacientes (100%) aceitaram participar e que todos (pacientes e 

controles) foram individualmente informados sobre o estudo proposto e concordaram com sua 

participação na pesquisa, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

(Apêndice D). Após a coleta das amostras, todos os pacientes portadores de periodontite 
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crônica foram submetidos a tratamento periodontal e os pacientes controles, receberam 

profilaxia dental além de instruções sobre higiene bucal. 

 

4.2.2 Critérios de Inclusão. 

Para o grupo teste foram selecionados indivíduos baseando-se nos seguintes critérios: 

 Indivíduos com presença de 15 dentes, no mínimo; 

 No mínimo, seis dentes com pelo menos um sítio com profundidade de 

sondagem ≥ 4 mm e dois dentes com perda de inserção ≥ 3 mm com evidência 

radiográfica de reabsorção da crista óssea alveolar; 

 Idade ≥30 anos. 

Para o grupo controle foram selecionados indivíduos com idade ≥ 30 anos, com o 

periodonto saudável clínica e radiograficamente e, com presença de, no mínimo, 20 dentes. 

 

4.2.3 Critérios de Exclusão 

 Doenças bucais com exceção da periodontite crônica; 

 Tratamento periodontal nos últimos seis meses; 

 Uso continuado de medicamentos como antibióticos, imunomoduladores ou 

anti-inflamatórios nos últimos três meses; 

 Doenças sistêmicas que interfiram na condição periodontal (diabetes, HIV, 

desordens imunológicas, etc); 

 Gravidez; 

 Idade < 30 anos; 

 Etnias indígenas. 

4.3 Procedimentos 
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Os procedimentos realizados foram os seguintes: 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Resumo dos procedimentos realizados na pesquisa.*Dados preliminares. 

 

4.3.1 Anamnese, exame clínico e radiográfico. 

 Inicialmente os participantes foram entrevistados (Apêndice C) para se obter 

informações médicas e demográficas juntamente com os dados como idade, gênero e uso de 

tabaco. O indivíduo foi considerado não fumante se nunca tivesse fumado ou se tivesse 

parado de fumar há mais de cinco anos. 

 No exame clínico (Apêndice B) foram registrados seis sítios por dente (vestibular, 

mésio-vestibular, disto-vestibular, lingual, mésio-lingual e disto-lingual) com o auxílio de 

uma sonda periodontal de Williams (HU-FRIEDY, Brasil). Os parâmetros observados foram 

profundidade de sondagem, nível de inserção clínico, índice de placa de O’Leary (1972) e 

índice de sangramento gengival proposto por Ainamo e Bay (1975). Optamos por utilizar 

esses dados, pois indicam a situação geral do periodonto de todos os dentes e não apenas de 

alguns dos dentes previamente escolhidos como ocorre em outros índices existentes para 

levantamento epidemiológico. 
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O exame radiográfico dos sítios estudados foi feito pela técnica do paralelismo, 

utilizando posicionadores radiográficos para esse fim (JON, Brasil). 

Foram adotadas todas as medidas de biossegurança (uso de luvas, gorros, máscaras e 

aventais descartáveis, material esterilizado ou descartável, etc) exigidas para o atendimento 

odontológico bem como a utilização de medidas de radioproteção (filmes sensíveis, aventais 

de chumbo nos pacientes e biombos de chumbo para proteção dos pesquisadores) que 

minimizem os efeitos adversos oriundos da utilização de radiação ionizante para fins de 

diagnóstico. 

 

4.3.2 Coleta de saliva 

 Saliva total não estimulada foi coletada de cada indivíduo e acondicionada em um tubo 

estéril (Falcon) de 50 mL pela manhã, antes do desjejum (entre nove e dez horas da manhã) e 

sem qualquer procedimento de higiene dental prévio (escovação, uso do fio ou uso de 

colutórios bucais). A coleta de saliva durava 5 minutos. A saliva foi rapidamente aliquotada 

em microtubos estéreis do tipo Eppendorf e armazenada em gelo, como descrito a seguir: a) 

Dot-ELISA – 100 µL foram adicionados em um tubo contendo cinco microlitros (5 L) do 

inibidor de protease - fluoreto de metil-fenil-sulfonila (PMSF, Lot. 52K0052, SIGMA-

ALDRICH CO., St. Louis, U.S.A.) a 0,2 M ressuspendido em metanol; b) Citometria de 

Fluxo – 500 µL de saliva foram adicionados em tubos os quais continham 500 µL de 

paraformaldeído a 1%; c) 1 mL para PCR; e d) 200 µL contendo cinco microlitros (5 L) de 

PMSF para posterior análise de citocinas. No mínimo foi coletado, por paciente, 2 mL de 

saliva. Em seguida o material foi armazenado a 4ºC (as amostras para a Citometria de fluxo) 

ou a -80ºC (as amostras para os demais experimentos).  

4.3.3 Coleta de biofilme subgengival 
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 Para obtenção de microrganismos subgengivais, após isolamento relativo da área com 

roletes de algodão esterilizados, cones de papel absorvente foram inseridos em quatro sulcos/ 

bolsas periodontais com maior profundidade de sondagem em quatro dentes diferentes, sendo 

transferidos, após 60s, para tubo de microcentrífuga contendo 500 µL de TE (10 mM Tris–

HCl, 1 mM ácido etilenodiamino tetra-acético, pH 8). Foram também obtidas amostras de 

biofilme subgengival por meio de raspagem delicada, de quatro sítios (os mesmos onde foram 

inseridos os cones de papel) com o auxílio de cureta periodontal. As amostras obtidas foram 

transferidas para o tubo correspondente contendo a amostra previamente colhida do mesmo 

paciente seguindo o protocolo de Silva (2007), com algumas modificações. 

 O material foi imediatamente transportado, em gelo, para o Laboratório de 

Microbiologia, da Fundação Oswaldo Cruz - Instituto Leônidas e Maria Deane (FIOCRUZ-

AM) e mantido a -80ºC até o momento de uso. 

 

4.3.4 Avaliação do Fluxo Salivar 

 Após a coleta de saliva, verificou-se o volume total de saliva obtido, em mililitros, e 

então esse valor foi dividido por 5 (equivalente aos 5 minutos de coleta), com a finalidade de 

avaliar a velocidade do fluxo salivar de cada indivíduo em mL/min. 

 

 

4.3.5 Quantificação de Imunoglobulinas 

 

As titulações das Imunoglobulinas das classes A, G e M, presentes nas amostras de 

saliva dos participantes da pesquisa, foram realizadas por Dot-ELISA segundo a metodologia 

descrita por Matos-Gomes e colaboradores (2010), com algumas modificações, como descrito 

a seguir: dois microlitros de cada diluição seriada das salivas (1:100, 1:200, 1:400... até 1: 

204.800 para IgA e 1:10, 1:20, 1:40 até 1:20.480 para IgG e IgM) foram aplicados nas 

membranas de nitrocelulose (BIO-RAD Laboratories, Richmond, CA, USA). Em seguida, as 
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membranas foram bloqueadas por 2 horas com leite em pó desnatado a 5% (Molico, Nestlé, 

Araçatuba, SP, BR), dissolvido em Tampão Tris Salina (TBS, pH 7,5). Para a detecção das 

imunoglobulinas foram utilizados os seguintes conjugados marcados com peroxidase: anti-

IgA (cadeia ) humana produzida em carneiro (SIGMA); anti-IgM (Fc 5) humana 

produzida em carneiro (PIERCE, IL, USA); e anti-IgG (H+L) humana produzida em carneiro 

(PIERCE, IL, USA). Os conjugados foram então diluídos em TBS (pH 7,5) na proporção de 

1:1000. As membranas foram colocadas em recipientes na presença dos seus respectivos 

conjugados durante quarenta e cinco minutos, em temperatura ambiente. Após quatro 

lavagens com Tampão Fosfato Salina (PBS, pH 7,2), as reações anticorpo-conjugado foram 

reveladas com cinco miligramas de 3`3 diaminobenzidina (DAB - BIO-RAD Laboratories, 

CA, USA) diluídos em 30mL de TBS pH 7,5, na presença do substrato, o peróxido de 

hidrogênio P.A. a 0,015%. A reação de coloração por precipitação do DAB foi interrompida 

com água destilada e as membranas foram secadas entre folhas de papel de filtro e as leituras 

visuais realizadas, para obtenção do ponto final (título) de cada reação. Para a análise 

estatística os títulos das imunoglobulinas foram identificados por uma escala para facilitar a 

análise dos dados.  

 

4.3.6 Perfil Celular 

 O protocolo utilizado foi o proposto por Dos-Santos et al. (2009) com algumas 

modificações. Esta análise foi realizada por Citometria de Fluxo no Laboratório de 

Imunoparasitologia, Departamento de Imunologia da FIOCRUZ- RJ. 

 

4.3.6.1 Marcação das amostras 

Antes de submeter as amostras ao protocolo citofluorimétrico de marcação com 

anticorpos monoclonais foram adicionados 500 μL de PBS, pH 7.0 à amostra, sendo então 
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centrifugada a 2000 rpm, por 5 minutos, a 4◦C para a retirada do muco. O sobrenadante foi 

então descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de uma solução de PBS 

contendo 0,1% de azida sódica e 2% de soro fetal bovino (PBSAz). A seguir, foi adicionado à 

suspensão 5 μL do reagente anticorpo monoclonal (mAB) acoplados a seus respectivos 

fluorocromos (TetraCHROME, Beckman Coulter): anti-CD45/FITC; anti-CD56/PE; anti-

CD19/ECD; anti-CD3/PE-Cy5 (Quadro 1). Após incubação por 20 minutos, a 4◦C, protegidas 

da luz, as amostras foram lavadas com 500 μL de PBSAz (2000rpm, por 5 minutos a 4
º
C). 

Após a retirada do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 500 μL de PFA 1% para a 

fixação da marcação. Como controles negativos de marcação foram utilizados anticorpos 

monoclonais isotípicos anti-IgG conjugados aos mesmos fluorocromos do ensaio fenotípico e 

amostras não marcadas. 

 

Quadro 1. Anticorpos monoclonais acoplados a fluorocromos utilizados no protocolo 

citofluorimétrico e a respectiva marcação fenotípica. 

Anticorpo Monoclonal  Marcação Fenotípica 

Anti-CD45/FITC Leucócitos 

Anti-CD56/PE Células Natural Killer (NK) 

Anti-CD19/ECD Linfócitos B 

Anti-CD3/PC5 Linfócitos T 

 

 

4.3.6.2 Aquisição e análises 

Ajuste de voltagens ideais e compensação de cores: Amostras não marcadas foram 

adquiridas como controle negativo de marcação e para o ajuste da voltagem ideal de forma 

que as células negativas ficaram representadas até grandeza de 10 (elevado a 1) no gráfico 
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biparamétrico de intensidade de fluorescência permitindo a delimitação pelos cursores. Foram 

utilizados também anticorpos monoclonais isotípicos anti-IgG conjugados aos mesmos 

fluorocromos do ensaio fenotípico como controles de possíveis marcações inespecíficas. 

Para ajustar a compensação de cores foram realizadas marcações simples, isto é, com 

somente um tipo de anticorpo monoclonal e, portanto um fluorocromo, por amostra, como 

descrito a seguir: anti-CD45/FITC, anti-CD45/PE, anti-CD45/ECD e anti-CD45/PC5 (todos 

da Beckman Coulter, EUA), separadamente. A compensação dos sinais interferentes de 

fluorescência foi baseada nos critérios de aproximação dos valores da intensidade média de 

fluorescência (mean fluorescence intensity - MFI). As quatro diferentes amostras foram 

adquiridas individualmente e analisadas em gráficos biparamétricos de marcação (dot plot) 

para avaliar o sinal do fluorocromo utilizado versus todos os outros fluorocromos utilizados 

nas amostras submetidas ao protocolo multiparamétrico. As compensações foram ajustadas de 

modo que a MFI, no eixo do x, observada no quadrante um (Q1), representando as células 

positivas para o anticorpo utilizado (CD45/PE, por exemplo), deveriam ter um valor igual ou 

mais próximo possível da MIF do quadrante três (Q3), que representa as células negativas 

para o mesmo anticorpo (Figura 11). 
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Figura 11: Compensação de cores. Quadrantes (Q) delimitados com base na amostra não 

marcada (Tubo 1 - A); marcação simples com anti-CD45/PE não compensada, com valores de 

MFI (intensidade média de fluorescência) diferentes entre o Q1 (quadrante 1) e o Q3 (Tubo 2 

- B); marcação simples com anti-CD45/PE compensada com base no ajuste das MFI dos 

quadrantes 1 e 3 para valores semelhantes (Tubo 2 - C).  

 

Após ajustar a compensação de cores, baseada nas quatro amostras com marcação 

simples, os mesmos parâmetros de ajuste foram utilizados no protocolo citofluorimétrico 

utilizado para adquirir e analisar as amostras marcadas simultaneamente com os quatro 

anticorpos monoclonais. Para a padronização do protocolo de análise das amostras de saliva 

foi realizada inicialmente, além dos ajustes de voltagem e compensação, aquisição de uma 

amostra de sangue total de um indivíduo sadio, a partir da qual gate foram delimitados de 

acordo com padrões já conhecidos, de acordo com o protocolo representado na figura 12. 
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Figura 12. Protocolo de análise utilizado para avaliar a distribuição (%) de leucócitos totais, 

linfócitos B, linfócitos T, Células NK. 

 

O dot plot A representa o perfil scatter de uma amostra baseado em tamanho (FSC) e 

na granularidade (SSC) das células. Neste plot, um gate (células) foi criado eletronicamente 

para cercar as células de interesse, excluindo os debris da análise. O dot plot B, gated nas 

células representa uma análise paramétrica dupla, de SSC vc. CD45, no qual podemos definir 

duas populações celulares – células mononucleares (SSC low/CD45
+
) e granulócitos (SSC 

high/CD45
+
). Os histogramas D, E, F e C representam a intensidade de fluorescência para 

mAB anti-CD3 (gated em SS low); anti-CD56 (gated em SS low); anti-CD19 (gated em SS 

low e gated em SS high), respectivamente. As análises das amostras de saliva foram feitas 

seguindo este mesmo protocolo. 

As amostras foram transferidas para os tubos de citometria de fluxo (Falcom 352054 5 

mL poliestireno, Becton & Dickinson, Saint Louis, EUA) e adquiridas, em um mínimo de 200 

mil eventos, no Citômetro de fluxo EPICS XL-MCL (Beckman Coulter, EUA) e analisadas 

no software EXPO32 e Kaluza (Beckman Coulter), 

 O ajuste de compensação dos sinais interferentes foi realizado pela aquisição de 

amostras marcadas com um único fluorocromo relacionado e foi baseado nos critérios de 

aproximação dos valores de MFI (intensidade de fluorescência média) em regiões quadstats 

de dot plots de dupla cor. 

Os resultados foram obtidos pelos percentuais de células positivas para determinado 

anticorpo monoclonal. 

 

4.3.7 Detecção de microrganismos por PCR. 

As análises foram realizadas no Laboratório de Biodiversidade em Saúde, da 

FIOCRUZ- AM. 
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4.3.7.1 Extração do DNA  

A extração de DNA foi feita utilizando-se a técnica de fenol-clorofórmio 

(SAMBROOK ; RUSSEL, 2001), com algumas modificações, de acordo com o protocolo: as 

amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e em seguida, centrifugadas a 12.400 

rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, foram acrescentados 

150 µL de TE (10 mM Tris-HCl, 0,1mM EDTA, pH 7,6) e 200 µL de NaCl. As amostras 

foram homogeneizadas em vortex até completa solubilização. Então, foram adicionados 150 

µL de SDS (Dodecil sulfato de sódio) a 10% e as amostras foram novamente 

homogeneizadas. Após, as amostras foram incubadas em banho seco por 10 minutos a 100ºC 

e, em seguida, foram colocadas em gelo por 10 minutos, para a realização do choque térmico. 

O banho seco e o choque térmico foram novamente executados. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 12.100 rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi transferido para 

um novo tubo de 1,5 mL (Eppendorf) e o pellet, descartado. Um mililitro de isopropanol foi 

adicionado na amostra e observado a formação da “nuvem” de DNA. As amostras foram 

novamente colocadas em gelo por 10 minutos e, logo após, centrifugadas a 12.100 rpm, por 

10 minutos, a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 mL de etanol 70% e 

centrifugado a 12.100 rpm, por 10 minutos, a 4ºC. Este último passo foi repetido, o 

sobrenadante descartado e o pellet seco a vácuo, a 37ºC, por 15 minutos. Logo após foram 

adicionados 60 µL de TE e as amostras armazenadas, overnight, a 4ºC. 

 

4.3.7.2 Verificação da qualidade da extração o DNA 

 Para garantir a viabilidade do material extraído, as amostras foram submetidas à 

separação eletroforética em gel de agarose a 1% submerso em tampão TBE 0,5X (Tampão de 

Tris HCl, EDTA e ácido bórico), utilizando para visualização o brometo de etídio (10 
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mg/mL). Os resultados obtidos foram visualizados em transiluminador em luz ultravioleta e 

fotografados em seguida para serem analisados. 

 

4.3.7.3 Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Os DNA extraídos dos biofilmes subgengivais e das salivas foram submetidos à 

técnica de PCR. Iniciadores específicos para DNA ribossomal 16S de Campylobacter rectus, 

Eikenella corrodens, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens, Tannerella forsythia e Treponema denticola foram utilizados como descrito por 

Ashimoto e colaboradores (1996)  de acordo com o quadro 2: 

 Quadro 2. Sequência dos iniciadores específicos utilizados na PCR. 

 

Micro-organismo 

 

Iniciadores espécie-específicos para PCR 

Senso 

Anti-senso 

 

Tamanho do  

produto (pb) 

rDNA 16S GAT TAG ATA CCC TGG TAG TCC AC 

CCC GGG AAC GTA TTC ACC G 

786-1,387 (602) 

Aggregatibacter 

actinomvcetcmcomitans 

AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 

ATGCCAACTTGACGTAAAT 

889 – 911 (360) 

Campylobacter rectus TTT CGG AGC GTA AAC TCC TTT TC 

TTT CTG CAA GCA GAC ACT CTT 

415-1,012(598) 

Eikenella. corrodens CTA ATA CCG CAT ACG TCC TAA G 

CTA CTA AGC AAT CAA GTT GCC C 

169-856 (688) 

Porphiromonas gingivalis AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG 

ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT 

729-1,132 (404) 

Prevotella intermedia TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 

TCA ACA TCT CTG TAT CCT GCG T 

458-1,032 (575) 

Prevotella nigrescens ATG AAA CAA AGG TTT TCC GGT AAG 

CCC ACG TCT CTG TGG GCT GCG A 

219-1,022 (804) 

Tanerella  forsythia GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 120-760 (641) 
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TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T 

Treponema denticola TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT ACA T 

TCA AAG AAG CAT TCC CTC TTC TTC TTA 

193-508 (316) 

Para controle positivo procedeu-se a busca das cepas em uma amostra proveniente de 

um paciente com periodontite crônica grave por meio da comparação do tamanho das bandas 

obtidas com os dados dos controles positivos publicados no trabalho de Ashimoto e 

colaboradores (1996) de acordo com a figura 13. 

 

Tamanho 

do produto 

(pb) 

 

 

 

 

 

Figura 13. Controle positivo da PCR. M: marcador, EC: E.coli, Td:T.denticola, Pi: 

P.intermedia, Tf: T.forsythia, Pn: P.nigrescens, Cr: Campylobacter rectus, 16S: DNA 16S 

rRNA Aa: A. actinomycetencomitans, C-: controle negativo. 

 

Como controle negativo ou branco (BCO), em cada reação, foi incluído um tubo com 

água Milli-Q estéril e todos os outros reagentes, excluindo o DNA extraído. Outro controle 

negativo foi realizado, utilizando-se um iniciador para E.coli cujo alvo são os genes 

bacterianos 16S rRNA. 

As reações foram preparadas com o volume total de 12,5 μL de acordo com o seguinte 

sistema:  
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H2O     6,5 μL 

Tp 10X    1,5 μL 

MgCl2 2,5mM    0,25 μL 

dNTP 0,25 mM    1,0 μL 

Primer 1 5mM   0,75 μL 

Primer 2 5mM   0,75 μL 

Taq DNA Polimerase (2,5U/ μL) 0,25 μL 

DNA (amostra)   1,5 μL 

Volume final    12,5 μl 

 

Os ciclos a que as reações foram submetidas foram realizados de acordo com 

Ashimoto e colaboradores (1996), com algumas modificações:  

 

Desnaturação inicial a 95°C – 2 minutos 

Desnaturação a 95°C – 30 segundos 

Anelamento a 54°C – 1 minuto  36 ciclos 

Extensão a 72°C – 2 minutos 

Extensão final a 72°C – 10 minutos 

 

4.3.6.4 Detecção dos produtos da PCR 

Após a PCR, as amostras foram submetidas à separação eletroforética em gel de 

agarose 1,5% submerso em tampão TBE 0,5X, utilizando para visualização o brometo de 

etídio (10 mg/mL). Os resultados obtidos foram visualizados em transiluminador (LOCCUS 
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BIOTECNOLOGIA, RJ, Brasil) em luz ultravioleta e fotografados (sistema digital) em 

seguida para serem analisados. 

 

4.3.6.5 Preparação do Gel 

Para uma cuba de eletroforese foram produzidos géis de agarose a 1,5 %. Por isso, 

mistura de agarose e de tampão TBE 0,5X foi dissolvida sob aquecimento e resfriada 

aproximadamente até 45C. A mistura foi vertida sobre o suporte de gel da cuba de 

eletroforese, onde foram posicionados os pentes, deixando a mistura em temperatura ambiente 

até completa solidificação. Após a solidificação, o suporte contendo o gel foi posicionado na 

cuba de eletroforese, na qual foi adicionado volume de tampão TBE 0,5X cobrindo a 

superfície do gel. Os pentes foram removidos do gel solidificado, com formação dos poços 

para aplicação das amostras (FUJIMOTO, 2004). 

 

4.3.6.6 Preparação das amostras, aplicação do gel e eletroforese 

Inicialmente, sobre parafilme, foi homogeneizada uma alíquota de 5L de cada 

amplificação com 2L de azul de bromofenol. Também foi preparada uma fração do produto 

de referência de tamanhos de fragmentos de DNA, denominado ladder, selecionado de acordo 

com os iniciadores utilizados. Este preparo consistiu da mistura de 5L do tampão de amostra 

com 2L da solução de estoque do ladder. 10 L do “ladder” foi colocado no primeiro poço 

de gel. As amostras foram homogeneizadas e transferidas com auxílio de micropipeta para 

cada um dos poços de gel subsequentes ao do ladder. Foi efetuada a corrida eletroforética 

com programação de 100 V (voltagem), por 40 minutos. 

 

4.3.6.7 Visualização dos produtos de PCR 
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Foi efetuada sob luz ultravioleta (UV). As imagens obtidas foram gravadas para 

documentação e posterior análise dos produtos amplificados. 

A análise do gel consistiu na visualização ou não dos produtos amplificados, 

comparativamente com os produtos amplificados relativos aos controles positivos e negativos 

e ao “ladder” selecionado em cada PCR. 
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5. RESULTADOS  

Os resultados apresentados a seguir não foram enviados, ainda, para a publicação. 

 

5.1. Dados Clínicos 

Na tabela 1 estão expressos os dados obtidos dos pacientes com ou sem periodontite crônica. 

 

Tabela 1. Características clínicas da população de estudo. 

 

Características 

 

Grupo Controle 

 

Grupo Teste 

Número de participantes 12 32 

Homens % (n) 8,3% (1) 21,8% (7) 

Mulheres % (n) 91,7% (11) 78,2% (25) 

Fumantes % 0% 0% 

Idade (anos) ± DP 42,58±8,152 39,91±8,741 

Fluxo salivar (mL/min) ± DP 1,018±0,7937 0,6825±0,3273 

Índice de placa (%) ± DP * 80,90±29,24 17,73±22,26 

Sítios com sangramento à sondagem ± DP* (%) 45,51±32,88 5,700±6,212 

Média da profundidade de sondagem dos sítios de 

coleta de amostra (mm) ± DP*
+
 

5,742 ± 1,254 2,906±0,2961 

Média do nível de inserção dos sítios de coleta de 

amostra (mm) ± DP *
+
 

6,604±1,980 2,880±0,3317 

*p < 0,005, diferença significativa entre os grupos teste e controle.
  

+
Média dos sítios de coleta das amostras de biofilme com maior profundidade de sondagem 

por indivíduo entre os grupos teste e controle. 

 

 

 

 

 

 

5.2 Microrganismos presentes na saliva 

 

 Foram analisadas apenas as amostras de saliva, pois não obtivemos sucesso na 

extração de DNA proveniente das amostras de biofilme subgengival.  

Das 16 amostras do grupo teste, em quatro não houve sucesso na extração de DNA, 

sendo excluídas da análise. Assim, a frequência das bactérias detectadas nas 12 amostras 



58 

 

analisadas foram as seguintes: 100% (12) foram positivas para Tanerella forsythia, 91,7% 

(11) foram positivas para Phorphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Prevotella 

nigrecens e Campylobacter rectus, 75% (9) foram positivas para Prevotella intermedia, e 

66,6% (8) foram positivas para Eikenella corrodens. No grupo controle, das 32 amostras 

analisadas 18,8% (6) foram positivas para Campylobacter rectus, 12,5% (4) foram positivas 

para Tanerella forsythia e Prevotella nigrecens, 9,4% (3) foram positivas para Prevotella 

intermedia, 6,3% (2) foram positivas para Treponema denticola, e Eikenella corrodens e 

3,2% (1) foi positiva para Phorphyromonas gingivalis (FIG. 14). 

Do total de amostras do grupo teste (12), 50% (6) apresentavam associação de 7 

patógenos (como exemplo, na figura 15), seguidas 25% (3) com 6 patógenos, 16,7% (2) com 

5 patógenos e 8,4% (1) amostra com 3 patógenos. No grupo controle, das 32 amostras, 59,4% 

(19) não apresentavam periodontopatógenos, seguidas por 3,1% (1) com 6 patógenos, 6,2% 

(2) com 5 patógenos, e 3,1% (1) com 3, 2 e 1 patógenos, cada. Na tabela 2 encontram-se 

detalhadas as associações encontradas entre os patógenos investigados nos testes e controles. 
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Figura 14. Frequência de patógenos periodontais em indivíduos com periodontite crônica 

(teste) e indivíduos saudáveis (controle). Eixo y (%), eixo x: periodontopatógenos: Tf: 

Tannerella forsythia, Pg: Porphyromonas gingivalis, Td: Treponema denticola, Pn: 

Prevotella nigrescens, Cr: Campylobacter rectus, Pi: Prevotella intermedia, Ec: Eikenella 

corrodens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Eletroforese da PCR para detecção de periodontopatógenos na saliva. M = 

marcador ladder 100 kb. Pg: Porphyromonas gingivalis,Td: Treponema denticola, Ec: 

Eikenella corredens, Pn: Prevotella nigrecens, Tf: Tannerella forsythia, Pi: Prevotella 

intermedia, Cr: Campylobacter rectus. 

Tabela 2. Frequência e distribuição dos patógenos periodontais isolados ou associados nas 

amostras de saliva nos grupos teste e controle. 

 

Prevalência bacteriana Teste % (n) Controle % (n) 

Tannerella forsythia (Tf) 100 (12) 12,5 (4) 

Porphyromonas gingivalis 

(Pg) 

91,7 (11) 3,2 (1) 

Treponema denticola (Td) 91,7 (11) 6,3 (2) 

Prevotella nigrescens (Pn) 91,7 (11) 12,5 (4) 

Campylobacter rectus (Cr) 91,7 (11) 18,8 (6) 

Prevotella intermedia (Pi) 75 (9) 9,4 (3) 

Eikenella corrodens (Ec) 66,6 (8) 6,3 (2) 

Bactérias isoladas   

C. rectus (Cr) 0 (0) 3,2 (1) 

Associações microbianas Teste % (n) Controle % (n) 

Sete 50 (6) 0 (0) 

Seis   

Tf + Pg + Td + Pn + Pi + Cr  16,6 (2) 0 (0) 

Tf + Pg + Td + Pn + Pi + Ec 8,33 (1) 0 (0) 

Tf + Td + Pn + Pi + Cr + Ec 0 (0) 3,2 (1) 

Cinco   
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Tf + Pg + Td + Pn + Cr 8,33 (1) 0 (0) 

Tf + Td + Pn + Cr + Ec 8,33 (1) 0 (0) 

Tf + Pn + Pi + Cr + Ec 0 (0) 3,2 (1) 

Tf + Pg + Td + Pi + Cr 0 (0) 3,2 (1) 

Três   

Tf + Pg + Cr 8,33 (1) 0 (0) 

Tf + Pn + Cr 0 (0) 3,2 (1) 

Dois   

Pn, Cr 0 (0) 3,2 (1) 
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6 DISCUSSÃO  

Embora o fluido crevicular gengival seja frequentemente escolhido como 

amostragem para detecção de patógenos periodontais, a saliva é um fluido de fácil 

obtenção que permite o rastreio microbiológico em populações de grandes dimensões 

(MALAMUD et al. 2005; TABA JR et al 2005) e por isso, seu uso  tem sido avaliado por 

alguns estudos para auxílio no diagnóstico em periodontia (RUDNEY; STAIKOV, 2002; 

MAGER et al., 2003; CORTELLI et al., 2005). Testa e colaboradores (1999) concluíram que 

amostras de saliva mostraram-se efetivas para detectar microrganismos periodontais tanto 

quanto amostras de biofilmes subgengivais em pacientes com doença periodontal. Umeda e 

colaboradores (1998) observaram que amostras de saliva são mais precisas que o biofilme 

subgengival para a detecção de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella 

nigrescens e Treponema denticola. Contudo, os autores sugeriram que para detecção de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é prudente associar a coleta de saliva à coleta de 

biofilme subgengival.  No presente trabalho, primeiramente, foi planejado tanto a coleta de 

biofilme subgengival quanto a da saliva proveniente de pacientes teste e controles, contudo 

pouco sucesso foi obtido nas extrações de DNA e nas detecções de patógenos periodontais 

por PCR nas amostras de biofime subgengival. Além disso, mesmo nas amostras de saliva, 

não foi possível detectar a presença de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e, ainda, foi 

constatado que houve troca de uma base nitrogenada, na sequência do iniciador específico 

para o patógeno, pela empresa responsável na produção e venda do primer. Então, optamos 

por excluir este patógeno das análises preliminares até que novos ensaios com o iniciador 

correto sejam realizados. 

Durante os ensaios de padronização para cada patógeno, foi observada que a 

temperatura de 54ºC foi ideal para o anelamento de sete dos oito periodontopatógenos 

investigados (Figura 13). Inicialmente houve a tentativa de padronizar o ensaio de detecção 
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por PCR multiplex, já que houve coincidência na temperatura de anelamento. No entanto, 

após realização do anelamento e visualização dos produtos do PCR, havia superposição de 

bandas de diferentes patógenos, subestimando o resultado obtido (Dados não mostrados). 

Então, optamos por descartar esse tipo de ensaio e realizar o PCR simplex para as amostras 

positivas para os microrganismos detectados no multiplex. 

 Os resultados obtidos no presente trabalho estão de acordo com outros estudos que 

evidenciam que a periodontite crônica tem, como um de seus fatores etiológicos, a associação 

de bactérias periodontopatogênicas (ASHIMOTO et al., 1996; SOCRANSCKY et al., 1998; 

LOPEZ et al, 2004; LUBA, 2006). Em nosso estudo, todas as amostras de saliva positivas 

para periodontopatógenos, no PCR, apresentavam associação de duas ou mais bactérias em 

ambos os grupos (teste e controle), com exceção de uma amostra no grupo controle, onde 

Campylobacter rectus foi detectado isoladamente. Isso sugere que dificilmente um patógeno 

periodontal pode atuar isoladamente e que necessita da cooperação de outros microrganismos 

para dar início ou progressão à peridontite crônica. 

Estudos têm demonstrado também que alguns indivíduos periodontalmente saudáveis 

apresentam periodontopatógenos como parte do seu biofilme supra ou subgengival.  

(ASIKAINEN et al., 1986; DAHLE’N et al., 1992; GMU’R, 1994; DI MURRO et al., 1997; 

ELLWOOD et al.,1997; DOGAN  et al., 1999; GMU’R et al., 1999; KAMMA et al., 2000; LI 

et al., 2004; HAYASHI et al., 2006; PAPAIOANNOU et al., 2009). Quando presentes em 

sítios saudáveis, estes microrganismos são encontrados frequentemente em pequeno número e 

lá ficam por muito tempo sem, necessariamente, levar à doença periodontal. Alguns autores 

sugerem que a manutenção desses patógenos periodontais como parte da microbiota normal é 

provavelmente benéfica visto que isto seria necessário para o desenvolvimento e maturação 

da imunidade inata e adquirida no hospedeiro (DIXON et al., 2004; TLASKALOVA-

HOGENOVA et al., 2004; DARVEAU, 2009; SLACK et al., 2009). 
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Frequentemente algumas espécies de periodontopatógenos (Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Tannerella forsythensis, Treponema denticola e Porphyromonas 

gingivalis) têm sido identificadas como prováveis agentes etiológicos na periodontite crônica 

(SANZ et al., 2000; KIBAYASHI et al., 2007). Socransky e colaboradores (1998) em um 

estudo envolvendo 13.261 amostras de biofilme subgengival de indivíduos saudáveis ou com 

doença periodontal demonstrou que espécies de microrganismos periodontais podem ser 

classificadas em cinco maiores complexos bacterianos. O complexo composto por 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia foi fortemente 

relacionado a parâmetros clínicos de periodontite como maiores profundidades de bolsa e 

sangramento à sondagem. Este complexo bacteriano foi denominado de complexo vermelho 

e, desde então, têm sido fortemente associado à periodontite crônica (HAFFAJEE et al., 1998; 

XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; PAPAPANOU et al., 2002; SOCRANSKY et al., 2002). 

Outro estudo recente realizado com adultos, na Finlândia, por Kononen et al. (2007) também 

mostrou associação positiva da presença de bolsas profundas com a presença de 

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Treponema denticola e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. 

Outro complexo também foi associado à periodontite crônica, descrito por Socransky 

colaboradores, em 1998, o então denominado complexo laranja, inclui espécies como 

Fusobacterium nucleatum e Prevotella intermedia. Os autores sugeriram que uma sucessão 

ecológica de espécies bacterianas devem estar envolvidas com o início e progressão da 

periodontite crônica até a colonização pelo complexo laranja, como já descrito anteriormente 

na revisão de literatura deste trabalho.  

Um estudo realizado por Luba, em 2006, caracterizou microbiologicamente indivíduos 

portadores de periodontite crônica e periodontite agressiva generalizada. Neste estudo, 

Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola estavam em 
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concentração, proporções e prevalência mais elevados em indivíduos do grupo com 

periodontite crônica do que em pacientes periodontalmente saudáveis (grupo controle). Os 

complexos laranja e vermelho representaram as maiores proporções no grupo com periodontite 

crônica (30,6% e 24,9%, respectivamente) que no grupo controle que apresentou apenas 4,3% de 

complexo vermelho. Estes dados corroboram com os reportados por Lopez e seus 

colaboradores (2004) e Colombo e colaboradores (2002), que buscaram avaliar 40 espécies 

subgengivais em 26 chilenos e 25 brasileiros com periodontite crônica, respectivamente. No 

estudo de Lopez e colaboradores (2004) encontraram as espécies do complexo vermelho além 

de Fusobacterium nucleatum e Campylobacter rectus em mais de 90% dos sítios estudados. 

Além disso, as espécies relacionadas aos demais complexos foram encontradas em mais de 

75% dos sítios analisados, com exceção de Prevotella intermedia que foi encontrada em 

apenas 60% dos sítios. 

Estes estudos, no entanto, divergem dos resultados obtidos em pesquisa realizada com 

indivíduos norte-americanos, suecos (HAFFAJEE et al., 2004) e mexicanos (XIMENEZ-

FYVIE et al., 2006a,b) que apresentaram proporções e níveis mais reduzidos destes 

patógenos. Essas divergências podem refletir as diferenças na microbiota específica das 

populações das diferentes regiões geográficas.  

Ashimoto (1996) encontrou prevalência de 86% para Tannerella. forsythia, 80%  para 

Eikenella corrodens, 74%  para Campylobacter rectus, 70% para  Porphyromonas gingivalis, 

58% para Prevotella intermedia, 54% para Treponema denticola e 52% para Prevotella 

nigrescens em pacientes com periodontite avançada, num estudo investigando a pesquisa de 

oito patógenos periodontais por PCR. 

Lafaurie e colaboradores (2007), na Colômbia, encontraram em pacientes com 

periodontite crônica ou pacientes periodontalmente saudáveis as seguintes frequências, 
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respectivamente: Porphyromonas gingvalis de 76% e 14,5%, Tannerella forsythia 

aproximadamente 62% e. 3,1% e Campylobacter rectus aproximadamente 38% e 22,7%. 

Byrne et al. (2009), após análise de 108 amostras subgengivais, observou que 

Porphyromonas gingivalis foi encontrada em todas as amostras associada à presença de 

Tanerella forsythia e Treponema denticola. No entanto, Treponema denticola e Tannerella 

forsythia foram frequentemente encontradas na ausência de Porphyromonas gingivalis. Isto 

pode sugerir que Treponema denticola e Tannerella forsythia podem facilitar a emergência de 

Porphyromonas gingivalis pela produção de um ambiente propício à colonização e 

proliferação deste patógeno. Um estudo demonstrou a sinergia positiva entre Treponema 

denticola e Porphyromonas gingivalis na formação de biofilme (YAMADA et al, 2005). 

Contudo, Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis tem demonstrado coagregar 

(ONAGAWA et al, 1994) e exibir aprimoramento mutualístico de crescimento in vitro onde 

cada espécie produzia um ácido graxo que estimulava o crescimento da outra (GRENIER, 

1992).  

A interação entre Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola na progressão da 

doença periodontal em sítios afetados foi evidente no estudo de Chalabi e colaboradores 

(2010). Análise de regressão logística revelou que Porphyromonas gingivalis e Tannerella 

forsythia foram estatisticamente associadas a lesões com periodontite crônica com 

profundidades de bolsa ≥ 6 mm, mas não com sítios periodontais com profundidades ≤ 3 mm. 

Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia foram detectadas em, respectivamente, 95 e 

75% de sítios com profundidade de sondagem ≥ 6 mm . 

No estudo de Choi e colaboradores (2000), Porphyromonas gingivalis, Treponema sp. 

e Tanerella forsythia foram detectados em aproximadamente 96% dos sítios avaliados com 

periodontite crônica, enquanto que Prevotella intermedia  foi diagnosticada em 71% dos sítios 

pesquisados. Em sítios periodontalmente saudáveis, no grupo controle, a frequência 
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encontrada dos patógenos Porphyromonas gingivalis, Treponema sp., Tanerella forsythia e 

Prevotella intermedia foi de 18, 22, 18 e 2%, respectivamente. 

Em um estudo realizado por Fernandes e colaboradores (2007) com indivíduos 

periodontalmente saudáveis com idades entre 2-18 anos, a prevalência geral, independente de 

idade, sexo ou local da amostra, encontrada para as bactérias foi: Campylobacter rectus 

(94%), Tannerella forsythia (40%), Prevotella intermedia (23%), Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (15%), Porphyromonas gingivalis (2%). Este último patógeno foi 

encontrado apenas no sulco gengival de dois indivíduos do grupo entre 13 e 18 anos. 

Os dados preliminares obtidos no presente estudo, bem como em outros citados acima, 

demonstram que a periodontite crônica está relacionada, principalmente com patógenos que 

fazem parte do complexo vermelho e laranja, descritos por Socansckry, em 1998, e que a 

progressão da doença e a proporção limiar de uma espécie bacteriana, que está associada com 

um risco significativamente aumentado de doença futura, em um determinado local, podem 

ser dependentes dos níveis de outras espécies de bactérias presentes nesse local. 
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RESUMO 

 

Até o presente, a imunofenotipagem por citometria de fluxo não havia sido utilizada para 

investigar padrões imunológicos em amostras de saliva provenientes de indivíduos com 

processos bucais inflamatórios. Pelo fato da periodontite ser uma doença inflamatória e 

infecciosa, a resposta imune pode resultar em uma mudança na população leucocitária 

presente na saliva, quando comparada a resposta de indivíduos periodontalmente saudáveis. A 

análise da saliva pode ser um método não invasivo para avaliação da saúde bucal. O objetivo 

do presente estudo foi avaliar, pela técnica de citometria de fluxo, a frequência de linfócitos 

T, linfócitos B, células natural killer bem como a frequência da população de leucócitos na 

saliva de indivíduos com ou sem periodontite crônica. Paralelamente, foram determinados, 

por Dot-ELISA, os títulos das imunoglobulinas totais das classes A, G e M presentes na saliva 

destes indivíduos. Por meio da imunofenotipagem foi observado que os pacientes com 

periodontite crônica apresentaram maior frequência de leucócitos (50,43 ± 5,1) e de linfócitos 

B (50,93 ± 6,1) em relação aos indivíduos sem patologias bucais (22,69 ± 0,19 e 13,9 ± 2,6, 

respectivamente). Quanto às imunoglobulinas, pôde-se observar, apenas, o aumento não 

significativo dos títulos de IgG nos indivíduos com periodontite crônica. Os resultados 

obtidos demonstram que a citometria de fluxo pode ser uma ferramenta eficaz para 

determinação do perfil leucocitário, proveniente de amostras de saliva de pacientes com 

periodontite crônica.   

 

 

INTRODUÇÃO 

 

A presença local de um sistema imunológico eficiente tem significativa importância na 

resposta do hospedeiro, principalmente se considerarmos que os fluidos orais contêm 

imunoglobulinas (Ig) específicas capazes de neutralizar ou de facilitar a fagocitose e, 

consequentemente, a destruição de patógenos (CHALLACOMBE, 1995). 



68 

 

As imunoglobulinas IgA, IgG e IgM são importantes fatores de defesa da saliva. Elas 

influenciam na microbiota oral interferindo na sua aderência ou inibindo o seu metabolismo 

celular. Os pacientes com doenças periodontais apresentam maiores concentrações destas 

imunoglobulinas na saliva quando comparados a indivíduos com o periodonto saudável. Estes 

níveis salivares de imunoglobulinas reduzem consideravelmente após a terapia periodontal 

(SEEMAN et al. 2004; REIFF, 1984 APUD GIANNOBILE ET al., 2009). Segundo Ford e 

colaboradores (2010), a resposta imunológica primária, na periodontite crônica, ocorre após a 

colonização do sulco gengival por patógenos periodontais. As bactérias Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia além dos demais 

peridontopatógenos estimulam, dentre outros mediadores inflamatórios, a produção de 

citocinas e quimiocinas por células do epitélio gengival, que resulta na expressão de 

moléculas de adesão, aumento na permeabilidade dos capilares gengivais e quimiotaxia de 

neutrófilos do epitélio juncional para o sulco gengival. Esta resposta inicial promove a 

migração de um inflitrado inflamatório composto por células T perivasculares e macrófagos 

no tecido conjuntivo. Caso a resposta imunológica celular não consiga controlar a infecção, 

ocorre o recrutamento de células B que se diferenciam em plasmócitos responsáveis pela 

produção de anticorpos. 

Ao longo dos últimos quarenta anos, a citometria de fluxo veio ganhando espaço no 

cenário científico, apresentando-se como a principal ferramenta utilizada para a caracterização 

fenotípica e funcional simultânea de diversas populações celulares bem como de unidades 

celulares, tendo um importante papel no avanço dos conhecimentos em Imunologia. Na 

Odontologia, a citometria de fluxo tem sido recentemente utilizada como uma ferramenta para 

avaliar a distribuição da população de leucócitos em amostras de saliva de indivíduos 

saudáveis (VIDOVIC A. et al. 2011) e naqueles submetidos a situações de stress psicológico 

(DOS-SANTOS et al. 2009). Neste cenário, o objetivo do presente estudo foi avaliar, pela 

técnica de citometria de fluxo, a frequência de linfócitos T, linfócitos B, células natural killer 

(NK) bem como a frequência total da população de leucócitos na saliva de indivíduos com ou 

sem periodontite crônica. Paralelamente, foi realizada ainda a titulação das imunoglobulinas 

totais das classes A, G e M destes indivíduos. 

 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Pacientes 

 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com seres humanos da 

Universidade Federal do Amazonas (UFAM), com parecer de número CAAE – 

0330.0.115.000-10. 

As amostras de saliva foram obtidas de pacientes portadores de periodontite crônica 

(grupo teste; n=12), atendidos na Clínica de Periodontia, da Universidade do Estado do 

Amazonas (UEA), Manaus, Amazonas, Brasil, no período de Abril a Setembro de 2011. 

Participaram ainda do estudo pacientes sem evidência clínica e radiográfica de periodontite, 

(grupo controle; n= 27). Todos os indivíduos de ambos os grupos foram, individualmente, 

informados sobre o estudo proposto e concordaram com sua participação na pesquisa, 

assinando um termo de consentimento livre e esclarecido. Para o grupo teste foram 

selecionados indivíduos com idade ≥ 30 anos, com o diagnóstico clínico e radiográfico de 

periodontite crônica (no mínimo 6 sítios com evidência radiográfica de perda óssea, e 

profundidade de sondagem ≥ 4 mm além de perda de inserção ≥ 3mm). Para o grupo controle 

foram selecionados indivíduos com idade ≥ 30 anos, sem periodontite (com sangramento à 

sondagem < 20%, perda de inserção < 3mm, profundidade de sondagem ≤ 3mm). Neste 
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estudo foram excluídos os indivíduos que: a) apresentassem outras patologias bucais; b) 

tivessem passado por tratamento periodontal nos últimos seis meses, c) tivessem feito uso 

continuado de medicamentos como antibióticos, imunomoduladores ou anti-inflamatórios nos 

últimos 3 meses, d) apresentassem doenças sistêmicas que interferissem na condição 

periodontal (diabetes, HIV e, desordens imunológicas e) estivessem grávidas ou  f) 

pertencessem à etnias indígenas. 

 

Obtenção de Amostra 

 

Foram utilizadas amostras de saliva, sem qualquer tipo de estímulo, coletadas de cada 

indivíduo pela manhã, antes do desjejum (entre nove e dez horas da manhã) e sem qualquer 

procedimento de higiene dental prévio. Os participantes permaneciam cinco minutos com a 

boca fechada e com a ponta da língua no palato duro. Em seguida eram orientados a despejar 

a saliva em tubos coletores de 50 mL (Falcon) previamente esterilizados. Para a fenotipagem 

das células, 500 µL de cada amostra de saliva foram transferidos para microtubo de 1,5 mL 

(Eppendorf, Hauppauge, NY, EUA) contendo paraformaldeído a 1% (PFA) (na proporção 

1:1) e armazenadas em geladeira a 4◦C por até 7 meses. Para a titulação das imunoglobulinas, 

100 µL de saliva foram aliquotados em microtubo estéril contendo 5 µL do inibidor de 

protease - fluoreto de metil-fenil-sulfonila (PMSF) e armazenados a -80ºC, até o momento do 

uso. 

 

 

Dot-ELISA 

 

A titulação das Imunoglobulinas das classes A, G e M, presentes nas amostras de 

saliva dos participantes da pesquisa, foi realizada por Dot-ELISA (MATOS-GOMES et al., 

2010) com algumas modificações. Dois microlitros de cada diluição seriada das salivas 

(1:100, 1:200, 1:400 até 1:204.800 para IgA e 1:10, 1:20, 1:40 até 1:20.480 para IgG e IgM) 

foram aplicados nas membranas de nitrocelulose (BIO-RAD Laboratories, Richmond, CA, 

USA). Em seguida, as membranas foram bloqueadas por 2 horas com leite em pó desnatado a 

5% (Molico, Nestlé, Araçatuba, SP, BR), dissolvido em Tampão Tris Salina (TBS, pH 7,5). 

As membranas foram incubadas durante quarenta e cinco minutos em temperatura 

ambiente.com os seguintes conjugados marcados com peroxidase: anti-IgA humano (cadeia 

); anti-IgM humano (Fc 5); e anti-IgG humano (H+L) (PIERCE, IL, USA), todos 

provenientes de camundongo. Os conjugados foram então diluídos em TBS (pH 7,5) na 

proporção de 1:1000. Após quatro lavagens com Tampão Fosfato Salina (PBS, pH 7,2), as 

reações anticorpo-conjugado foram reveladas com cinco miligramas de 3`3 diaminobenzidina 

(DAB) (BIO-RAD Laboratories, CA, USA) diluídos em 30mL de TBS pH 7,5, na presença de 

peróxido de hidrogênio P.A. a 0,015%. A reação de coloração por precipitação do DAB foi 

interrompida com água destilada e as membranas foram secas entre folhas de papel de filtro e 

as leituras realizadas, para obtenção do ponto final (título) de cada reação. Para a análise 

estatística os títulos das imunoglobulinas foram identificados por uma escala para facilitar a 

análise dos dados.  

 

 

Citometria de fluxo (FCM) 

 

Marcação das amostras 

Antes de submeter as amostras ao protocolo citofluorimétrico de marcação com 

anticorpos monoclonais foram adicionados 500 μL de PBS pH 7.0 à amostra, sendo então 
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centrifugada a 2000 rpm, por 5 minutos, a 4◦C para a retirada do muco. O sobrenadante foi 

então descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de uma solução de PBS contendo 0,1% 

de azida sódica e 2% de soro fetal bovino (PBSAz). A seguir, foi adicionado à suspensão 5 μL 

de reagente de anticorpo monoclonal (mABs) de quatro cores (TetraCHROME, Beckman 

Coulter): anti-CD45/FITC; anti-CD56/PE; anti-CD19/ECD; anti-CD3/PE-Cy5. Após 

incubação por 20 minutos, a 4◦C, protegidas da luz, as amostras foram lavadas com 500 μL de 

PBSAz (2000 rpm, por 5 minutos a 4
º
C). Após a retirada do sobrenadante, o pellet foi 

ressuspendido em 500 μL de PFA para a fixação da marcação. Como controles negativos de 

marcação foram utilizados anticorpos monoclonais isotípicos anti-IgG conjugados aos 

mesmos fluorocromos do ensaio fenotípico e amostras não marcadas. 

 

Aquisição e análises 

As amostras foram adquiridas, em um mínimo de 200 mil eventos, no citômetro de 

fluxo EPICS XL-MCL (Beckman Coulter, EUA) e analisadas nos softwares EXPO32 e 

Kaluza (Beckman Coulter) na plataforma de Citometria de Fluxo no Instituto Oswaldo Cruz, 

FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. Inicialmente, para a padronização do protocolo de análise 

das amostras de saliva foi realizada a aquisição de uma amostra de sangue total de um 

indivíduo sadio, a partir da qual gates foram delimitados de acordo com padrões já 

conhecidos (dados não mostrados).  

A figura 1 mostra o protocolo de FCM utilizado na análise das amostras de saliva. O 

dot plot A representa o perfil scatter de uma amostra baseado em tamanho (FSC) e 

granularidade (SSC) das células. Neste plot, um gate (células) foi criado eletronicamente para 

cercar as células de interesse, excluindo os debris da análise. O dot plot B, gated nas células 

representa uma análise paramétrica dupla, de SSC vs. CD45, no qual podemos definir duas 

populações celulares – células mononucleares (SSC low/CD45+) e granulócitos (SSC 

high/CD45
+
). Os histogramas C, D, E , F representam a intensidade de fluorescência para as 

células marcadas com mABs anti-CD3 (gated em SS low); anti-CD56 (gated em SS low); 

anti-CD19 (gated em SS low e SS high), respectivamente.  
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Figura 1. Protocolo de FCM utilizado. 
 

  

O ajuste de compensação dos sinais interferentes foi realizado pela aquisição de 

amostras marcadas com um único fluorocromo relacionado e foi baseado nos critérios de 

aproximação dos valores de MFI (mean fluorescence intensity) em regiões quad-stats de dot 

plots de dupla cor. 

Os resultados foram baseados nos percentuais de células positivas para uma marcação 

específica de anticorpo monoclonal. 

 

 

Análise estatística 

 

Os valores de p foram obtidos pelo teste t não paramétrico de Mann-Whitney. Os 

valores de p foram considerados estatisticamente significantes quando p≤0,05. 
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RESULTADOS 

 

Dot ELISA 

 

Os resultados obtidos estão expressos na figura 2. Não foram encontradas diferenças 

estatisticamente significativas na titulação de IgA (p=0,4603), IgG (p=0,1113) ou IgM 

(p=6,052) entres os grupos teste e controle.  

 

 
Figura 2. Resultado da análise da titulação de imunoglobulinas provenientes das 

amostras de saliva. A figura mostra a escala de titulação de IgA em A (1-1:100; 2-1:200; 3-

1:400; 4 - 1:800; 5-1:1.600; 6-1:3.200; 7-1: 6.400; 8-1:12.800; 9-1:25.600; 10-1:51.200; 11-

1:102.400; 12-1:204.800); IgG e IgM em B e C, respectivamente (1-1:10; 2-1:20; 3-1:40 ; 4-

1:80; 5-1:160;  6-1:320; 7-1:640; 8-1:1.280; 9-1:2.560; 10-1:5.120; 11-1:10.240; 12-

1:20.480). Foram avaliados pacientes com periodontite crônica (testes) (n=12) e indivíduos 

periodontalmente saudáveis (controles) (n=27). *P<0.05. Os valores de p foram obtidos pelo 

teste t de Mann-Whitney. Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas. A 

mediana foi representada por barras horizontais.  Em A não houve diferença na mediana entre 

os grupos (1:6.400). A média com desvio padrão na titulação de anticorpos foi de um ligeiro 

aumento para o grupo teste (1:23.200 ± 1:57.280) comparada ao grupo controle (1:12.330 ±  

1:12.700). Em B houve pequena diferença entre a mediana de testes e controles, 

respectivamente (1:3.200 e 1:1.280). A média com desvio padrão na titulação de anticorpos 

foi de um ligeiro aumento para o grupo teste (1:5.947 ± 1:6.363) comparada ao grupo controle 

(1:2262 ± 1:3871). Em C também houve pequena diferença entre as medianas de testes e 

controles, respectivamente (1:480 and 1:640). A média com desvio padrão na titulação de 
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anticorpos foi de um ligeiro aumento para o grupo controle (1:666 ± 1:560) em relação ao 

grupo teste (1:536 ± 1:406). 

 

 

 

Citometria de fluxo 

 

 A partir dos dados obtidos por meio das análises citofluorimétricas, foi observado que 

o grupo teste apresentou uma maior frequência de leucócitos totais (50,43% ± 5,1) em relação 

ao grupo controle (22,69% ± 0,19) (Figura 3A). A frequência de linfócitos T (0,48% ± 0,22) e 

de NK (0,09% ± 0,04) nos indivíduos do grupo teste foram similares àquela encontrada para o 

grupo controle (0,89% ± 0,19 e 0,01% ± 0,03, respectivamente) (Figura 3B e 3C). Em relação 

aos linfócitos B pôde ser observado que o grupo teste apresentou uma maior frequência 

(50,93% ± 6.1) quando comparado ao grupo controle (13,9% ± 2.6) (Figura 3D). Não foram 

encontradas células T CD8
+
 na saliva desses indivíduos (Dados não mostrados). 

 

 

 
Figura 3. Resultado da análise fenotípica celular das amostras de saliva. A figura mostra 

a frequência das células encontradas na análise por citometria de fluxo. As medianas 

encontram-se representadas por barras horizontais. 

 

 

 

DISCUSSÃO 
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O papel das imunoglobulinas produzidas nos quadros de periodontite avançada ou 

progressiva ainda não está bem estabelecido. No entanto, há evidências de que essas proteínas 

poderiam neutralizar os patógenos periodontais (anticorpos protetores) ou induzir à 

persistência da infecção (anticorpos não protetores), estimulando maior produção de 

interleucina-1 (IL-1) e, consequentemente, maior dano tecidual (SEYMOUR; GEMMELL; 

REINHARDT; EASTCOTT; TAUBMAN, 1993, GEMMEL; SEYMOUR, 1994, 

GEMMELL; MARSHALL; SEYMOUR, 1997, GEMMELL; BIRD; CARTER; 

DRYSDALE; SEYMOUR, 2002, GEMMELL; YAMAZAKI; SEYMOUR, 2002). 

De acordo com Albandar et al. (2001), os anticorpos específicos para microrganismos 

associados à doença periodontal podem ser utilizados para um melhor entendimento desta 

patologia. Nieminen et al. (1993) observaram que a concentração de IgA e IgG específica 

para Aggregatibacter actinomycetemcomitans na saliva de pacientes com periodontite 

avançada apresentava correlação positiva e estatisticamente significante com os níveis séricos 

destes anticorpos. Os autores concluíram que as amostras salivares poderiam ser utilizadas 

para avaliar a resposta humoral para esta espécie de bactéria com a mesma eficácia da 

avaliação sérica, em pacientes adultos com periodontite severa.  

Os resultados do presente trabalho mostraram que os títulos de imunoglobulinas totais 

presentes na saliva dos grupos teste e controle não variaram (p>0,05). Estes dados confirmam 

os achados de Graswinckel et al. (2004), que observaram, no soro de pacientes, níveis de IgA, 

IgG e IgM totais similares nos  pacientes com periodontite e sem a patologia. No entanto, no 

mesmo trabalho, ao analisar os níveis de IgG1 e IgG2, os autores identificaram que os 

indivíduos com periodontite apresentaram maiores concentrações dessas imunoglobulinas em 

relação ao grupo controle e que os níveis de IgG total e IgG2 encontram-se reduzidos em 

pacientes fumantes com periodontite. 

A citometria de fluxo tem demonstrado ser uma ferramenta útil para o estudo de 

células em amostras de saliva (APS et al, 2002; DOS-SANTOS et al., 2009; VIDOVIC A. et 

al., 2011). Pelo fato de ser um método não invasivo de avaliação imunológica, diversas 

condições patológicas da cavidade bucal, que podem interferir na distribuição dos leucócitos, 

podem ser avaliadas pela técnica de citometria de fluxo. Neste trabalho, observou-se um 

maior percentual no número total de leucócitos nos pacientes com periodontite crônica, fato 

que é consistente com dados oriundos de estudos prévios, que demonstram que os leucócitos 

presentes na saliva apresentam uma frequência aumentada quando na presença clínica de 

gengivite (SCHIOTT; LOE, 1970; APS et al, 2002) ou periodontite (RAESTE; AURA, 1978; 

BENDER et al, 2006) quando analisados por microscopia (SCHIOTT; LOE, 1970; RAESTE; 

AURA, 1978; BENDER et al, 2006) ou por citometria de fluxo (APS et al, 2002). No 

presente estudo também foi encontrado um maior percentual de linfócitos B em pacientes com 

perodontite crônica em relação aos controles. Este dado corrobora com os descritos em 

diversos trabalhos que relatam, que as lesões de periodontite avançada ou progressiva, são 

dependentes de citocinas secretadas por linfócitos Th2 e por plasmócitos (REINHARDT; 

BOLTON; MCDONAL; DUBOIS; KALDAHL, 1988, SEYMOUR; GEMMELL; 

REINHARDT; EASTCOTT; TAUBMAN, 1993, GEMMEL; SEYMOUR, 1994, 

YAMAZAKI; NAKAJIMA; AOYAGI; HARA; 1994, GEMMEL; WINNING; GRIECO; 

BIRD; SEYMOUR, 2000, GEMMEL et al. 2001; BERGLUNDH; LILJENBERG; 

TARKOWSKI; LINDHE, 2002, BERGLUNDH; DONATI; ZITZMANN, 2007). Embora 

haja esta tendência de afirmar que a periodontite avançada ou progressiva esteja relacionada 

com o perfil Th2, o papel das citocinas dos perfis Th1, Th2 ou Th17 na periodontite ainda não 

foram completamente esclarecidos (SALVI et al., 1998, BERGLUNDH; DONATI, 2005, 

KINANE; BARTOLD, 2007, TSAI et al., 2007, DUTZAN et al, 2009, FORD et al., 2010).  

A maior parte das IgG presentes na saliva, são oriundas do soro e, atingem a cavidade 

oral, via sulco crevicular (RANTONEN, 2003). Provavelmente, o discreto aumento nos títulos 
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de IgG, nos indivíduos com periodontite crônica, está relacionado ao aumento no número de 

linfócitos B. No entanto, como citado anteriormente, estes títulos mais altos de IgG 

encontrados não foram estatisticamente significativos, possivelmente em decorrência de nosso 

reduzido número amostral. Por isso optou-se por considerar os valores das medianas obtidas 

nas titulações de imunoglobulinas ao invés das médias, pois grandes variações individuais 

poderiam interferir na análise dos resultados. 

Em relação à frequência de células T em indivíduos saudáveis, no presente trabalho, o 

resultado observado foi diferente daquele encontrado nos trabalhos de DOS-SANTOS et al 

(2009) e de VIDOVIC A. et al (2011),  que demonstraram maiores percentuais desta 

população. Isto provavelmente se deve à diferença de idade dos participantes entre os 

diferentes estudos e principalmente aos diferentes métodos de coleta e processamento da 

amostra de saliva. Neste sentido, a estimulação da secreção de saliva; a forma de coleta; a 

inclusão ou retirada de células epiteliais e muco na amostra; poderiam influenciar na 

avaliação da distribuição das populações celulares. 

  Desta forma, além da pesquisa microbiana, o conhecimento das células e das 

diferentes classes de Ig na saliva de pacientes com infecção periodontal ativa pode auxiliar no 

estabelecimento de um diagnóstico preciso além de prever o prgnóstico dos pacientes nesta 

condição e identificar indivíduos com maior predisposição ao desenvolvimento destas 

patologias. Também seria possível realizar uma terapia periodontal mais efetiva por meio de 

parâmetros laboratoriais, complementares aos parâmetros clínicos. 

Em conclusão, faz-se necessária a padronização dos procedimentos de coleta de saliva 

além do processamento deste fluido para aquisição e análise por citometria de fluxo. A 

citometria de fluxo representa uma ferramenta promissora para o auxílio no diagnóstico da 

periodontite crônica pela saliva e, quando a técnica for padronizada para esse fim, 

poderíamos, por meio de sua utilização, prever com maior precisão, o prognóstico da doença 

mediante a análise do perfil celular e de outros parâmetros como o perfil de citocinas 

presentes na saliva destes indivíduos. 
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APÊNDICE B – Modelo de Ficha Clínica. 

 

Exame Periodontal

Nome: ____________________________________ Data: ___ /___ /___

Exame:   (   ) Inicial
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   MV   V    DV   ML    L   DL

18 x x

17 x x

16 x x

15 x x

14 x x

13 x x

12 x x

11 x x

21 x x

22 x x

23 x x

24 x x

25 x x
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APÊNDICE C – Modelo de Ficha de Anamnese. 

 
 

PACIENTE N° ___________ 

ENDEREÇO ___________________________________________________________ 

IDADE_____________ ESTADO CIVIL___________ RAÇA ___________________ 

OCUPAÇÃO  __________________________________________________________  

OCUPAÇÃO DO (A) CÔNJUGE ___________________________________________ 

RENDA FAMILIAR _____________________________________________________ 

MORADIA ( ) URBANA ( ) RURAL 

ESCOLARIDADE (anos) _________________________________________________ 

 

SE MULHER: 

 

Está grávida? ( ) sim ( ) não 

N° DE GESTAÇÕES ANTERIORES ________       N° DE FILHOS_______________ 

HISTÓRIA DE ABORTO ( ) sim ( ) não 

N° DE CONSULTAS DE PRÉ-NATAL ______________ 

TIPO DE PARTO__________________ 

PESO DO BEBÊ AO NASCER ___________________ 

 

DADOS DE SAÚDE GERAL 

 

1. Diabetes? ( ) sim ( ) não 

2. Hipertensão? ( ) sim ( ) não 

3. Infecção genito-urinária? ( ) sim ( ) não 

4. Anemia? ( ) sim ( ) não 

5. Consome álcool? ( ) sim ( ) não. Com que freqüência?________________ 

6. Usuária de drogas? ( ) sim ( ) não 

7. Fuma? ( ) sim ( ) não Quantos cigarros/dia? _____________ 

8. Ex-fumate ? ( ) sim ( ) não tempo que fumou ______________ quando parou____ 

9. Problema cardíaco? ( ) sim ( ) não 

10. Fez uso de alguma medicação nos últimos 3 meses? ( ) sim ( ) não. Qual? ________ 

11. Já fez exame para detecção de AIDS alguma vez? ( ) sim ( ) não 

12. Problema respiratório? ( ) sim ( ) não 

13. Problemas renais? ( ) sim ( ) não 

14. Problemas gastrointestinais? ( ) sim ( ) não 

15. Hepatite? ( ) sim ( ) não 

16. Alguma doença não mencionada aqui? ( ) sim ( ) não. Qual? ___________________ 

17. Fez tratamento periodontal nos últimos 6 meses? ( ) sim ( ) não 

18. Sua gengiva sangra com facilidade? ( ) sim ( ) não 

19. Seus dentes tem mobilidade? ( ) sim ( ) não 

20. Tem hábito de ranger os dentes? ( ) sim ( ) não 

21. Usa fio dental? ( ) sim ( ) não 

22. Quantas vezes escova os dentes? _______________________ 
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APÊNDICE D – Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 
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 1 
 

Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, mas sua identidade não 

será divulgada, sendo guardada em segredo para sempre. Para qualquer outra 

informação, o(a) Sr.(a) poderá entrar em contato com o(a) pesquisador(a) pelos 

telefones (92) 3654-4378/ 3232-4217ou pelo e-mail: pri_naiff@yahoo.com. 

 

 

CONSENTIMENTO PÓS–INFORMAÇÃO 

 

Eu,___________________________________________________________________, 

RG __________________________, CPF _____________________________ fui 

informado sobre o que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da minha 

colaboração, e entendi a explicação. Por isso, eu concordo em participar do projeto, 

sabendo que não vou ganhar nada e que posso retirar minha autorização quando quiser. 

Estou recebendo uma cópia deste documento, assinada, que vou guardar. 

 

 

 

Manaus, _________ de _______________________ de _____________ 

 

 

 

 

 

_______________________________________________________ 

Assinatura do participante 

 

 

 

_______________________________________________________ 

PRISCILLA FARIAS NAIFF, C.D. 

CRO – AM 2478 
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APÊNDICE E – Artigo encaminhado à revista científica. 
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ABSTRACT 

 

To date, flow cytometric immunophenotyping has not been used to investigate 

immune patterns in saliva samples from individuals with inflammatory processes in the oral 

cavity. Because periodontitis is an infectious and inflammatory oral disease, the immune 

response may cause the leukocyte population in saliva of individuals with this condition to be 

different from that of periodontally healthy individuals. Saliva analysis could be a non 

invasive method to evaluate oral health. The objective of this study was to use flow cytometry 

technique to evaluate the frequency of T lymphocytes, B lymphocytes, natural killer cells and 

the total leukocyte population in the saliva of individuals with or without chronic 

periodontitis. In parallel, total IgA, IgG and IgM titers in saliva were determined by Dot-

ELISA. Cell immunophenotyping revealed that patients with chronic periodontitis had a 

higher frequency of total leukocytes (50.43% ± 5.1%) and B lymphocytes (50.93% ± 6.1%) 

than individuals without oral pathologies (22.69% ± 0.19% and 13.9% ± 2.6%, respectively). 

A non-significant increase in IgG titers was also observed in subjects with chronic 

periodontitis. These results show that flow cytometry could be an effective tool for 

determining leukocyte profiles in saliva samples from patients with chronic periodontitis and 

from healthy subjects. 
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INTRODUCTION 

 

An effective mucosal immune system plays an important role in host response, 

especially as oral fluids contain specific immunoglobulins (Ig) that can neutralize pathogens 

or facilitate their destruction by phagocytosis [1]. 

The immunoglobulins IgA, IgG and IgM are important defense factors present in 

saliva. They affect the oral microbiota by interfering with its adhesion or inhibiting its cellular 

metabolism. Patients with periodontal diseases have higher concentrations of these 

immunoglobulins in their saliva than individuals with healthy periodontium. These levels 

decrease significantly after periodontal therapy [2,3]. The primary immune response in 

chronic periodontitis occurs after colonization of the gingival sulcus by periodontal pathogens 

(Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia 

and others) that stimulate the production ofamong other inflammatory 

mediatorscytokines and chemokines by gingival epithelial cells. This results in expression 

of adhesion molecules, an increase in gingival capillary permeability and neutrophil 

chemotaxis and migration from the junctional epithelium to the gingival sulcus. This initial 

response promotes the migration of T cells and macrophages to the perivascular tissue. If the 

cellular immune response does not control the infection, B cells are recruited and differentiate 

into plasma cells, which are responsible for antibody production [4]. 

Over the last forty years, flow cytometry has become increasingly important and has 

helped to advance knowledge in the field of immunology. It has been used as the main tool 

for the phenotypic and functional characterization of different individual cells and cell 

populations and has also recently been used in dentistry as a tool to assess the leukocyte 

population distribution in saliva samples from healthy individuals [5] and individuals 

submitted to psychological stress [6]. The objective of the present study was to use flow 

cytometry to evaluate the frequency of T lymphocytes, B lymphocytes, natural killer (NK) 

cells and the total leukocyte population in the saliva of individuals with or without chronic 

periodontitis. In parallel, we determined the saliva titers of total IgA, IgG and IgM in these 

individuals. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Patients 

 

This study was approved by the Committee for Ethics in Research with Humans, 

Federal University of Amazonas (UFAM), reference number CAAE – 0330.0.115.000-10. 

Saliva samples were obtained from patients with chronic periodontitis (test group, 

n=12) seen at the Periodontal Clinic, State University of Amazonas (UEA), Manaus, 

Amazonas, Brazil, between April and September 2011. The control group consisted of 

patients without clinical and radiographic evidence of periodontitis (n = 27). All subjects in 

both groups were individually informed about the proposed study and agreed to participate by 

signing a written informed consent form. For the test group we selected individuals aged ≥ 30 

years with a clinical and radiographic diagnosis of chronic periodontitis (at least six sites with 

radiographic evidence of bone loss, probing depth ≥ 4 mm and clinical attachment loss ≥ 3 

mm). For the control group we selected individuals aged ≥ 30 years without periodontitis 

(bleeding upon probing < 20%, clinical attachment loss < 3 mm and probing depth ≤ 3 mm). 

Exclusion criteria were as follows: a) having had other oral pathologies; b) having undergone 

periodontal treatment in the last six months; c) having made continuous use of medications 

such as antibiotics, immunomodulators or anti-inflammatory drugs in the previous 3 months, 

d) presenting with systemic diseases that interfere with the condition of the periodontium 
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(diabetes, HIV and immune disorders); e) being pregnant; and f) belonging to an indigenous 

group. 

 

Sample Collection 

 

Saliva samples were collected from each individual between nine and ten o'clock in 

the morning (before breakfast) without any stimulus or prior dental hygiene. Participants 

remained with their mouths closed and the tips of their tongues on the hard palate for five 

minutes. They were then asked to spit saliva into previously sterilized 50 mL collecting tubes 

(Falcon). For cell phenotyping, 500µL of each sample of saliva were transferred to a 1.5 mL 

microtube (Eppendorf, Hauppauge, NY, USA) containing 1% paraformaldehyde (PFA) (1:1) 

and stored at 4ºC for up to seven months. To titrate immunoglobulins, 100µL of saliva were 

aliquoted into a sterile microtube containing 5µL of PMSF (phenylmethylsulphonyl fluoride) 

and stored at -80°C for later use. 

 

Dot-ELISA 

 

Titration of IgA, IgG and IgM in saliva samples was performed by Dot-ELISA [7] 

with some modifications. Two microliters of each dilution of saliva (serially diluted 2-fold 

from 1:100 to 1:204,800 for IgA and from 1:10 to 1:20,489 for IgG and IgM) were applied to 

nitrocellulose membranes (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).  The membranes 

were blocked for two hours with powdered skim milk (5% Molico Nestlé, Araçatuba, SP, 

Brazil) dissolved in Tris-buffered saline (TBS, pH 7.5). They were then incubated for forty-

five minutes at room temperature with the following peroxidase conjugates: mouse anti-

human IgA ( chain), mouse anti-human IgM (Fc5) and mouse anti-human IgG (H + L) 

(PIERCE, IL, USA) (all diluted 1:1000 in TBS pH 7.5). After four washes with phosphate-

buffered saline (PBS, pH 7.2) the reactions were revealed with 3,3’diaminobenzidine (DAB) 

(Bio-Rad Laboratories, CA, USA) diluted in 30 mL of TBS pH 7.5 in the presence of 0.015% 

hydrogen peroxide p.a. The reactions were stopped with distilled water, and the membranes 

were dried between sheets of filter paper. Readings were then taken to obtain the final titer of 

each reaction. To facilitate statistical analysis, the Ig titers were obtained with the help of a 

scale. 

 

Flow cytometry (FCM) 

 

Sample staining 

Five hundred microliters of PBS, pH 7.0, were added to the samples before they were stained 

with monoclonal antibodies for the flow cytometry analysis. The samples were then 

centrifuged at 2000 rpm for 5 minutes at 4ºC to remove mucus. The supernatant was 

discarded and the pellet was resuspended in 1 mL of a PBS solution containing 0.1% sodium 

azide and 2% fetal bovine serum (PBSAz). Then 5 µL of four-color monoclonal antibody 

(mAbs) reagent (tetraCHROME, Beckman Coulter) containing anti-CD45/FITC, anti-

CD56/PE, anti-CD19/ECD and anti-CD3/PE-Cy5 were added to the suspension. After 

incubation for 20 minutes at 4ºC and protected from light, the samples were washed with 500 

µL of PBSAz (2000 rpm for 5 min at 4°C). After removing the supernatant, the pellet was 

resuspended in 500 µL of PFA for fixing and staining. Anti-IgG isotype was used as a 

negative staining control. 

 

 

Acquisition and analysis 



97 

 

The samples were acquired at a minimum of 200,000 events in an EPICS XL-MCL 

flow cytometer (Beckman Coulter, USA) and analyzed with EXPO32 and Kaluza software 

(Beckman Coulter) in the Flow Cytometry Facility at the Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ, 

Rio de Janeiro, Brazil. Initially, to standardize the analysis protocol for the saliva samples, a 

whole blood sample from a healthy individual was acquired, so that gates could be defined 

according to known staining profiles (data not shown). 

Figure 1 shows the FCM protocol used to analyze saliva samples, where dot plot A 

represents the scattering profile of a sample based on cell size (FSC) and granularity (SSC). In 

this plot a gate (cells) was created electronically to include cells of interest and exclude 

debris. Dot plot B, gated on cells, represents a dual-parametric analysis of SSC vs. CD45, in 

which two cell populations can be defined: mononuclear cells (low SSC /CD45
+
) and 

granulocytes (high SSC /CD45
+
). Histograms C, D, E and F represent the fluorescence 

intensity for the anti-CD3 mAb (gated as low SS), anti-CD56 (gated as low SS) and anti-

CD19 (gated as low SS and high SS), respectively.  
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Figure 1. Cytofluorimetric protocol for phenotypic analysis of saliva samples. Dot plot A 

respresents the scattering profile of a sample based on cell size (FSC) and granularity (SSC). 

In this plot, a gate (Cells) was electronically created to include cells of interest and exclude 

debris from the analysis. Dot plot B (gated on Cells) represents a dual parametric analysis of 

SSC vs. CD45, where we can identify two distinct cell populations: mononuclear cells 

(lowSS/CD45
+
) and granulocytes (highSS/CD45

+
). Histograms C, D, E and F represent the 

fluorescence intensity of the cells stained with anti-CD3 (gated on low SS), anti-CD56 (gated 

on low SS) and anti-CD19 (gated on low SS and on high SS) mABs, respectively. Data are 

presented as percentage of positive cells. FSC: forward scatter; SSC: side scatter; mAb: 

monoclonal antibody 

 

 

Compensation adjustment for the interfering signals was performed by acquiring 

samples labeled with one single related fluorochrome and was based on approximation 

criteria for mean fluorescence intensity (MFI) values in quad-stat regions of dual-color dot 

plots. 

The results were based on the percentages of positive cells for a specific monoclonal 

antibody staining. 

 

Statistical Analysis 

 

P-values were obtained using a non-parametric Mann-Whitney t-test. Comparisons 

were considered statistically significant for p-values less than or equal to 0.05. 

 

RESULTS 

 

Dot-ELISA 

 

The results are shown in Figure 2. There were no statistically significant differences in IgA (p 

= 0.4603), IgG (p = 0.1113) or IgM (p = 6.052) titers between the test and control groups. 
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Figure 2. Results of analysis of saliva immunoglobulin titers. A shows the titration scale 

for IgA (1-1:100; 2-1:200; 3-1:400; 4-1:800; 5-1:1,600; 6-1:3,200; 7-1: 6,400; 8-1:12,800; 9-

1:25,600; 10-1:51,200; 11-1:102,400; and 12-1:204,800), and B and C show the scales for 

IgG and IgM, respectively (1-1:10; 2-1:20; 3-1:40 ; 4-1:80; 5-1:160;  6-1:320; 7-1:640; 8-

1:1,280; 9-1:2,560; 10-1:5,120; 11-1:10,240; and 12-1:20,480). We evaluated patients with 

periodontitis (tests) (n=12) and healthy individuals (controls) (n=27). *P<0.05. P-values were 

obtained using a Mann-Whitney t-test. No statistically significant differences in p-values were 

found. The median is represented by horizontal bars. In A there was no difference in median 

between the groups (1:6,400). In B there was a small difference in median between tests and 

controls (1:3,200 and 1:1,280, respectively). The average antibody titer (± standard deviation) 

was slightly higher for the test group (1:5,947 ± 1:6,363) than for the control group (1:2,262 ± 

1:3,871). In C there was also a small difference in the median titer between tests and controls 

(1:480 and 1:640, respectively). The average antibody titer (± standard deviation) was slightly 

higher for the control group (1:666 ± 1:560) than for the test group (1:536 ± 1:406). 
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Flow cytometry 

 

FCM data revealed that the test group had a higher total leukocyte frequency (50.43 ± 

5.1%) than the control group (22.69% ± 0.19) (Figure 3A). The frequencies of T lymphocytes 

and NK cells in both groups were low, and the percentages for the test group (0.48% ± 0.22 

and 0.09% ± 0.04, respectively) were similar to those for the control group (0.89 ± 0.19% and 

0.01% ± 0.03, respectively) (Figure 3B and 3C). B lymphocyte frequency was higher in the 

test group (50.93% ± 6.1) than in the control group (13.9% ± 2.6). Interestingly, there were no 

CD8
+
 T cells in the saliva of the subjects in either group (data not shown). 
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Figure 3. Results of phenotypic analysis of cells from the saliva samples. The plots show 

the cell frequencies determined by flow cytometry. Medians are represented by horizontal 

bars. *P<0.05. P-values were obtained using a Mann-Whitney t-test. 

 

 

 

DISCUSSION 

 

The role of immunoglobulins produced in advanced or progressive periodontitis is not 

well established. However, there is evidence that these proteins can neutralize pathogens 

(neutralizing antibodies) or induce persistent infection (non-protective antibodies), stimulating 

increased production of interleukin-1 (IL-1) and consequently increased tissue damage [8, 9, 

10, 11,12]. 

Specific antibodies against microorganisms associated with periodontal disease can be 

used to gain a better understanding of this pathology [13]. Statistically significant positive 

correlations between the concentrations of IgA and IgG specific for Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans in saliva of patients with advanced periodontitis and serum levels of 

these antibodies was observed [14]. They concluded that saliva samples could be used to 

evaluate the humoral response to this bacterial species with the same efficacy as serum 

assessment in adult patients with severe periodontitis. 

The results of the present study showed that there was no significant difference (p > 

0.05) between total Ig titers in saliva from the test and control groups. These data confirm the 

findings from a previous studie [15], who observed similar total plasma IgA, IgG and IgM 

titers in patients with and without periodontal disease. However, in the same study, the 

authors found that IgG1 and IgG2 titers were higher in the control group and that total IgG 

and IgG2 titers were reduced in smokers with periodontitis. 

 Because it is a noninvasive method of immune evaluation, FCM has been shown to be 

a useful tool for studying cell populations in saliva samples [5,6,16]. It can therefore be used 

to evaluate various pathological conditions of the oral cavity that could interfere with the 

distribution of leukocytes. In this study we observed a greater percentage of total leukocytes 

in patients with chronic periodontitis, a fact consistent with data from previous studies 

demonstrating an increase in the frequency of  leukocytes in saliva in clinical gingivitis 

[16,17] and periodontitis [18,19] when analyzed by microscopy [17,18,19] or flow cytometry 

[16]. In the present study we also found a higher percentage of B lymphocytes in patients with 

chronic periodontitis than in controls. This finding corroborates those of several studies 

reporting that lesions in advanced or progressive periodontitis are dependent on cytokines 

secreted by Th2 lymphocytes and plasma cells [20, 21, 22, 23, 24, 25]  

Although a tendency can be observed in the literature to affirm that advanced or 

progressive periodontitis is related to Th2 profile, the roles of Th1, Th2 and Th17 cytokine 

profiles in periodontitis have not been fully clarified [4, 26, 27, 28, 29, 30].  

Most IgG present in saliva is derived from serum and reaches the oral cavity via 

crevicular fluid [31]. The slight increase in IgG titers in patients with chronic periodontitis in 

this study is probably related to the increase in the number of B lymphocytes. However, as 

previously mentioned, these higher titers of IgG were not statistically significant, possibly 

because of our small sample size. We therefore decided to consider the median rather than 

average titers because large individual variations between the participants could interfere in 

the analysis. 

With regard to the frequency of T cells in saliva in healthy subjects, our results were 

different from those reported by Dos Santos et al. (2009) and Vidovic A. et al. (2011), who 

found a significantly higher percentage of this cell population. This is probably mainly due to 
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the different methods of collecting and processing saliva samples and to differences in the 

ages of participants, as the stimulation of saliva secretion, the collection technique used and 

the presence  or otherwise  of epithelial cells and mucus in the sample could influence the 

assessment of cell population distribution. 

Hence, in addition to microbial research, a knowledge of the cells and different classes 

of Igs in saliva of patients with active periodontal infection may help to establish an accurate 

diagnosis, predict the prognosis of patients with this condition and identify individuals with a 

higher propensity to develop these pathologies. It would also allow the effectiveness of 

periodontal therapy to be more accurately assessed with laboratory rather than clinical 

parameters. 

In conclusion, there is a need to standardize procedures for saliva analysis by flow 

cytometry, from the collection of this fluid to its acquisition and analysis. 

Flow cytometry represents a promising tool for the diagnosis of chronic periodontitis using 

saliva. When standardized for this purpose, the technique will allow a more accurate 

prediction of the prognosis of the disease based on analysis of the cellular profile and other 

parameters such as cytokine profile in the saliva of individuals with this condition. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos. 
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ANEXO B – Comprovante de submissão do artigo à revista científica. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


