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RESUMO

INTRODUCAO-H4 um consenso que outros micro-organismos além de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Tannerella
forsythia (Tf) e Treponema denticola (Td) estariam correlacionados as periodontites, inclusive
algumas espécies ainda ndo identificadas. Nosso objetivo foi estudar as microbiotas
subgengivais de individuos com periodontite cronica generalizada (PCG) e periodontite
agressiva generalizada (PAG) para avaliar diferencas entre suas microbiotas. MATERIAL E
METODOS-Foram selecionados 15 individuos com PCG e 14 com PAG. Coletou-se amostra
do biofilme subgengival de uma bolsa periodontal profunda (BP-PS > 7mm) e uma moderada
(BM — PS entre 5 ¢ 6 mm) de cada individuo. Foi preparado e analisado, por meio de DGGE, o
perfil bacteriano entre os grupos. A similaridade e a andlise de cluster do padrao de UTO’s
foram verificadas utilizando-se coeficiente de Jaccard e a constru¢do do dendrograma realizada
por UPGMA. Realizou-se também analise clonal direta de 10 amostras de BP de cada grupo e
as sequéncias foram agrupadas em taxons com similaridade >97%. RESULTADOS-DGGE -
No perfil de DGGE foi observada uma tendéncia para a formagao de grupos em BP, mas nio
em BM, com a presenga de dois grupos maiores e distintos de oito individuos tanto para PCG
como PAG, com variagdo de similaridade intra-grupo entre 53,6-68,4% e 50,2-64,7%,
respectivamente. Andlise clonal - Foram identificados 109 tdxons conhecidos a partir de 987
clones. Ao todo 44 géneros bacterianos, 28 géneros comuns aos dois grupos, nove que se
apresentaram apenas para PCG e sete para PAG. Entre os dois grupos foram observados 34
tdxons comuns, sendo 42 especificos para PAG e 37 para PCG. A espécie Tf foi detectada em
90% dos individuos com PCG e 80% com PAG, Pg foi detectada em 70% com PCG e 50%
com PAG e Td foi detectada em 40% com PCG ¢ 30% PAG. A espécie Aa foi encontrada em
somente 20% de PCG e 30% de PAG. A espécie Filifactor alocis foi observada em altas taxas e
prevaléncia em PCG (58 clones, 90%) ¢ PAG (91 clones, 90%). As espécies encontradas
exclusivamente por grupo com prevaléncia acima de dois pacientes foram: PCG: Treponema
lecithinolyticum, Selenomonas dianae, Prevotella pleuritidis, Dialister pneumosintes; e para
PAG: Fusobacterium nucleatum ss vincentii, Veillonella parvula, Peptococcus sp. Cepa GEAS,
Streptococcus gordonii, Lautropia mirabilis, Gemella sanguinis, Afipia broomeae. Para os
filotipos, PCG: Peptostreptococcaceae sp. Clone-MCE10 174, Fusobacterium sp. C-1035,
Veillonellaceae sp. C-JS031; PAG: Peptostreptococcaceae sp. C-PUS9170, Treponema sp. C-
G093. Apesar de nao haver exclusividade entre grupos, € de nota os filotipos Synergistes sp.
clone W028 (80% e 60%) e o clone D084 (70% e 10%) em PCG e PAG, respectivamente. O
filotipo Bacteroidetes sp. AU126 foi encontrado tanto em PCG (60%) como PAG (30%).
CONCLUSAO - O presente trabalho demonstrou por meio de DGGE uma tendéncia a um perfil
microbiano comum entre a maioria das amostras estudadas, entretanto, sem seu completo
delineamento como dois grupos distintos microbiologicamente. A andlise clonal, apesar de
algumas espécies especificas entre grupos, demonstrou pequenas diferengas, sem, entretanto,
delinear grupos microbiologicamente especificos.

Palavras-chave: periodontite, biofilme subgengival, DGGE, clonagem, 16SrDNA
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ABSTRACT

INTRODUCTION - There is an agreement that not only the already known
periodontopathogens, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas
gingivalis (Pg), Tannerella forsythia (Tf) and Treponema denticola (Td) would be involved
in periodontitis, but also some others micro-organisms not-yet-identified. The scope of this
study is to compare the subgingival microbiota in generalized chronic periodontitis (GCP)
or generalized aggressive periodontitis (GAP) subjects. MATERIAL AND METHODS — 15
subjects with GCP and 14 with GAP were enrolled. One subgingival biofilm sample from a
periodontal deep pocket (DP) with PD > 7mm and one from a moderate pocket (MP) with
PD from 5 to 6 mm were harvested from each subject. The microbial profiles (OTU’s) were
compared between groups by DGGE and the similarity OTU profile was analyzed by
Jaccard coefficient and the dendrogram and cluster analyses were made by UPGMA. The
direct clonal analysis of the 16STDNA from 10 samples of each group from DP was made.
The sequences were grouped in clusters of taxa with > 97% similarity. RESULTS — DGGE
- It was observed in the profile a tendency for eight subjects from each group to assemble
as clusters in the DP, but not for the MP samples, with similarities between 53.6-68.4%
(GCP) and 50.2-64.7% (GAP). Clonal analyses - One-hundred-and-nine already recognized
taxa were obtained from 987 clones. From a total of 44 bacterial genera, 28 were common
for both groups; nine were exclusive to PCG and seven to PAG subjects. It was found 34
common taxa between GCP and GAP, 37 were specific for GCP and 42 for GAP. The Tf
species was found in 90% from GCP subjects and 80% from GAP subjects, Pg was found
in 70% from GCP and in 50% from GAP and Td was detected in 40% from GCP and 30%
from GAP. The Aa species were found in only 20% GCP subjects and in 30% from GAP.
Filifactor alocis species were detected in high prevalence in both GCP (58 clones, 90%)
and PAG (91 clones, 90%). The species which were detected exclusively in each group,
with 20% prevalence or more were, for GCP: Treponema lecithinolyticum, Selenomonas
dianae, Prevotella pleuritidis, Dialister pneumosintes; and GAP: Fusobacterium nucleatum
ss vincentii, Veillonella parvula, Peptococcus sp. Cepa GEAS, Streptococcus gordonii,
Lautropia mirabilis, Gemella sanguinis, Afipia broomeae. In relation to phylotypes, PCG:
Peptostreptococcaceae sp. Clone-MCE10 174, Fusobacterium sp. C-1035, Veillonellaceae
sp. C-JS031; PAG: Peptostreptococcaceae sp. C-PUS9170, Treponema sp. C-G093.
Despite not been found exclusively for neither GCP nor GAP, the phylotypes Synergistes
sp. clone W028 (80% e 60%) and clone D084 (70% e 10%) had a notable presence in GCP
and GAP, respectively. The phylotype Bacteroidetes sp. AU126 was found in GCP (60%)
and GAP (30%) groups. CONCLUSION — The present study demonstrated by DGGE a
slight tendency to the clustering of the microbial profile of some GCP and GAP subjects,
although these were not well delineated. The clonal analyses showed some differences, but
also could not show GCP and GAP as microbiologic distinct profiles.

Key-words: periodontitis, subgingival biofilm, DGGE, cloning, 16StDNA.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AAP — American Academy of Periodontology — Academia Americana de Periodontologia

AIDS — Acquired immunodeficiency syndrome — Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

b — base(s) nitrogenada(s)

BM - Bolsa moderada — bolsa com profundidade de sondagem de 5 a 6 milimetros.

BP — Bolsa profunda — bolsa periodontal com profundidade de sondagem maior ou igual a 7mm.

DGGE ou PCR-DGGE — Denaturing gradiente gel electrophoresis — Eletroforese em gel com gradiente
desnaturante

FISH — Fluorescent in situ hybridization — Hibridizagao fluorescente in situ

G+C — Guanina + Citosina

(gene) 16SrDNA — S (Svedberg, unidade de sedimentagdo) rDNA (ribosomal Deoxyribonucleic acid), acido
desoxirribonucléico ribossomal - gene do 16S rRNA

HIV — Human immunodeficiency virus — Virus da imunodeficiéncia humana

IG — indice de sangramento gengival

Nested-PCR — PCR feita a partir de amostra de amplicon do produto de outra PCR

OP11 - Filo bacteriano Obsidian pool 11 (1998), da fonte termal Obsidian Pool do Parque Yellowstone, EUA
OT ou TO — Oral Taxon — Taxon oral

OTU ou UTO - Operational taxonomic unit ou unidade taxondmica operacional

pb — Par(es) de base(s) nitrogenada(s)

PA — Periodontite agressiva

PAG — Periodontite agressiva generalizada

PAL — Periodontite agressiva localizada

PC — Periodontite crénica

PCG - Periodontite cronica generalizada

PCL — Periodontite cronica localizada

PCR — Polymerase chain reaction — Reagdo de cadeia em polimerase

SP — Saude periodontal.

PS — Profundidade de sondagem

TM?7 - Filo bacteriano TM7 (1996), do alemao Torf, mittlere Schicht — Turfa, camada intermediaria. Turfa -
um material de origem vegetal, parcialmente decomposto, encontrado em camadas

UFC - Unidade(s) formadora(s) de colonia(s)

UPGMA - Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean
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1 - INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenca infecciosa de patogénese complexa que se
caracteriza clinicamente pela destruicdo do aparato de inser¢do do dente ao 0sso
alveolar, podendo evoluir até a perda do dente, e que possui como fator etioldgico o
biofilme dental. Comeca a haver um consenso na literatura atual que ndo somente os
poucos micro-organismos considerados periodontopatdogenos classicos (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola) estariam correlacionados a periodontite, mas, sim, que outras espécies,
inclusive algumas pouco estudadas ou nao identificadas, poderiam estar associadas com
o inicio e evolugdo desta patologia, além disto, a interacdo entre espécies pode
promover o desenvolvimento de um biofilme dental patogénico.

Em 1999 a Academia Americana de Periodontia apresentou um consenso sobre
a classificacdo das doencas periodontais; entretanto, até os dias de hoje, o diagnostico
ainda ¢ um desafio para o clinico, pois ainda se desconhece os fatores etioldgicos. Nesse
interim, hé ainda uma escassez de estudos controlados, na literatura, que diferenciam os
dois principais quadros clinicos de periodontopatias, periodontite cronica generalizada
(PCG) e periodontite agressiva generalizada (PAG) no que tange a sua microbiota.

Estima-se que apenas algo em torno de 50% das bactérias presentes nas mucosas
bucais e biofilmes dentais foram j& cultivadas. Estudos recentes estimam a possivel
ocorréncia de até 415 taxons (espécies ou filotipos) no biofilme subgengival. Técnicas
de biologia molecular tém sido de grande valia na detec¢ao de espécies de dificil cultivo
ou nao-cultivaveis, sendo a técnica de referéncia baseada na clonagem e
sequenciamento do gene 16SrDNA. Uma técnica biomolecular para separacdo de
sequéncias génicas de mesmo tamanho conhecida por DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis), tem sido utilizada na comparagao de perfis da microbiota em diversos

campos, inclusive da Odontologia.



2 - REVISAO DE LITERATURA

Inicio da Microbiologia Periodontal

Sugere-se que o reconhecimento das doengas periodontais como patologias e
suas classificacdes datam de mais de 5.000 anos atrds por meio de escrituras egipcias e
chinesas (Gold, 1985). Entretanto, sua associagdo com a microbiota bucal possui uma
historia relativamente recente.

Em uma carta de Antonj van Leeuwenhoek (nome de batismo - Thonis
Philipszoon) de 17 de Setembro de 1683 a Royal Society of London descreve a
presenca de “animalcules” no biofilme dental de dois homens que, segundo ele, nunca
haviam escovado os dentes, duas mulheres (possivelmente sua segunda esposa e filha) e
de seu proprio biofilme, sem, entretanto, correlaciona-los as doengas periodontais ou
dentarias de uma forma clara (Tal, 1980), mas explicou que com a manuten¢do de seus
dentes nao havia sangramento da gengiva mesmo ap0s esfregd-la com sal e que pessoas
na sua idade (51) dificilmente possuiam qualidade dentaria como a dele. Apenas a partir
do século XIX, Adolph Witzel associa a presenca de bactérias as doengas periodontais
(Highfield, 2009). Desde entdao diversos estudos no intuito de descrever a microbiota

relacionada a satde ou quadros de doencgas do periodonto vem sendo realizados.

A Nomenclatura das Periodontites e a Revisdo de Literatura.

A caracterizacdo de uma microbiota relacionada aos individuos portadores de
periodontites agressiva ou cronica ao longo da histéria da microbiologia periodontal
esbarra nas dificuldades em se diferenciar os quadros de doengas periodontais.
Atualmente a classificacdo aceita das doencgas periodontais baseia-se nos critérios
adotados durante o “International Workshop for Classification of Periodontal Diseases
and Conditions” promovido pela Academia Americana de Periodontologia (Armitage,
1999). Entretanto, modelos de classificagdo apenas comecaram a serem adotados
apenas ap6s 1966 no “World Workshop in Periodontics” também promovido pela AAP
(The American Academy of Periodontology, 1966) sem, no entanto, haver consenso e
uso por parte de varios periodontistas, inclusive do meio cientifico. Mesmo sendo

amplamente aceita e apresentar-se bem completa, a classificacdo atual de 1999

2



representa apenas um primeiro passo como diagnostico e comunicagdo entre
profissionais € ndo possui a pretensdo de ser precisa (Armitage & Cullinan, 2010).
Todavia, ha um porém na classificagdo atual, que removeu o termo periodontite juvenil
localizada como entidade distinta e bem caracterizada, inclusive microbiologicamente,
das outras periodontites (AAP, 1989) e o associou a outras periodontites agressivas
localizadas.

Com o reconhecimento de que ha divergéncias entre os estudos nos parametros
clinicos de doenga, foi realizada uma revisdao da literatura sobre a microbiota
subgengival de individuos portadores de periodontites cronica e agressiva generalizadas,
mantendo-se a nomenclatura original do artigo. Em relacdo as espécies ou filotipos
bacterianos foram utilizadas as nomenclaturas atualmente reconhecidas para a edi¢do
deste texto.

Foram utilizadas as seguintes palavras-chave para a pesquisa no sitio eletronico
do NCBI/PubMed para periodontite cronica generalizada (PCQG): adult periodontitis,
chronic periodontitis; e para periodontite agressiva generalizada (PAG): aggressive
periodontitis, early onset periodontitis, rapidly progressive periodontitis. Os termos
ingleses “generilized” (estadunidense) ou “generalised” (britanico) ndo foram incluidos
na busca e foram verificados no conteudo e pelo espago amostral dos artigos. Sendo
excluidos os trabalhos que relatam que todos os individuos/pacientes do estudo
possuiam caracteristicas que os marcariam como portadores de periodontites localizadas
(PCL e PAL) (i.e. <30% dos sitios/dentes afetados, apenas primeiros molares e
incisivos), ou que ndo apresentassem os dados clinicos, ou os critérios de inclusao e/ou
exclusdo para diferenciar os grupos que foram incluidos no estudo. Foram também
excluidos os trabalhos que incluiram no todo, ou na maioria (>50%) da populagdo,
individuos portadores de patologias sist€émicas (i.e. diabetes), ou condi¢gdes/habitos (i.e.

tabagismo) que alterem o curso das periodontites.

Microbiota Subgengival em Individuos Portadores de PCG - Diversidade
Bacteriana

A maioria dos estudos encontrados na literatura, quando diferenciam os
individuos por idade ou por caracteristicas que as identificam como periodontite cronica
ou agressiva, apresenta sua populacao de estudo condizente com periodontite cronica ou
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do adulto. Portanto, ha uma maior facilidade em se considerar algumas espécies
correlacionadas com a periodontite cronica ou do adulto, além do fato de que se acredita
que esta ¢ mais prevalente que a periodontite agressiva ou juvenil ao redor do mundo
(Albandar, 2002; Gjermo et al., 2002). Porém a inconsisténcia entre os estudos e falta
de critérios com relagdo a selecao ou exclusao de individuos podem ser vistas devido as
dificuldades inerentes das classificagdes e diagnosticos.

Dentre as primeiras espécies bacterianas correlacionadas com a periodontite do
adulto foi demonstrada a correlagdo com a presenca de bacterdides pigmentadas em
negro (bacterdéides formadoras de colonias pigmentadas em negro em meio agar-
sangue), espiroquetas, além de outras bactérias Gram-negativas e anaerobias
(Listgarten, 1976; Zambon et al., 1981; Moore et al., 1983). Mais tarde uma das
espécies assacaroliticas de bacterdides pigmentadas em negro (Bacteroides gingivalis)
fora renomeada para Porphyromonas gingivalis (van Steenbergen et al., 1989) e
fortemente associada com a periodontite do adulto (Zambon et al., 1981).

Em 1983, Moore et al. selecionaram 22 individuos adultos com periodontite
moderada (cronica) entre 30 e 55 anos. Foram retiradas 60 amostras de biofilme
subgengival, gerando aproximadamente 1.900 coldnias, além de amostras de cada um
dos biofilmes supragengivais como controle e mais amostras de biofilme subgengivais
de sulco crevicular de 14 individuos periodontalmente saudaveis entre 30 a 70 anos. A
partir destes isolados, foram encontradas 171 téxons, entre 29 géneros bacterianos.
Dentre as espécies mais encontradas nos biofilmes subgengivais de periodontite
moderada que em supragengivais e individuos sauddveis estdo: Fusobacterium
nucleatum (76%, prevaléncia nas amostras), Parvimonas micra (Peptostreptococcus
micros) (50%), Eubacterium nodatum (42%), P. intermedia - cepa 4197 (37),
Eubacterium timidum (39%), Campylobacter rectus (39%), Eubacterium brachy (32%),
Lactobacillus D-2 (21%), Eubacterium D-11, D-8, D-6 (de 16 a 18%), P. gingivalis
(13%), Actinomyces naeslundii 111 (13%), Actinomyces israelii 1 (16%),
Peptostreptococcus anaerobius (24%), Prevotella intermedia cepa 8944 (13%),
Fusobacterium RD (26%), Selenomonas sputigena (24%), Campylobacter jejuni
(24%), Lactobacilus  minutus  (21%), Eubacterium  alactolythicum  (13%),

Staphylococcus epidermidis (13%), Dialister (Bacteroides) pneumosintes (5%),
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Prevotella loescheii (11%), Haemophylus aphrophilus (11%), Prevotella oralis (8%),
Selenomonas D-6 (8%) (algumas espécies ndo foram encontradas com a nomenclatura
atual). Nos individuos saudaveis e nos isolados de biofilme supragengival ndo foram
encontradas espécies de P. gingivalis e E. brachy.

Em outro estudo classico realizado com individuos portadores de periodontite
cronica generalizada, Socransky et al. (1998) analisaram as associagdes entre 40
espécies bacterianas presentes na microbiota subgengival e definiram cinco complexos
bacterianos de acordo com as similaridades por pares e grupos de espécies. Esses
complexos foram, assim, organizados em complexo vermelho, composto pelas espécies
P. gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola; complexo laranja, que se
mostrou fortemente associado ao complexo vermelho e foi dividido em dois grupos,
sendo um central, fortemente relacionado, composto por 3 subespécies de F. nucleatum,
Fusobacterium periodonticum, P. intermedia, Prevotella nigrescens e P. micra; € outro
grupo associado a este, formado pelas seguintes espécies: Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, Streptococcus
constellatus; complexo verde, composto por Capnocytophaga sputigena,
Capnocytophaga gingivalis, Campylobacter concisus, Capnocytophaga ochracea,
Eikenella corrodens e Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans
sorotipo a; complexo amarelo, formado por um grupo de estreptococos: Streptococcus
mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis; € o complexo roxo, que inclui
Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As espécies S. noxia e A.
actinomycetemcomitans sorotipo b ndo se correlacionaram com nenhuma outra. As
espécies que compdem o complexo vermelho foram fortemente associadas ao
sangramento durante a sondagem e as bolsas mais profundas. Posteriormente, algumas
espécies do género Actinomyces (A. gerencseriae, A. israelii, A. naeslundii 1 e 2) foram
agrupadas como complexo azul (Socransky & Haffajee, 2002).

Kumar et al. (2005) selecionaram 15 individuos portadores de periodontite
cronica e 15 individuos periodontalmente saudaveis. Foram coletadas amostras
subgengivais por meio de cones de papel endodontico estéreis de todos os sitios do
grupo saudavel e dos sitios com PS>6mm do grupo periodontite. Além de quatro sitios

com PS<3mm de cada individuo do estudo. Um par de iniciadores de PCR foi utilizado



para a amplificacdo. A analise clonal foi realizada de 4.500 clones e um total de 274
taxons foram identificados, sendo que seis novos filotipos foram determinados a partir
de um ponto de corte menor que 98% de similaridade com o GenBank e
sequenciamento das ~1500 bases. Os autores ndo citam, porém, o ponto de corte de
similaridade para incluir as sequéncias em clusters de UTO’s. Seis filos foram
encontrados dentre as amostras. Os filos Firmicutes (Classe, Clostridia), Firmicutes
(Classe, Bacilli) e Deferribacteres (incluido o atual filo Synergistetes) estiveram mais
associados com individuos portadores de periodontite. Outros filos tais como
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Spirochaetes e Fusobacteria também
foram encontrados. Este grupo também obteve uma proporcdo de 60% para as bactérias
ainda ndo cultivadas (filotipos).

Vartoukian et al., 2009, selecionaram cinco individuos com periodontite cronica
generalizada e cinco com saude periodontal (SP). Um sitio de cada quadrante foi
escolhido. Nos individuos saudaveis, foram coletadas amostras de quatro dos sitios com
PS <3mm, sem sangramento e dos individuos com periodontite, quatro sitios com PS >
6mm e 4 com PS < 3mm. Foram coletadas amostras de saliva e do dorso lingual dos
individuos. Os autores buscaram por representantes do filo Synergistetes por métodos
de andlise clonal para 16SrDNA especifico (1.664 clones) para Synergistetes e sondas
para as células por FISH (fluorescent in situ hydridization). Foi encontrado que
Synergistetes do grupo para o OTU 4.2 (clone A2F 22) foi estatisticamente mais
prevalente em individuos com periodontite € mesmo em sitios com PS > 6mm em
relagdo aos sitios com PS < 3mm (valor-p = 0,019). Quando este grupo foi associado
com o grupo 4.1 (clone JV023), continuou a se apresentar estatisticamente significativo
(valor-p = 0,048). Quando observado a prevaléncia ou propor¢do de Synergistetes
indiferente se a comparagdo se referia aos sitios ou aos grupos PCG e SP também s6
houve diferenga estatisticamente significativa para o grupo 4.2 (valor-p<0,05). Com
relagdo ao percentual de cada grupo de Synergistetes sobre o total deste filo nos grupos
PCG e SP, fora observada, sem diferenca estatistica (0=0,05), uma maior proporc¢ao dos
grupos 1 (BHO17 e JV006), 2 (A6A_39), 3.1 (A2G_10), 3.2 (A3G_2), 3.3 (BH007), 4.1
e 4.3 (MCE7_5).



Microbiota Subgengival em Individuos Portadores de PAG - Diversidade
Bacteriana

Kamma et al. (1994) realizaram uma avaliagcdo microbioldgica de 73 amostras
de 10 individuos portadores de periodontite de rapida progressdo com idade entre 25 a
35 anos. Nos sitios periodontais com PS > 6mm prevaleceram as presencas de P.
gingivalis, em 26,7% das amostras, seguido por 7. forsythia (23,6%) e P. intermedia
(15,7%). A prevaléncia de P. gingivalis foi de 91,7%, F. nucleatum, 90,4%, S.
intermedius, 87,7%, e T. forsythia 53,4%. Os autores encontraram uma maior
frequéncia nos sitios com sangramento gengival (p<0,05) para P. intermedia, C.
concisus, S. sputigena ¢ P. micra e os sitios com indice zero tiveram uma maior
frequéncia (p<0,001) de S. sanguinis, A. actinomycetemcomitans ¢ T. forsythia. Os
sitios com supuragdo apresentaram maior prevaléncia de P. intermedia,
Capnocytophaga ochracea e A. actinomycetemcomitans € os sitios sem supuracao F.
nucleatum (p<0,05).

Em um estudo que incluiu uma populagio da Grécia para avaliacdo da
microbiota bucal de 66 individuos portadores de periodontite de progressao rapida com
idade até¢ 35 anos e sistemicamente saudaveis, Kamma et al. (2004) examinaram por
meio de técnicas de cultura, bioquimica e imunofluorescéncia a presenca de 34 espécies
bacterianas e dois fungos (Candida albicans e Aspergillus fumigatus). Fora examinada
uma amostra de biofilme subgengival (do sitio periodontal com maior PS) de cada
quadrante dos individuos, obtendo 264 amostras. Trinta e trés individuos (50%) eram
tabagistas. As 34 espécies foram encontradas em proporgdes acima de 1% das UFC’s.
Outras cinco espécies foram isoladas sem entretanto atingir a propor¢cdo de 1%
(Veillonella atypica, Leptotrichia buccalis, S. noxia, Propionibacterium propionicus €
Bilophila wadsworthia). As espécies encontradas nas maiores proporgdes (>10% dentro
das placas de cultivo para cada espécie ou grupo de bactérias) e frequéncia entre as
amostras foram: P. intermedia/P. nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis, C. rectus, F.
nucleatum, P. micra, S. sanguinis. A espécie A. actinomycetemcomitans foi encontrada
em 25% dos sitios e 33% dos individuos e obteve uma proporcao de 2,7 a 11,9% das
colonias presentes nas culturas. Foram observadas as associagdes entre as principais

espécies identificadas. A associacdo entre 7. forsythia e C. rectus teve o maior Odds



Ratio, 109; T. forsythia e P. gingivalis, 90,26; T. forsythia e P. micra, 16,13; P.
gingivalis e C. rectus, 9,48; P. micra ¢ C. rectus, 5,45; P. intermedia/P. nigrescens ¢ P.
micra, 4,83. Com relagdo a presenca de A. actinomycetemcomitans nos sitios (quatro
por individuo), a espécie foi encontrada conjuntamente a P. gingivalis e T. forsythia nos
quatro sitios de um individuo (n=3), em trés sitios (n=3), dois sitios (n=1), um sitio
apenas (n=26), porém A. actinomycetemcomitans obteve uma associacdo negativa com
a presenca de P. intermedia/P. nigrescens, OR=0,42.

Faveri et al. (2008) analisaram a diversidade microbiana de 10 individuos com
PAG por meio de analise clonal do gene 16STDNA. Um total de 1007 clones a partir de
um par de iniciadores (9F/1525R) de PCR foram obtidos e analisados. Um nivel de
98,5% de similaridade foi utilizado como ponto de corte entre as UTO’s para determina-
las como um taxon especifico. Foram reconhecidos 110 tdxons, sendo 70 desses
detectados mais de uma vez. Desse total de 70 taxons, 57% foram reconhecidos como
ainda nao cultivados. Foram encontradas espécies e filotipos dentro dos seguintes filos:
Firmicutes, Spirochaetes, Actinobacteria e Bacteroidetes. Nao foi encontrado por
analise clonal nenhum representante da espécie A. actinomycetemcomitans. Para
encontra-lo foi realizada PCR espécie-especifica. Desta forma, foi possivel observar,
neste estudo, que sete dos dez individuos eram positivos para A.
actinomycetemcomitans. Uma quantidade expressiva de clones e representantes (19
diferentes filotipos e quatro espécies) do género Selenomonas foi observado em todos
os individuos do estudo. Além dos representantes do género Selenomonas, uma
frequéncia igual ou maior que 40% foi também observada para os seguintes taxons:
Dialister sp. BS095, Anaeroglobus geminatus, V. parvula, Streptococcus anginosus, S.
constellatus, Streptococcus cristatus, S. sanguinis, Streptococcus mitis, Gemella
morbillorum, Filifactor alocis, Eubacterium infirmum. Os autores acreditam em uma
especial representatividade do género Selenomonas em relacdo a etiologia da

periodontite agressiva generalizada.

Microbiota Subgengival em Individuos Portadores de PAG ou PCG - Andlises
Comparativas

Em um dos primeiros trabalhos comparativos da microbiota periodontal entre
individuos com periodontite do adulto, periodontite de acometimento precoce,
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periodontite juvenil localizada, além de saudaveis, Loesche et al. (1985) observaram por
microscopia 400 amostras de biofilme subgengival de 110 pacientes além de técnicas de
cultivo e avaliagdo bioquimica de 30 parametros bacterianos. Em todos os grupos com
periodontite (exceto para PJL) a maioria das contagens microscopicas era para
espiroquetas. Nos individuos com periodontite do adulto uma média de 45% da
contagem microscopica era de espiroquetas e para o grupo de periodontite de
acometimento precoce chegou a 49% em dois individuos, porém em sua maioria obteve
maiores proporc¢des de P. gingivalis e P. intermedia. Os autores concluem que em todas
as categorias de periodontites, com excecdo da periodontite juvenil localizada a
microbiota dos individuos era formada, na maior parte, por anaerdbios estritos
envolvendo principalmente espiroquetas ¢ em uma menor extensdo P. gingivalis e P.
intermedia. Os individuos tratados e com saide periodontal possuiam uma maior
contagem de S. sanguinis, A. viscosus, A. odontolyticus e S. mutans e proporgdes
significativamente menores de P. gingivalis e espiroquetas em relacdo aos individuos
ndo tratados periodontalmente.

No estudo de uma populagdo chilena Gajardo et al. (2005) compararam por
métodos de cultura associados a métodos bioquimicos de identificacdo a presenca e
contagem (UFC/mL) de algumas espécies bacterianas entre individuos portadores de
periodontite cronica generalizada (N=17), periodontite agressiva generalizada (N=6) e
localizada (N=30). Foram coletadas, por meio de cones de papel estéreis, quatro
amostras (uma de cada hemiarcada) de sitios com PS > 5mm, realizado um pool das
amostras em RTF e cultivadas em meios seletivos e nao-seletivos. Todas as oito
espécies foram encontradas em todos os grupos. Exceto pela espécie Campylobacter
rectus, que obteve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,036), apenas 23% de
frequéncia entre os individuos com PCG e 50% entre os individuos com PAL e PAG, as
outras espécies estudadas ndo se apresentaram com diferencas na frequéncia nem na
propor¢ao de UFC/mL entre os grupos. A espécie P. gingivalis teve uma frequéncia
maior de achados entre os individuos com PAG do que PCG (100% e 76,47%,
respectivamente). Para as espécies P. intermedia/Prevotella nigrescens e F. nucleatum
houve uma frequéncia maior, porém nao significativa, de achados entre PCG (35, 29% e

41,18%) do que em PAG (16,66% e 33,33%). As outras espécies (4.



actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens, Capnocytophaga sp. e P. micra)
apresentaram valores de freqiiéncias muito proximos. Interessante observar que nesta
populacdo estudada, mesmo no grupo de PAL (idades entre 17-26 anos) houve uma
propor¢do da contagem (% do CFU/mL total) de 4. actinomycetemcomitans menor,
porém nao significativa, em relagdo a PCG e apenas um pouco maior que PAG (0,67 +
1,97; 1,63 £3,37, 0,25 £ 0,55).

Picolos et al. (2005) calcularam o padrao de infeccdo de individuos com PAG
(N=19), PAL (N=15), PCG (N=12) e PCL (N=11) por meio de checkerboard DNA-
DNA hybridization e titulos de anticorpos IgG para quinze espécies (P. gingivalis, T.
forsythia, T. denticola, A. actinomycetemcomitans, P. micra, S. intermedius,
Eubacterium nodatum, C. rectus, P. nigrescens, P. intermedia, F. nucleatum, A.
naeslundii, Veillonella parvula, C. ochracea, E. corrodens). Segundo os autores nao foi
possivel determinar diferencas pelo padrao de infecg¢do entre os grupos.

Ximenez-Fyvie et al. (2006) avaliaram a microbiota subgengival de 19
individuos mexicanos com PAG, 39 com PCG e 19 periodontalmente saudaveis (SP)
para 40 espécies bacterianas por meio da técnica semi-quantitiva de checkerboard
DNA-DNA hybridization. Foram coletadas amostras do biofilme subgengival de até 28
dentes de cada individuo. As espécies que apresentaram o maior nivel médio de
contagem para os trés grupos foram: A. naeslundii 1, A. viscosus, Corynebacterium
matruchotii, P. micra e V. parvula. Os individuos do grupo PAG tiveram niveis médios
maiores para Actinomyces israelii, Campylobacter showae, Neisseria mucosa,
Porphyromonas endodontalis, Propionibacterium acnes, Selenomonas spp. € todos os
Streptococci testados, exceto para S. sanguinis em relagdo ao grupo PCG. Os niveis de
A. actinomycetemcomitans nao apresentaram diferencas entre os grupos (PAG = 0.5+0.2
x 10°; PCG = 1.240.4 x 10°; SP=0.3+0.1 x 10’ — valores expressos em total de sondas
de DNA hibridizadas). A espécie A. actinomycetemcomitans também esteve entre as de
menor contagem das 40 espécies testadas. As espécies P. gingivalis, T. forsythia e T.
denticola (associados ao complexo vermelho de bactérias nestes estudos relacionados ao
checkerboard DNA-DNA hybridization) compreenderam 18,01% e 16,98% dentro da

contagem total de bactérias para os grupos PCG e PAG, respectivamente. Nao foram
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encontradas diferencas estatisticas entre as 40 espécies para os grupos relacionados as
periodontites, apenas entre esses grupos ¢ individuos periodontalmente saudaveis.

Em um estudo comparativo de uma populagdo da Turquia, Dogan et al. (2003)
pesquisaram a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, C. rectus, T.
forsythia, P. micra e P. intermedia/P. nigrescens. Foram utilizadas técnicas de cultura e
bioquimicas para identificacdo, além de reacdo da polimerase em cadeia a partir de
iniciadores espécie-especificos para A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, além de
leveduras. Os sorotipos de A. actinomycetemcomitans (a, b, c, d, e, x = ndo-sorotipavel)
foram também avaliados com auxilio de AP-PCR e imunodifusdo. Os autores
analisaram individuos com PAL (N=18), PAG (N=17), PCG (N=14) e SP (N=20).
Foram encontradas diferencas entre os grupos de periodontite apenas entre os grupos de
PAG/PCG e PAL para T. forsythia (p=0,004) e C. rectus (p=0,002), onde em individuos
com periodontite localizada houve menor frequéncia destas espécies. Para A.
actinomycetemcomitans nao houve diferenca estatistica entre os grupos de periodontite
pelos métodos de cultura ou biomolecular, apesar de haver uma tendéncia de maior
frequéncia desta espécie no grupo de PAL (83%) em relagdo a PAG (53%) e PCG
(50%). Nao foram verificadas diferencas entre os individuos ou grupos com relacio aos
diferentes sorotipos.

Foi realizado um estudo sobre uma populagdo colombiana com relagdo a
presenca dos principais provaveis patogenos e bastonetes entéricos Gram-negativos (i.e.
Klebsiella spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp., Serratia spp., entre outros)
(Javier et al., 2007). Os seguintes grupos foram avaliados: PCG (N=27), PCL (N=41),
PAG (N=7), PAL (N=5) e 30 periodontalmente saudaveis. Foi demonstrada uma maior
frequéncia e proporcao de P. gingivalis, T. forsythia e E. corrodens entre os individuos
com PA em relagdo aos individuos com PC (p<0,01). Entretanto, os autores ndo
puderam apresentar se haveria diferenca estatistica ou ndo se avaliados apenas PAG e
PCG. Houve também uma maior frequéncia e propor¢ao de bastonetes entéricos nos
grupos com periodontite em relacdo aos periodontalmente saudaveis apesar de ndo
haver diferenca estatistica.

Faveri et al. (2009) avaliaram a microbiota subgengival de 120 individuos

divididos nos seguintes grupos: PAL (N=15), PAG (N=25), PCG (N=30) e SP (Idade <
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20 anos, N=20 e > 25 anos, N=30) para a contagem e propor¢ao de 38 espécies
bacterianas pelo método de checkerboard DNA-DNA hybridization. Os sitios de coleta
dos grupos com periodontites foram divididos em PS < 3mm, PS entre 4 ¢ 6 mm e PS >
7mm. Os sitios de coleta dos individuos do grupo SP restringiram-se a PS < 3mm. As
espécies associadas ao complexo vermelho (7. forsythia, P. gingivalis e T. denticola)
apresentaram-se em maiores prevaléncias e contagem nos individuos com PAL. As
proporgdes de A. actinomycetemcomitans foram maiores nos sitios moderados e rasos
dos individuos do grupo PAL em relacdo aos outros grupos, porém esta diferenca nao
foi observada nos sitios profundos. Algumas diferencas isoladas foram observadas entre
os grupos de periodontites generalizadas com relacao as espécies e PS (p<0,05). Foram
observadas contagens maiores de A. naeslundii e S. sanguinis nos sitios rasos de
pacientes de PCG em relagdo aos de PAG. Campylobacter gracilis foi encontrado em
maiores niveis no grupo PAG em relagdo ao grupo PCG nos sitios rasos. Com relagao
aos sitios moderados as espécies F. nucleatum polymorphum e P. gingivalis
apresentaram maiores niveis no grupo PAG e nos sitios profundos C. ochracea foi mais
encontrada em PCG e, novamente, F. nucleatum polymorphum com maiores niveis em

individuos do grupo PAG.

Diversidade Microbiana - Eubacteria do Biofilme Dental

Aas et al. (2005) selecionaram cinco individuos entre 23 e 55 anos sem sinais
clinicos de doengas das mucosas orais. Por meio de clonagem e sequenciamento
analisaram amostras do dorso da lingua, laterais da lingua, fundo de vestibulo, palato
duro, palato mole, gengiva labial, e tonsilas palatinas coletadas com auxilio de
zaragatoas de algoddo (swabs) e biofilme supra- e subgengival por meio de curetas
Gracey. Foram cultivados 2.589 clones e preparados a partir dos amplicons de PCR com
um par de iniciadores (primers). Seis filos bacterianos foram reconhecidos, a citar,
Firmicutes (Gram-positivos de baixo teor de G+C, dos géneros Streptococcus, Gemella,
Eubacterium, Selenomonas, Veillonella, Clostridium e outros relacionados); o filo
Actinobacteria (alto teor de G+C, como os géneros Actinomyces, Atopobium, Rothia e
outros); Proteobacteria (Neisseria, Eikenella, Campylobacter entre outros);
Bacteroidetes (com espécies de Porphyromonas, Prevotella, Capnocytophaga, e outros
relacionados); Fusobacteria (do proprio género Fusobacteria e espécies de
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Leptotrichia), além do filo TM7, do qual ndao ha representantes cultivados. Neste
trabalho 60% das bactérias da microbiota bucal foram representadas por filotipos
(possiveis espécies ainda ndo cultivadas). Sendo que dos 2.589 clones foram
considerados como diferentes unidades taxondmicas operacionais (UTO’s) em suas
sequéncias de aproximadamente 1.500 bases (b) com um ponto de corte de 2% de
diferenca entre as sequéncias (aproximadamente 30 bases). Foi obtida, assim, uma
estimativa de que haveria mais de 700 tdxons (dentre espécies e filotipos).

Neste mesmo trabalho, Aas et al. (2005) apresenta um total de 47 espécies ou
filotipos presentes na microbiota subgengival dos cinco individuos com saude
periodontal ( PS <3mm, sem sangramento). Do total de taxons foram encontradas com
proporgdes acima de 15% dos clones obtidos as espécies S. mitis (3 individuos), S.
intermedius (um individuo), Gemella haemolysans (2 individuos), C. gracilis (um
individuo). Dos taxons que foram encontradas em valores menores que 15% em trés
individuos sao: Streptococcus clone EK048/AF e Gemella morbillorum; e em dois
individuos: S. mitis, Streptococcus gordonii, Granulicatella elegans, Granulicatella
adiacens, Rothia dentocariosa, Peptostreptococcus sp. CCUG 42977, Veillonella clone
AAO050 e V. parvulla ou Veillonella dispar. Dois novos filotipos foram identificados:
Leptotrichia clone HE052 e Propionibacter clone HE018.

Em um estudo de Paster et al. (2001) foram selecionados 11 individuos com
periodontite refrataria (sic), nove com periodontite, quatro com gengivite ulcerativa
necrosante, dois com periodontite e positivos para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), e, por fim, cinco individuos com saude periodontal. A partir de trés pares de
iniciadores de PCR, um desenhado para a maioria das eubacteria (D88 e E94), outro
para a maioria de Spirochaetes (D88 e C90) e outro para Bacteroidetes (D88 e FO1)
foram identificados ao todo 347 taxons bacterianos na microbiota subgengival de 2.522
clones. Baseando-se nos calculos de estimativas de Boneh et al. (1998), citado neste
mesmo artigo cientifico, foram calculados possiveis 68 outros taxons ndo observados
(caso fossem analisados 10.000 clones). O que, segundo os autores, gerariam possiveis
415 taxons que potencialmente poderiam habitar o ambiente subgengival. Nesse
trabalho foram identificados nove diferentes filos: Bacteroidetes, Proteobacteria,

Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes, Deferribacteres (incluido o filo
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Sinergistetes), TM7 e Obsidian Pool (OP11). Os dois ultimos ndo possuem
representantes cultivados, sendo que o filo OP11 apresenta apenas um clone oral e
outros representantes geralmente sdo encontrados em amostras de sedimentos do fundo
do mar e detritos industriais em esgotos. Do total de clones, 60% obtiveram 99% de
similaridade com 132 espécies ja conhecidas e 40% obtiveram similaridade de 99% com
215 clusters, determinados como filotipos.

Hutter et al. (2003) analisaram um total de 578 clones de amostras de um sitio
periodontal (PS>5mm) de 26 individuos com periodontite e seis individuos
periodontalmente saudaveis. Foram utilizados dois pares de iniciadores de PCR de
posigdes 27F/519R e 515F/1525R e obtidos 148 filotipos para o primeiro e 75 filotipos
para o segundo par. Trinta e quatro espécies foram identificadas e 15 associados a
provaveis novos filotipos, sendo que uma sequéncia teve a analise de 1490 pb realizada
e fora classificada como Periodontitis Clone 10B6 e associada a classe Alpha-
proteobacteria, do qual fazem parte bactérias do gé€nero Rickettsia. Os autores nao
especificaram o total de filotipos distintos presentes nas duas bibliotecas clonais
combinadas. O ponto de corte utilizado para diferenciacao de tdxons foi de 99% e para
novos filotipos foi de similaridade <97% com o GenBank. Houve representantes dos
filos Actinobacteria, Bacteroidetes, Deferribacteres, Fusobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes e Firmicutes.

Com o uso de trés pares de oligonucleotideos iniciadores de Lillo et al. (2006)
foram identificados e sequenciados para o gene 16SrDNA um total de 417 clones a
partir de trés amostras de dois individuos com periodontite cronica localizada. O ponto
de corte utilizado para identificar uma UTO dentro de um taxon especifico foi de 99%
de similaridade com o GenBank. Nao foi relatado o ponto de corte para novos filotipos.
Os autores encontraram um total de 137 tdxons, sendo 56 espécies ja nomeadas, 43
filotipos j& identificados e encontrados no banco de dados GenBank e 38 foram
determinados como novos filotipos. Desta forma, 60% foram tdxons ndo cultivados.
Nove filos foram encontrados dentre as amostras, Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria, Spirochaetes, Fusobacteria, Deferribacteres/Synergistetes, TMT7,

Actinobacteria e o filo Chloroflexi.
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O grupo Synergistetes trata-se de um novo filo de bacilos longos e curvos, o qual
inclui os géneros Aminobacterium, Aminomonas, Aminiphilus, Anaerobaculum,
Cloacibacillus,  Dethiosulfovibrio,  Jonquetella, = Pyraminobacter,  Synergistes,
Thermanaerovibrio € Thermovirga (Vartoukian et al., 2007). Este novo filo foi incluido
erroneamente, segundo, Vartoukian et al. (2009), como do filo Deferribacteres em
outros trabalhos. Este novo filo inclui dois grupos principais: grupo (cluster) B, dos
quais fazem parte os dois unicos representantes ja cultivados (Jumas-Bilak et al., 2007,
Downes et al., 2009) do ambiente bucal (Jonquetella anthropi e Pyramidobacter
piscolens) e o grupo (cluster) A, que comporta, até a data desta revisao, 20 taxons ainda
ndo cultivados. O grupo A estd dividido em alguns artigos por grupos de UTO’s
(OTU’s) ou em sua apresentacdo tradicional por clone como no PubMed (National
Library of Medicine, NCBI - National Center for Biotechnology Information, USA) e
no HOMD (Human Oral Microbiome Database, The Forsyth Institute, Boston, MA,
USA).

Diversos filotipos do filo Synergistetes foram associados com as doencas
periodontais (Paster et al., 2001; Kumar ef al., 2003; Kumar et al., 2005; Vartoukian et
al., 2009). Dentre estes filotipos associados as periodontites pode-se citar os grupos
OTU 1 (clones BHO17 e JV006), OTU 3.3 (BH007), OTU 4.1 (clone JV023), OTU 4.2
(clone A2F 22), OTU 6.1 (clone W028), OTU 6.2 (cloneW090) e o clone D084.

Em uma das revisdes mais extensas sobre a microbiota subgengival na literatura
pesquisada (PubMed, acesso 2010 Apr 25), Moore & Moore (1994b), associado a
outros trabalhos publicados pelo mesmo grupo (Moore et al., 1982a; Moore et al.,
1982b; Moore et al., 1983; Moore et al., 1985; Moore et al., 1987; Moore et al., 1991),
descreveram 509 espécies de bactérias de amostras do sulco gengival e bolsas
periodontais a partir de aproximadamente 51.000 isolados bacterianos de 300 pacientes.
Sendo 368 espécies encontradas pelo menos duas vezes. Diversos grupos foram
incluidos: Gengite 1G=0, Gengivite IG=1, Gengivite IG=2, Periodontite de
Acometimento Precoce, Periodontite Moderada, Periodontite Juvenil Localizada,
Periodontite do Adulto (leve a moderada). Todos os individuos do estudo apresentavam
boa saude sistémica e ndo utilizaram antibidticos em um periodo de seis meses

anteriores as coletas.
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Ainda no mesmo trabalho de Moore & Moore (1994b), a partir dos meios de
cultura utilizados, observou-se que as espécies mais comuns que ocorreram nhas
amostras de biofilme subgengival foram A. naeslundii e F. nucleatum, sendo as
subespécies vincentii, nucleatum e porlymorphum identificadas em uma propor¢do de
7:3:2, respectivamente. Nos trabalhos associados a progressao da gengivite a espécie F.
nucleatum demonstrou uma associa¢ao com a progressao da inflamagao gengival (IG de
0 para 1). Com a progressdo da inflamagdo (IG=2) outras espécies comegaram a
apresentar crescimento estatisticamente significativo (valor p<0,005) em relagcdo aos
outros estadios da inflamacdo (S. sputigena, Peptostreptococcus anaerobius, C.
concisus, Eubacterium alactolyticum, Lactobacillus uli, FEubacterium saphenum,
Filifactor (Fusobacterium) alocis, Prevotella intermedia, Prevotella denticola, S.
infelix). Outras espécies também obtiveram crescimento significativo, porém
estatisticamente menos representativos (valor p entre 0,01 e 0,05) que os anteriores
(Bifidubacterium dentium, P. gingivalis, Fusobacterium sulci, Eubacterium D33,
Centipeda periodontii e E. nodatum). Outras espécies como alguns Spyrochaetes foram
observados por cultura e por microscopia. Ouve um aumento na contagem de
treponemas de 1G=0 para IG=1 e IG=2, apesar de ndo haver validacdo para que estes
sejam particularmente relacionados a progressao da doenga, provavelmente devido as
dificuldades no cultivo destes micro-organismos. As espécies encontradas foram 7.
denticola, T. pectinovorum, Treponema S04, T. vincentii, Treponema socranskii
subespécies buccale, paredis e socranskii, além de um longo treponema que somente
foi observado por microscopia € nao encontrado por cultura. Um representante de
Mycoplasma também foi observado. Foram encontrados A. actinomycetemcomitans em
baixas proporgdes em relagdo a outros micro-organismos. Os autores discutem algumas
espécies como de importancia para as periodontites, inclusive devido as suas
correlagdes a infecgdes extra-bucais causadas por um unico micro-organismo e isolados
pelo grupo: Dialistes pneumosintes, E. alactolyticum, P. denticola, S. infelix, C.
periodontii, além dos treponemas e micoplasma.

Os mesmos autores (Moore & Moore, 1994a), publicaram no International
Journal of Systematic Bacteriology a identificacdo de quatro novas espécies orais

associadas a gengivite e/ou periodontite: Oribaculum catoniae (ATCC 51270);
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Catonella morbi (ATCC 51271); Hallella seregens (ATCC 51272); e Johnsonella
ignava (ATCC 51276). Foi encontrada também Dialister pneumosintes, porém os
autores acreditam que esta acomoda as espécies denominadas Bacteroides pneumosintes

relatadas anteriormente por outros autores em 1921.

Técnicas de Biologia Molecular no Auxilio do Estudo da Diversidade
Microbiana

Apesar de bastante valiosas na identificagdo de espécies, técnicas baseadas em
cultura de bactérias possuem algumas limita¢cdes em suas identificagdes devido a uma
alta seletividade de micro-organismos, além do tempo de cultivo elevado para algumas
espécies, ou mesmo, impossibilidade de cultivo, espacgo fisico, consideravel, necessario
para andlise de grandes nimeros de individuos e espécies (Armitage, 2010; Paster et al.,
2006; Papapanou, 2002). Considerando-se a estimativa de que até entre 50-60% das
bactérias presentes nas mucosas bucais e biofilmes dentais foram cultivadas até o
presente momento (Armitage, 2010) e a partir dos trabalhos anteriormente apresentados
sobre a diversidade e complexidade microbiana bucal e, em especial, a microbiota
subgengival, observa-se a necessidade de técnicas de identificagdo independentes de
cultivo para complementar o conhecimento sobre esta microbiota.

As técnicas biomoleculares, apesar de suas limitagdes, possuem a vantagem em
detectar espécies de dificil cultivo (i.e. espiroquetas, anaerdbios estritos, efc.) ou que
ainda ndo sdo cultivaveis. O principal modelo biomolecular para pesquisa da
diversidade microbiana consiste na amplificacdo do gene do 16S rRNA (16SrDNA),
clonagem dos amplicons em Escherichia coli e sequenciamento das insercdes clonadas
(Cohen et al., 1972). Além disso, uma técnica relativamente recente foi desenvolvida
para a andlise e comparagdo de perfis microbianos. Esta técnica, baseada em PCR,
nested-PCR com um oligonucleotidio iniciador modificado e apds a deposicao das
amostras do produto de nested-PCR em um gel especial de poliacrilamida, ¢ conhecida
como Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante (DGGE — Denaturing Gradient
Gel Electrophoresis) e tem demonstrado um grande potencial para estudos qualitativos
e comparativos da constituicdo microbiana em nichos da cavidade oral. Ambas as

técnicas foram utilizadas neste trabalho.
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DGGE - Eletroforese em Gel de Gradiente de Desnaturagdo

A técnica de DGGE, inicialmente, teve sua teoria descrita por Fischer & Lerman
em 1979 (Fischer & Lerman, 1979) e fora, a principio, utilizada para a andlise de
mutagdes ou deteccdo de polimorfismo génico. Esta técnica baseia-se na separacdo de
fragmentos de DNA de tamanho molecular semelhante (pares de base nitrogenadas -
pb), porém sequéncias diferentes, por meio da corrida dos amplicons em gel de
poliacrilamida com proporgdes graduais e crescentes de solventes de desnaturagao
(formamida e uréia) a uma temperatura constante (60°C).

Quando um fragmento de DNA ¢ submetido a um aumento das condi¢des de
desnaturagdo promovidas por uma temperatura constante (60°C), por um gradiente
linear crescente de concentracdo de formamida (0-40%) e uréia (0-7M), ele se desnatura
parcialmente (Fischer & Lerman, 1979; Fischer & Lerman, 1983). Esta separacdo da
dupla fita da sequéncia de DNA ocorre nos chamados dominios de desnaturagdo
(melting domains), os quais sdo trechos de pares de base com qualidades de
desnaturagdo semelhantes. A abertura de trechos da dupla fita causa uma diminui¢cdo na
taxa de mobilidade do fragmento de DNA, por consequéncia da mudanca de
conformacao (Fischer & Lerman, 1983; Muyzer & Smalla, 1998). Fragmentos de DNA
de fita dupla movem-se através do gel de forma constante, determinada por seu peso
molecular, até que encontram uma concentragdo desnaturante em que a dupla-fita de
DNA comeca a se separar. Fragmentos desnaturados formam ramificagdes e, assim,
possuem mobilidade baixa quando comparada & mobilidade da forma helicoidal da
molécula. Desta forma, a posi¢ao final de um fragmento de DNA no gel ¢ determinada
por seu padrao de desnaturagdo. A substitui¢ao de uma tnica base altera a desnaturacao
de uma por¢do da molécula de DNA de forma suficiente para causar uma separagao
(Fischer & Lerman, 1983).

Com o objetivo de melhorar a resolucdo do gel e aumentar o nimero de
substitui¢des de bases que podem ser detectadas, um dominio CG de alto coeficiente de
desnaturagdo deve ser acrescentado artificialmente a molécula de DNA durante a
amplificacdo de PCR. Isto ¢ feito pela utilizacdo de um iniciador contendo uma
extremidade 5' formada por uma sequéncia de GC-40 (Myers et al., 1985a; Myers et al.,

1985b). A andlise por DGGE apresenta como vantagem a técnica de amplificacdo do
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gene 16SrDNA e clonagem a selecdo de espécies representativas a observacao de
apenas espécies com no minimo 1% de representagdo, menor custo, e possibilidade de
analise de uma quantidade maior de amostras de uma s6 vez (Muyzer & Smalla, 1998).

Esta técnica de PCR-DGGE tem se revelado de grande auxilio na deteccao de
espécies cultivadas e ainda ndo cultivadas em comunidades de diversos ambientes de
bactérias de dificil cultivo. A DGGE tem sido amplamente utilizada na anélise da
diversidade microbiana de habitats naturais simples como alimentos (Florez & Mayo,
2006) at¢ mesmo ambientes complexos como solo simplesmente, ou rizosferas de
plantas (Gelsomino et al., 1999; Ibekwe et al., 2001; Duineveld et al., 2001), areas
costeiras ou biofilmes em superficies marinhas (Kowalchuk et al., 1997; Webster &
Negri, 2006), entre outros diversos habitats.

Na area da satde, como na Medicina, 0 PCR-DGGE tem se revelado de 6tima
utilidade para analise de grandes quantidades de amostras de infec¢des polimicrobianas
ou comunidades complexas em seres humanos (Schabereiter-Gurtner et al., 2002;
Davies et al., 2004; Bibiloni et al., 2006; Nielsen et al., 2007). Uma equipe de
pesquisadores empregou a técnica para avaliar a microbiota associada a tecidos oculares
higidos ou ulcerados (Schabereiter-Gurtner et al., 2001; Schabereiter-Gurtner et al.,
2002). A diversidade genética de bactérias fecais (Satokari et al., 2001) e de bactérias
associadas a mucosa intestinal (Green et al., 2006), também, foram analisadas pela
técnica de DGGE, assim como a microbiota vaginal de mulheres no periodo pos-
menopausa (Burton & Reid, 2002) e pacientes com vaginite recorrente (Devillard et al.,
2005).

No campo da Odontologia, tal técnica tem se mostrado como mais um forte
auxilio no intuito de auxiliar na compreensdo de comunidades complexas no ambiente
bucal (Zijnge et al., 2003; Rogas et al., 2004; Rogas et al., 2005; Li et al., 2005; Li et
al., 2006; Li et al., 2007). Alguns estudos em especial utilizaram a PCR-DGGE para

estudar o biofilme subgengival, cuja alteragdo pode promover a periodontite.

Estudos da Microbiota Subgengival por Meio de PCR-DGGE

Em 2003, Fujimoto et al. apresentaram um dos primeiros trabalhos no intuito de
verificar a possibilidade de andlise do perfil microbiano de 11 amostras de biofilme
subgengival de quatro individuos (trés portadores de periodontite do adulto e um de
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periodontite juvenil [sic]) por meio de PCR-DGGE. Foram observados padroes de
bandas distintos para individuos diferentes e padrdes semelhantes para algumas
amostras de um mesmo individuo e sitios periodontais rasos demonstraram um padrdo
de bandas menos complexo que em bolsas moderadas a profundas.

Em trabalho apresentado por Zjinge et al. (2003) com 15 individuos, nove
portadores de periodontite e seis familiares saudaveis, foram observadas bandas intensas
que representavam Exiguobacterium auranticum em 13 de 25 amostras, o que indicaria
uma possivel importancia na periodontite. Foram observadas uma predominancia de
bandas representativas de F. alocis e uma provavel espécie do género Eubacterium.

Em trabalho publicado em 2007, Ledder ef al. compararam o perfil microbiano
por meio de DGGE de 29 individuos com periodontite cronica (PC) e 18 individuos
periodontalmente saudéaveis (SP). O padrdo de banda de cada paciente na maioria das
raias obteve niveis de similaridade entre 20 e 50% sendo o maior indice de similaridade
com 70% (ocorrido entre uma amostra de PC e SP) e minimas de até 10% de acordo
com a analise de cluster por UPGMA. Houve uma tendéncia para a formagao de grupos

entre doenga e satide periodontal, porém esta ndo ficou completamente delineada.
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3 - PROPOSICAO

O presente trabalho possui como objetivos:

- Avaliar e comparar, por meio da técnica de eletroforese por gel de gradiente
desnaturante (DGGE), o perfil genético de comunidades microbianas associadas a
bolsas periodontais moderadas (de 5 a 6 mm) e sitios periodontais com bolsas de
profundidade de sondagem > 7 mm.

- Realizar a analise clonal do gene 16STDNA e a comparagdo da microbiota de
individuos portadores de periodontite crOnica ou agressiva generalizadas dos sitios

periodontais com bolsas de profundidade de sondagem > 7 mm.
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4 - MATERIAL E METODOS

PROCEDIMENTOS CLINICOS REALIZADOS

Selecdo e coleta de amostras de biofilme subgengival

Como critério para periodontite cronica generalizada foram selecionados 16
individuos com no minimo 20 dentes naturais, portadores de pelo menos oito dentes nao
contiguos com pelo menos um sitio com profundidade de sondagem > 5mm, com
sangramento a sondagem e perda Ossea radiografica. Foram também selecionados 17
individuos com periodontite agressiva generalizada, baseando-se nos seguintes critérios:
maximo de 35 anos de idade, presenga de pelo menos oito dentes com pelo menos um
sitio com profundidade de sondagem > Smm, sangramento a sondagem e perda dssea
radiografica, sendo pelo menos trés dentes permanentes ndo contiguos diferentes dos
primeiros molares e incisivos. Foram incluidos individuos de ambos os sexos, acima de
18 anos, sistemicamente saudaveis, ndo-tabagistas, ndo portadores de proteses dentarias
extensas, mulheres nao-gestantes/lactantes e sem historico de terapia antimicrobiana
e/ou terapia periodontal nos ultimos seis meses anteriores a coleta.

Foram selecionados em cada individuo um sitio com profundidade de sondagem
(PS) de 5 a 6 mm (bolsa moderada) e outro acima de 7 mm (bolsa profunda). No
momento da coleta, foi feito o isolamento relativo dos locais e a placa supragengival foi
cuidadosamente removida com o auxilio de uma gaze para evitar contamina¢do da
amostra subgengival. Em seguida, dois cones de papel absorvente foram inseridos por
trinta segundos no sitio periodontal para obtengao da placa subgengival. Os cones foram
transferidos imediatamente para tubos de microcentrifugacdo contendo 300 pL de
tampao TE (10 mM Tris/HCIL, 1 mM EDTA, pH 8,0) e transportados para o laboratorio
de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — Unicamp.
Em seguida, cada tubo contendo os cones de papel foi agitado em aparelho de vortex

por um minuto. As amostras foram congeladas a -20°C para posterior extragdo de DNA.
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PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS REALIZADOS

Purificagdo de DNA das amostras

A purificagdo de DNA das amostras clinicas obtidas de bolsas periodontais (66
amostras iniciais) foi realizada segundo protocolo adaptado de Smith et al. (1989) e
previamente utilizado pelo laboratério de Microbiologia e Imunologia da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — Unicamp (Saito et al., 2006; del Peloso Ribeiro et al.,
2008; da Cruz et al., 2008). As amostras foram mantidas em banho-maria a 37°C por
dez minutos e, entdo, agitadas por 30 segundos em aparelho de vortex. Em seguida, os
cones de papel foram removidos dos tubos de microcentrifugacdo. As células
bacterianas foram precipitadas por centrifugacdo a 20.000g, por dez minutos, € o
sobrenadante, descartado. Para a extracdo de DNA de cada amostra foi preparada uma
solucao tampao para extragao contendo: 0,2 mL de CTAB (brometo N-Cetil-N, N, N-
trimetil-amonio, p.a., Sigma); 373 uL de agua ultrapura deionizada (MilliQ, Millipore);
100 pL de Tris-HC1 1 M, pH 8,0; 280 uL de NaCl 5M; 40 uL. de EDTA 500 mM, pH
8,0; 2 uL de B-mercaptanol p.a.

Foram adicionados 700 pL de tampao de extragdo em cada frasco e acrescido 5
uL de proteinase K (Invitrogen) de 20 mg/mL nesta primeira etapa. Os frascos, entao,
foram agitados em aparelho de vortex e mantidos em banho-maria a 65°C durante 30
minutos. Apos essa fase, foi adicionado, a cada frasco, 650 pL de cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1 (CIA) e foi realizada centrifugacao a 12.000 rpm, durante sete minutos.
A fase aquosa foi depositada em novo tubo de microcentrifugacao e adicionou-se 200
pL da solugdo tampdo e 650 uL de CIA. A mistura foi centrifugada (12.000 rpm),
durante sete minutos. A fase aquosa foi transferida, novamente, para outro tubo de 1,5
mL e adicionado 650 pL de CIA. Em seguida a centrifugacao (12.000 rpm, 7 minutos),
a fase aquosa foi transferida para um tubo e acrescentou-se 700 puL de isopropanol. Os
tubos foram, entdo, mantidos sobre refrigeragdo a -20°C, durante 60 minutos para
precipitacdo do DNA e, depois, centrifugados (12.000 rpm, sete minutos), para
formagdo de precipitado. A soluc¢do sobrenadante foi descartada e o precipitado lavado,
duas vezes, com etanol 70% (12.000 rpm, dois minutos), e, apos evaporagdo da solucao
alcodlica, ressuspensas em 40 pL de solucao TE contendo 0,5 ul. de RNAse 10 pg/mL

e mantidas em banho-maria a 37°C por 30 minutos.
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Cada amostra foi analisada por espectrofotometria (GeneQuant'™ 1300 —
General Eletric Healthcare) para afericio da concentragdo de DNA gendmico
(densidade optica de 50 nm) para padroniza¢do da concentra¢do da reacdo de PCR. As
amostras de DNA foram mantidas em refrigeradores a -20°C até¢ avaliacdo. Logo apos,
as amostras foram testadas com os oligonucleotideos iniciadores universais descritos em
Paster et al., 2001 por meio de PCR convencional. Algumas amostras se apresentaram
negativas, estas foram testadas novamente e no caso de confirmagdo da auséncia de

qualquer imagem de banda, eram excluidas.

Padronizagdo dos oligonucleotideos iniciadores para 16SrDNA para PCR
convencional

Foram selecionados, a partir da literatura, os iniciadores de PCR: direto D88 e
reverso E94 (Paster ef al., 2001) (tabela 1). A reacdo original foi testada para a cepa
Streptococcus mutans UA159 (figura 01). Esta foi constituida de desnaturagao inicial a
95° por oito minutos, seguida de 30 ciclos compostos por desnaturagdao a 95°C por 45s,
anelamento a 60°C por 45s, extensdo a 72°C por 1,5 minuto adicionado de 5 segundos
para cada ciclo e extensdo final de 72°C por 10 minutos. Foram utilizadas as
concentracdes de DNA molde de 5 ng, 10 ng, 15 ng e 20 ng. A reagdo inicial foi
modificada e adaptada para as condigdes deste trabalho. As condi¢des utilizadas, por
fim, para a PCR das amostras clinicas foram constituidas de desnaturagdo inicial 95°C
por 5 minutos, seguido de 20 ciclos com as seguintes temperaturas e tempos:
desnaturagdo a 95°C por 45 segundos, anelamento de 60°C por 45 segundos, extensdo a
72°C por 100 segundos e, por fim, extensao final a 72°C por 30 minutos. As seguintes
concentracdes foram adaptadas para cada reagdo de 25 plL: Hy0 milli-Q — 18,625 uL;
Tampao PCR 10X - 2,5 pL; dNTP 10 mM - 0,5 pL; MgCl, 50 mM — 1,25 pL; Primer
direto 10 uM— 0,5 pL; Primer reverso 10 uM — 0,5 uL; TAQ DNA polimerase SU/uL
(0,125 uL), DNA - 1 puL (figuras 02, 03, 04, 05). O numero de ciclos fora reduzido para
20, dos originais 30 descritos em Paster et al. (2001), para diminui¢do de produtos

quiméricos ou inespecificos durante a reacao de nested-PCR (figuras 02, 03, 04 ¢ 05).

24



]
LI

—

—

=
s
=
[
—
-

Figura 01. Concentracdo de DNA (S. mutans UA159): A-5 ng/uL; B -10 ng/uL;
C-15 ng/pL; D -20 ng/uL; E-controle negativo.

Padronizagdo das Reagoes de Nested-PCR

Para as amostras de periodontite cronica e periodontite agressiva foram
utilizados os iniciadores de PCR descritos por Zijnge et al. (2003) (tabela 02). Sendo
que, para ambas, a fase de extensdo final fora adaptada, para 30 minutos, para diminuir

a formacao de bandas secundarias de acordo com Janse et al. (2004).

Tabela 01. Oligonucleotideos iniciadores de PCR para o gene 16SrDNA, segundo Paster et al. (2001).

D88 - direto 5°- GAG AGT TTG ATY MTG GCT CAG-3’
E94 - reverso 5’- GAA GGA GGT GWT CCA RCC GCA-3’

Tabela 02. Oligonucleotideos iniciadores para a reacdo de nested-PCR segundo Zijnge et al. (2003).

F968 5’-CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGTCCCGCCGCCCCCGCCCGCCTACGGGAGGCAGCAG-3’
R1401 5’-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3’
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Figura 02. Pares de amostras de periodontite cronica testados para 16S - parte 1

Figura 03. Pares de amostras de periodontite cronica testados para 16S - parte 2

Figura 05. Pares de amostras de periodontite agressiva testados para 16S - parte 2
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Nested-PCR das Amostras de Periodontites Crénica e Agressiva para DGGE

Foi realizada a reagao de nested-PCR (figuras 06 e 07) de alguns dos pares (BM
e BP) da primeira reacdo (15 de PCG e 14 de PAG) nas seguintes condicdes:
desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos compostos por uma desnaturagao
inicial de 94°C por 45 segundos, uma fase de anelamento a 49°C por 30 segundos e uma
fase de extensdo a 72°C por um minuto e, por fim, uma fase de extensao final durante
30 minutos. Um dos pares de amostras (PC01) de individuos de PCG fora mantido
apesar de ndo possuir amostra de BM (sem DNA suficiente para novas reagdes), pois
fora utilizado no trabalho de analise clonal (figura 06).

Foram preparadas reagdes de 50 pul com as seguintes concentragdes de
reagentes: H,O milli-Q — 38,25 uL; Tampao PCR 10X - 5 pL; ANTP 10 mM — 1,0 uL;
MgCl, 50 mM 2,5 puL; Primer direto 10 uM— 1,0 uL; Primer reverso 10 uM — 1,0 uL;
TAQ DNA polimerase SU/uL, produto da PCR do gene 16SrDNA - 1 pL. Dois padrdes
negativos destas reagdes (sem DNA) e mais uma reagao contendo 1 pL do produto
proveniente do controle negativo da primeira reacao para 16SrDNA também foram

testadas para confirmacao de auséncia de contaminagdo e produtos inespecificos.

Figura 07. Nested PCR das amostras de periodontite agressiva.
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Preparo das solugées do gel de gradiente de desnaturagdo

Os géis de poliacrilamida com gradiente de desnaturacdo foram preparados de
acordo com as recomendag¢des no manual do sistema PhorU2 (Ingeny, Leiden, The
Netherlands) no CENA/USP (Centro de Energia Nuclear na Agricultura / Universidade
de Sao Paulo, Piracicaba, SP). Detalhadamente, foram preparadas duas solugdes-
estoque a 8% bis-acrilamida, uma a 100% de desnaturagdo (40% bis/acrilamida - 1: 37,5
— 20 mL, 50X tampao TAE — 2 mL, Formamida deionizada — 40 mL, Uréia — 42 g, dgua
Milli-Q para 100 mL) e outra a 0% de desnaturacao (40% bis/acrilamida - 1: 37,5— 20
mL, 50X tampao TAE — 2 mL, agua Milli-Q — 78 mL). As duas solugdes-estoque foram
preparadas e misturadas de modo a obter 25 mL de uma solucdo com coeficiente de
40% de desnaturacdo e 25 mL de outra solugdo com coeficiente de 60% de
desnaturacdo. Para o polimerizacdo do gel foi adicionado 75,0 pL de persulfato de

amoénio 0,2 g/mL e 12,0 uL de TMED (Navarrete, 2009).

Preparo dos géis de poliacrilamida

O gel nao-polimerizado foi depositado entre duas placas de vidro com auxilio do
aparato de distribui¢do de gradiente e posicionado um pente entre as placas para a
producao de 36 canaletas para deposicao das amostras. A polimerizacao ocorreu em no
minimo uma hora. O aparato foi montado devidamente de acordo com o manual do
fabricante. Os géis foram depositados no tanque de eletroforese e o modulo de controle

de temperatura e eletroforese ajustado para 60°C (Navarrete, 2009).

Preparo das amostras de periodontite crénica e agressiva para DGGE

Quinze pares de amostras (bolsa moderada e bolsa profunda) de paciente do
grupo PCG e 14 do grupo PAG foram selecionados pela presencga de banda na reacdo de
nested-PCR. Foram preparadas solugdes individuais de 8,0 uL do produto do nested-
PCR mais 2,0 uL de tampao corante (0,05% azul de bromofenol, 0,05% xileno-cianol,
70% glicerol e 29,9% agua MilliQ) para cada canaleta. As primeiras e Ultimas canaletas
dos géis (1* e 36%) foram evitadas devido a alta chance de grande deformacdo das
bandas nestas areas (smiling effect). Nas demais canaletas, as bandas raramente sofriam
deformacgdes e quando estas ocorriam, demonstraram-se passiveis de facil correcao e/ou

normalizagdo no programa BioNumerics® 6.0. As segundas e penultimas canaletas,
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bem como uma canaleta posicionada no meio do gel, foram preenchidas com 1,0 puL de
solucado 100 pb DNA Ladder (Invitrogen) contendo aproximadamente 1000 ng de
fragmentos de bases nitrogenadas entre 100 e 1500 pares de base (pb), mais um
fragmento de 2072 pb. Este padrdo foi utilizado para a normalizacdo das bandas

(Navarrete, 2009).

Eletroforese do gel com gradiente de desnaturagdo
O modulo de controle de temperatura e eletroforese foi ligado a uma fonte de

eletroforese com estabilizador de voltagem. A fonte foi ajustada para 96V por 16 horas.

Coloragdo e fotodocumentagdo dos géis

Os géis foram corados com nitrato de prata 0,2% de acordo com protocolo em
Sanguinetti et al. (1994) e documentados digitalmente com auxilio de um aparelho
digilatizador de imagens (scanner) de transiluminescéncia ImageScanner II (Amersham
— GE HealthCare). Detalhadamente, os géis foram marcados para identificagdo e
cuidadosamente removidos das placas de vidro para um vasilhame contendo solugdo
fixadora (etanol 10%, acido acético 0,5% e agua MilliQ g.s.p. 300 mL) durante 5
minutos, sob agitacdo suave. A solu¢do fixadora foi reservada em frasco de vidro e o gel
foi transferido para uma solucao contendo 0,2% de nitrato de prata (300 mL) e mantido
sob agitacdo suave por 10 minutos, logo apds, o gel foi lavado rapidamente em agua
Milli-Q. A solugdo de prata foi drenada e acrescentou-se ao vasilhame solugdo
reveladora (NaOH 3%, Formaldeido 3%, agua MilliQ q.s.p. 300 mL). O vasilhame foi
mantido sob agitacdo por 10 minutos, em seguida, a solugdo reveladora foi drenada e
acrescentou-se a solucdo fixadora novamente. Para a fotodocumentacdo os géis foram
cuidadosamente posicionados em um digitalizador de imagens de transiluminescéncia
(ImageScanner PowerLook 1120 — Amersham — GE HealthCare) para digitalizacdo em

arquivo formato (extensdo) TIFF (fagged image file format).

Normalizagdo das bandas da imagem digitalizada
A manipulagdo das imagens foi realizada com auxilio do programa
BioNumerics® 6.0 (AppliedMaths). A normalizagdo das bandas foi realizada
utilizando-se como padrao as bandas presentes nas extremidades € no meio dos géis a
partir de um padrao Ladder de 100 pb (Invitrogen).
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Leitura das bandas e contagem

ApoOs a normalizagdo, as bandas foram marcadas no programa BioNumerics®
6.0. O reconhecimento das bandas foi feito manualmente por um unico pesquisador
treinado, no caso de duvida foi utilizado auxilio de deteccdo de picos de pixels e
deteccdo de bandas do proprio programa apos eliminacdo de ruidos. A contagem total
das bandas de cada coluna/amostra foi realizada e feita anélise estatistica por meio de
teste de Mann-Whitney-Wilcoxon (Teste U de Mann-Whitney) para avaliagdo de

diferengas no perfil de bandas entre os grupos e Wilcoxon-pareado dentro dos grupos.

Dendrograma e similaridade

A similaridade do padrao de bandas intra-gel foi verificada utilizando-se o
coeficiente de similaridade Jaccard e a analise de cluster dos algoritmos para a producgdo
do dendrograma foi feita a partir da matriz de distancias utilizando o método da média

aritmética de pares de grupos nao-pesados (UPGMA) (Michener & Sokal, 1957).

Clonagem do gene 16SrDNA das amostras de periodontite cronica e agressiva

Foram selecionadas 10 amostras de cada grupo (PAG e PCG) das amostras de
biofilme subgengival de bolsas profundas (PS > 7mm) e 10 ng do DNA purificado de
cada amostra de biofilme foi utilizada como molde para a reagdo de PCR. Foram
inicialmente preparadas cinco reagdes de 25 pL para cada amostra de biofilme de bolsa
profunda com os oligonucleotideos iniciadores 27F e 1492R (de Lillo et al., 2006)
(Tabela 04). As cinco reagdes foram misturadas para um total de 125 pL e purificadas
com o kit QIAquick PCR Purification (QIAGEN) conforme recomendacgdes do
fabricante. A PCR foi realizada com 20 ciclos compostos por uma fase de desnaturacao
de 94°C por 60 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensdo por dois
minutos a 72°C, ap6s os ciclos uma fase de extensdo final foi realizada a 72°C por 5

minutos.

Tabela 03. Oligonucleotideos iniciadores de PCR segundo de Lillo et al (2006)

27F 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’

R1492 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3’
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Clonagem dos fragmentos de PCR amplificados

Um volume de 4 pL. do amplicon purificado de cada amostra foi adicionado para
reacdo com vetor (TOPO TA Vector — Invitrogen) e realizada a transformag¢ao em
células quimiocompetentes (OneShot TOP 10 Competent Cells — Invitrogen). As
amostras foram plaqueadas em meio LB com ampicilina (50 mL/L, Img/mL) e 80 pL
de X-Gal (20mg/mL dimetilformamida) a 37°C e, apos 14 horas, foram selecionadas 60
colonias brancas, em média, por paciente. Cada colonia foi cultivada em meio caldo LB
com ampicilina por 12 horas a 37°C.

Os plasmidios foram recuperados usando o QIAprep Spin Miniprep System
(Qiagen) segundo instrucdes do fabricante. Em tubo de microcentrifuga, 1,5 mL de
in6culo em meio LB com ampicilina (100 mg/mL) foram centrifugados por 3 minutos a
8000 rpm a 15 °C e o sobrenadante descartado. O precipitado de bactérias foi suspenso
em 250 pL de tampao P1 e, em seguida, foram adicionados 250 pL de tampao P2. O
tubo foi invertido cuidadosamente para misturar. Foram adicionados, entdao, 350 pL de
tampao PE e centrifugada por 60 segundos. O DNA foi eluido pela adicdo de 50 mL de
tampao 10 mM Tris-Cl, pH 8.5 fornecido no kit, seguida de incubag@o por um minuto e
centrifugacdo por um minuto. A concentracdo do plasmideo foi estimada por
espectrofotometria e entdo enviada para sequenciamento a uma concentracdo de 50

ng/uL (10 pL) (Saito et al., 2006).
Sequenciamento parcial do gene 16SrDNA

Foram utilizados os iniciadores M13 direto ¢ MI13 reverso. O servico de
sequenciamento foi realizado pelo Centre de Recherche du CHUL (CHUQ, Centre

Hospitalier Universitaire de Québec, Université Laval, Ville de Québec, QC, Canada).
Andlise da sequéncia do gene 16SrDNA

As sequéncias foram analisadas automaticamente em um Genetic Analyser ABI
3730x1 (Applied Biosystems — Hitachi). As sequéncias de 600 bases foram visualizadas
e ajustadas no sentido sense de leitura no programa BioEdit 7.0 (Hall, 1999), alinhadas
por meio do algoritmo MUSCLE 3.6. (Edgard, 2004). A matriz de distancia entre as
sequéncias foi calculada com o auxilio do programa PHYLIP 3.69 com o algoritmo

DNAdist (Felsenstein, 1989). As sequéncias foram agrupadas em clusters (taxons) de
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acordo com uma similaridade minima de 97%, a partir do calculo da matriz de
distancias, utilizando-se o programa DOTUR 1.53 (Schloss & Handelsman, 2005). Um
representante de cada filotipo foi selecionado e submetido ao programa BLAST dos
sitios eletronicos HOMD (http://www.homd.org — The Forsyth Institute) e GenBank
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi - National Institutes of Health). Apenas os
resultados com pontuacdo > 97% foram considerados para a identificacdo de taxons. Os
taxons com identidade BLAST < 97% foram considerados como representantes de

possiveis novos filotipos.
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5 - RESULTADOS

Andlise estatistica do nimero de bandas dos géis

A analise bicaudal entre as médias aritméticas do numero de bandas,
consideradas aqui como unidades taxondmicas operacionais (UTQO’s) foi realizada por
meio do teste de Mann-Whitney-Wilcoxon (teste U de Mann-Whitney) para as amostras
nado-parecadas e Wilcoxon para as amostras pareadas (i.e., comparagdes entre bolsas
profundas e moderadas dos mesmos pacientes, dentro de um mesmo grupo de doenga
periodontal). Um valor-P (p) abaixo de 5% foi considerado como estatisticamente

significativo (a =0,05).

Andlise do DGGE

Foram observados um total de 352 bandas visiveis e/ou detectaveis pelo
programa Bionumerics ® 6.0 para bolsas moderadas, 400 para bolsas profundas de
periodontite cronica; e, 386 bandas para o gel de periodontite agressiva de bolsas

moderadas, e, por fim, um total de 359 bandas para bolsas profundas (tabela 04).

Tabela 04 - Contagem de bandas representativas de OTU’s para os individuos de cada grupo

Paciente PC-BM PC-BP Paciente PA-BM  PA-BP

PCO1 = 26 PAO1 23 30
PC02 16 28 PAO2 27 21
PCO3 24 36 PAO3 25 29
PC04 30 26 PAO4 29 25
PCO5 23 29 PAO5 29 27
PCO6 23 23 PAO6 34 27
PC0O7 26 24 PAO7 27 28
PC08 27 29 PAO8 27 27
PC09 29 28 PA09 30 24
PC10 29 28 PA10 30 24
PC11 27 35 PA11 31 23
PC12 31 23 PA12 21 18
PC13 30 25 PA13 29 30
PC14 18 20 PA14 24 26
PC15 19 20 - -

TOTAL PC 352 400 TOTAL PA 386 359
M-PC 25,14a 26,66a M-PA 27,57a 25,64a
o -PC +4,81 +4,62 c-PA +3,45 +3,43

M - Média aritmética; o - Desvio-padrao
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As médias de bandas representativas de UTO’s para o grupo PCG e para as
contagens de BM e BP foram de 25,14 + 4,81 e 26,66 + 4,62. E para o grupo PAG,
esses valores foram, respectivamente, de 25,57 + 3,45 e 25,64 £ 3,43. Nao foi
encontrada diferenca estatistica entre os grupos de PCG e PAG com relagdo as bolsas
moderadas e profundas valor-p=0,24 e valor-p=0,77, respectivamente. Dentro dos
grupos, as médias de UTO’s ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas

entre BM e BP, tanto para PCG (valor-p=0,12), como para PAG (valor-p=0,14).

Construgdo de dendrogramas de similaridade intergrupo dos perfis de UTO'’s
das amostras

A andlise de similaridade foi feita a partir do coeficiente de similaridade de
Jaccard, um dendrograma para cada grupo foi construido a partir de algoritmos
UPGMA (figuras 08 e 09).

As amostras de BM (figura 08) apresentaram valor minimo de 31,0% de
similaridade e maximo de 73,3%. Nao houve tendéncia de formacao de clusters entre os
individuos dos grupos PCG e PAG. As maiores semelhangas entre os perfis de OTU’s
ocorreram entre os individuos PC05-BM e PC10-BM (73,3%), seguido de PA06-BM e
PA10-BM (73,0%). Os valores apresentaram-se em uma faixa média de 50,3-59,2% de
semelhanca.

As amostras de BP (figura 09) apresentaram valores semelhantes aos de BM.
Nao houve diferenga estatistica entre os valores de semelhanca de BP ¢ BM (valor-
p=0,37). O valor minimo para BP de similaridade foi de 33,1% e maximo de 74,2%. As
similaridades entre os individuos dos grupos para BP apresentaram-se em uma faixa
média de valores de 52,1-60,0%. Os maiores valores de similaridade ocorreram entre os
individuos de dois grupos diferentes PA14-BP ¢ PC09-BP, seguidos de PC02 e PCO03.
Houve uma tendéncia a formagao de dois clusters de oito amostras de cada grupo. No
grupo PCG houve a formacao de um cluster (PCO1, PC11, PC02, PCO5, PC04, PCO7 e
PC06) com similaridade minima entre eles de 53,6% sem interposi¢ao de representantes

do grupo PAG.
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Figura 09. Dendrograma e percentual de similaridade entre os perfis de bandas de cada amostra de

bolsa profunda dos grupos PCG e PAG.
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No grupo PAG houve a formagdo de um cluster (PA09, PA13, PA0O2, PAOS,
PA10, PA1l1, PAO4, PAOS) com similaridade minima entre eles de 50,2%. A
similaridade entre os dois grupos de oito individuos fora de 45,4%. Entre esses dois
grupos ainda se formaram outros que mesclaram individuos do grupo PAG e PCG, um,
mais proximo dividindo similaridade de 49,3% com o grupo PCG e outro mais distante

com similaridade de 46,7% com o grupo PCG.

Resultados Clonagem e Sequenciamento

Um total de 987 clones foram sequenciados, sendo 504 clones de individuos
diagnosticados com periodontite agressiva generalizada (PAG) e 483 clones de
individuos diagnosticados com periodontite cronica generalizada (PCG) (Tabelas 05,
06, 07, 08 — anexos 01 a 04). O valor de identidade de 97% fora colocado como limite
para definicdo de homologia as espécies encontradas por meio do programa BLAST
presente nos bancos de dados HOMD (Human Oral Microbiome Database — The

Forsyth Institute — www.homd.org) e GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

). Ao todo, 42 géneros bacterianos foram encontrados, 35 géneros em PCG e 37 em
PAG, 19 géneros comuns, 9 géneros que se apresentaram apenas para o grupo PAG e 7
para o grupo de PCG. O numero de novos filotipos que obtiveram um valor de
identidade abaixo de 97% para o grupo PAG fora de 38 (54 clones), perfazendo 5,47%
do total de clones avaliados. Para o grupo PCG o numero de novos filotipos encontrado
foi de 18 (31 clones), o que representa 3,14% do total de clones. Espécies ou filotipos ja
conhecidos foram, ao todo, 120 detectados. Setenta e sete taxons (espécies/filotipos)
foram identificados entre as amostras de individuos com PCG e 80 para PAG. Entre o
grupo PCG e PAG foram observados ao todo 34 tdxons comuns, sendo 43 especificos
para PCG e 46 especificos para PAG.

Algumas espécies foram encontradas em altas taxas entre os individuos (tabelas
05 e 07; figuras 10, 15 e 17). Filifactor alocis foi encontrado em 90% dos individuos de
PCG (59 clones) e PAG (91 clones). Tannerella forsythia foi detectada em 90% (32
clones) dos individuos do grupo PCG e 80% do grupo PAG (44 clones). Outra espécie
possivelmente patogénica, P. gingivalis foi encontrada em 70% do grupo PCG (54) e
50% do grupo PAG (29). Outras espécies que tiveram destaque tanto para PCG como
PAG, respectivamente, foram: Porphyromonas endodontalis, 40% (9) e 50% (5);
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Fusobacterium nucleatum ss nucleatum, 60% (53) e 60% (31); T. denticola 40% (7) e
40% (8). Algumas espécies se destacaram em um ou outro grupo. No grupo PCG,
também foi observado em altas taxas, Treponema lecithynoliticum, 50% (5);
Campylobacter rectus 40% (5); Eikenella corrodens 40% (5). Para o grupo PAG, foram
observadas com relativa freqiiéncia, Eubacterium saphenum 50% (14); Parvimonas

micros 50% (12); Eubacterium brachy 40% (6); F. nucleatum ss vincentii 40% (8).

Porphyromonas gingivalis
Tannerella forsythia

Treponema denticola
[~ Clones PA

Prevotela intermedia
] Clones PC

Eubacterium nodatum

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

0 10 20 30 40 50 60

Figura 10. Total de clones das referidas espécies para os grupos de periodontite agressiva
ou cronica.

Diversos taxons foram encontrados exclusivamente entre os grupos, porém, a
maioria a uma baixa freqiiéncia (tabelas 05 ¢ 07 — Anexos 01 e 03). Para o grupo PCG,
as espécies foram: Treponema lecithinolyticum (50%), Selenomonas dianae (30%),
Prevotella pleuritidis (20%), e contabilizando apenas 10%, foram encontrados:
Acinetobacter baumannii, Dialister pneumosintes, Gemella morbillorum, Leptotrichia
buccalis, Neisseria mucosa, Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Selenomonas
infelix, Treponema maltophilum, Treponema putidum. No grupo PAG as espécies
exclusivas foram F. nucleatum ss vincentii (40%), Afipia broomeae (20%), Lautropia
mirabilis (20%), Streptococcus gordonii (20%), e com freqiiéncia de apenas 10% entre
os individuos: Actinomyces gerencseriae, Aggregatibacter aphrophilus, Atopobium
parvulum, Capnocytophaga granulosa, Capnocytophaga sputigena, FEubacterium
minutum, FEubacterium saburreum, Haemophilus parainfluenzae, Kingella oralis,
Lautropia mirabilis, Listeria monocytogenes, Neisseria elongata, Neisseria flavescens,
Neisseria subflava, Prevotella denticola, Prevotella micans, Prevotella oralis,

Prevotella salivae, Pseudomonas fluorescens, Selenomonas artemidis, Streptococcus
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gordonii, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis, Streptococcus pneumoniae,
Veillonella dispar.

Em relacdo aquelas espécies representadas por complexos de cor (Socransky et
al., 1998) e que foram detectadas em nosso estudo (figuras 11 e 12), a proporcao de
clones das espécies representativas do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e
T. denticola) para periodontite cronica foi de 48,2% e para periodontite agressiva a
proporcao foi de 42,1%. O grupo laranja para PCG foi de 40,1% e para PAG, 31,8%.
Com relacdo as espécies relacionadas a um padrao de satide periodontal, definidas pelos
complexos verde, amarelo, roxo e de actinomicetos (Socransky & Haffajee, 2002),
respectivamente, para os grupos de PCG e PAG, foram encontrados 8,3 e 4,7% (verde),
1,6 ¢ 8,9% (amarelo), 1,6 ¢ 12,1% (roxo) ¢ 0,0 ¢ 0,5% (actinomicetos). Quando
observados os complexos em relagdo ao total de clones obtidos (figuras 13 e 14)
tivemos para os grupos PCG e PAG, respectivamente, 19,3 e 17,9% (vermelho), 15,9 e
13,5% (laranja), 3,3 e 3,8% (verde), 0,6 ¢ 3,8% (amarelo), 0,6 ¢ 5,2% (roxo) e 0,0 e

0,2% (actinomicetos).

Periodontite Cronica

1,6% He% 0,0%
g™ m Vermelho
8,3%
Laranja
Amarelo
Verde
B Roxo

= Actinomicetos

Figura 11 . Grafico setorial da proporcdo de espécies bacterianas comumente analisadas por
complexos de cor (Socransky & Haffajee, 2002; Socransky et al., 1998) e que foram encontradas no
grupo de periodontite cronica.
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M Actinomicetos

Figura 12. Grafico setorial da propor¢do de espécies bacterianas comumente analisadas por
complexos de cor (Socransky & Haffajee, 2002; Socransky et al, 1998) e que foram encontradas no
grupo de periodontite agressiva.
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Figura 13. Grafico setorial da propor¢do de espécies bacterianas comumente analisadas por
complexos de cor (Socransky & Haffajee, 2002; Socransky et al., 1998) em relacdo ao total de clones
do trabalho e que foram encontradas no grupo de periodontite cronica.

Periodontite Agressiva

m Vermelho

= Laranja
Amarelo

 Verde

H Roxo

M Actinomicetos

1 Outros Clones

Figura 14. Grafico setorial da propor¢do de espécies bacterianas comumente analisadas por
complexos de cor (Socransky & Haffajee, 2002; Socransky et al., 1998) em relagdo ao total de clones
do trabalho e que foram encontradas no grupo de periodontite
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% Clones Espécies
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Figura 15. Porcentagem de clones de espécies do grupo periodontite cronica. As cores das barras
representam a freqiiéncia com que foram encontrados cada representante de uma referida espécie
nos individuos do grupo. * Taxons exclusivos dentro do grupo com prevaléncia = 20%.
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% Clones Filotipos

Synergistetes [G-3]sp. | OT 363 | Clone WO028
Synergistetes [G-3 sp. | 0T 352 | Clone DOBS
Synergistetes [G-3] sp. | OT 360 | Cone BHO17
Peptostreptococcocese [X1][G2] sp. | OT 359 | Clone MCEL0_174
Becteroidetes [6-2] sp. | OT 274 | Cone AUL26
3k Fusobactenium sp. | ©T203 | Ocone _I035
sk Synergistetes (G-3]sp. | OT 361 | Clone MCE7_S
sk veillonellocece [G-1] sp. | OT 483 | Cone 150321
Synergistetes [G-3] sp. [ OT 359 | Clone BHOO7
Peptostreptococcacece [XI11]{G-1] sp. | OT 113 | Clone DAOL4
Johnsonellg sp. | OT 165 | Cone O051
3k Acinetobacter sp. | OT 408 | Cone CAAKM 094
Treponema 5p. | OT G42 | Clone WWP_554_C04
Gammo proteoboctenum | OT F13 [ Clone UWO42
Peptostreptococcus sp. | Clone 10_5_D04
Leptotrichic sp. | Clone 303002
Euboctenccese boctenum | Clone 303404
Pseudomonas sp.| Cone ALS
veilonelacece [G-1] 5p. | OT 135 | Clone DMO71
Treponema sg. | OT 255 | Clone 88003
Treponema sp. | OT 235 | Clone _DO47
TM7 [G-1]sp. | OT 349 | Clone B5003
Synergistetes [G-3]sp. | 0T 453 | Clone JVOOS
Synergistetes [G-3] sp. | OT 351 | Clone DOOS
Selenomongs sp. | OT 388 | Clone PAPA_35
Onbacterium sp. | 0T 372 | Clone MCES_31
Lechnospiracece [G-8] 5p. | OT 500 | Clone IMDSS8
Desulfobulbus sp. | OT 041 | Clone _RO0S
Butyribnio sp. | OT 094 | Clone DAD74
Bergeyelg sp. | OT 322 | Clone AX152
Bocteroidetes [G-5] sp. | OT 511 | Clone MB3_C19
Boctercidetes [G-5) sp. | OT 505 [ Clone MB1_G34
Bocteroidetes [6-3] sp. | OT 281 | Cone DADSS
Bocweroidetes [6-3] 5p. | OT 280 | Clone DAOSS
Aggregatbacter sp. | 0T 513 [ Clone MB3_C38
Actinomyces sp. | 0T 172 | Clone BLOOS

Figura 16. Porcentagem de clones de filotipos ndo-cultivados do grupo periodontite cronica. As
cores das barras representam a freqiiéncia com que foram encontrados cada representante de um
referido filotipo nos individuos do grupo. * Taxons exclusivos dentro do grupo com prevaléncia =
20%.
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% Clones Espécies
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Figura 17. Porcentagem de clones de espécies do grupo periodontite agressiva. As cores das barras
representam a freqiiéncia com que foram encontrados cada representante de uma referida espécie
nos individuos do grupo. * Taxons exclusivos dentro do grupo com prevaléncia = 20%.
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% Clones Filotipos
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Figura 18. Porcentagem de clones de filotipos ndo-cultivados do grupo periodontite agressiva. As
cores das barras representam a freqiiéncia com que foram encontrados cada representante de um
referido filotipo nos individuos do grupo. * Taxons exclusivos dentro do grupo com prevaléncia =
20%.

Alguns filotipos (td&xons ndo-cultivados) obtiveram destaque em nossos achados
(ver figuras 16 e 18; tabelas 06 e 08 — Anexos 03 e 04), em especial para os filos
Synergistetes e Bacteroidetes e para a familia Peptostreptococcaceae. Foram
encontrados em alta freqiiéncia para PCG e PAG, respectivamente, os filotipos:
Synergistetes sp. clone W028 — 80 e 60%; Synergistetes sp. clone BHO17 — 70 e 50%;

Bacteroidetes sp. clone AU126 — 50 e 30%; e para Peptostreptococcaceae sp. clone
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MCEI10 174 — 60 e 50%. Apenas os filotipo Synergistetes sp. clone D084 obteve
destaque dentro do grupo PCG, em exclusividade, estando presente em 70% dos
individuos de PCG e apenas em 10% dos individuos portadores de PAG e o filotipo
Fusobacterium sp. clone 1035 que esteve presente em 40% dos individuos com PCG e
ndo foi encontrado no grupo PAG. Outros filotipos foram encontrados em
exclusividade, porém em baixa freqiiéncia entre os grupos. Para os filotipos do grupo
PCG foram encontrados, em exclusividade, Synergistetes sp. clone MCE7 5 (30%),
Veillonellaceae sp. clone JS301 (20%), Acinetobacter sp. clone CAAKMO094 (20%),
entre outros com apenas 10% de freqiiéncia: (ver figura 18 e tabela 06). No grupo PAG
somente trés filotipo foram encontrado em exclusividade, mas com prevaléncia de
apenas 20%: Treponema sp. clone G093, Peptostreptococcaceae sp. clone CK047 e
Selenomonas sp. clone DS051, sendo o restante de filos exclusivos para PAG

encontrados apenas a 10%.
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6 - DISCUSSAO

Avaliagdo sobre as Amostras de Biofilme Subgengival por DGGE

J& esta bem estabelecida na literatura a utilidade da técnica de eletroforese em
gel de gradiente de desnaturacdo (DGGE) nos estudos qualitativos de perfis
microbianos complexos, como ¢ o caso do biofilme dental. A técnica de DGGE ¢ capaz
de separar, em gel, trechos de DNA/amplicons representativos a um valor de no minimo
1% do total da amostra (Muyzer et al., 1993).

Em nosso trabalho foi possivel observar uma pequena formacao de clusters entre
individuos com periodontite agressiva generalizada e periodontite cronica generalizada.
As amostras de bolsa moderada ndo apresentaram convergéncias para delinear os
grupos de acordo com o quadro clinico, havendo apenas semelhangas isoladas entre dois
ou até trés perfis de bandas entre os grupos PCG e PAG. Por outro lado, o perfil de
bandas profundas apresentou uma tendéncia a formacao de pequenos clusters entre os
grupos (figuras 08 e 09).

Tanto para o grupo PCG como para PAG, oito amostras de cada um
apresentaram uma tendéncia a delineagdo de um grupo relativamente semelhante. Estes
pequenos grupos de PAG e PCG obtiveram semelhangas minimas, respectivamente, de
50,2 e 53,6%, de similaridade sem interposi¢ao de representantes do outro grupo.

Apesar de ndo haver na literatura um valor relativo para se considerar como
minimo referente a um perfil microbiano, a técnica e metodologias utilizadas neste
trabalho, apesar de um nimero relativamente pequeno de amostras, demonstraram uma
tendéncia ao delineamento de perfis relativamente semelhantes com valores entre 50,2 a
68,4% de similaridade no perfil de bandas (UTQO’s).

Trabalhos com grandes nimeros de individuos utilizando-se o0 DGGE para a
analise das periodontites nao sao encontrados na literatura. Um grande obstaculo ainda ¢
a quantidade de amostras que podem ser aplicadas em um unico gel e a padronizacao
destes géis. Em nosso trabalho todas as amostras tanto para PCG e PAG foram inclusas
em dois géis (um de BP e outro para BM), todas as amostras foram preparadas em um
unico momento para o PCR do gene 16SrDNA (produto de ~1500 pb) e em um tnico

momento para todas as amostras do nested-PCR, tentando, ao maximo nao gerar
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diferencas durante o preparo das amostras para serem inclusas no gel com gradiente de
desnaturagao.

Mayorga-Faad et al. (2007) avaliaram 84 pacientes com periodontite cronica e
59 com periodontite agressiva por meio de técnicas de cultivo. Um bom ntimero, porém
limitado, de testes foi utilizado para investigar algumas espécies determinadas. Nestes
pacientes foram encontradas maiores freqiiéncias de P. gingivalis nos individuos com
periodontite agressiva do que de A. actinomycetemcomitans. Todavia, ndo houve
diferenca com relacdo as espécies analisadas (P. gingivalis, T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia/Prevotella nigrescens, Eikenella
corrodens, Campylobacter rectus, Parvimonas micra, Fusobacterium spp, Dialister
prneumosintes e bastonetes entéricos) e os diferentes padrdes clinicos de periodontite.

Por meio da técnica de Checkerboard DNA-DNA Hybridization, que possibilita a
observacao de perfis microbianos de varias espécies e diversos pacientes, € por meio de
Checkerboard Immunoblotting Picolos et al. (2005) testaram amostras de individuos
com periodontite cronica localizada (n=11) ou generalizada (n=12) e agressiva
localizada (n=15) e generalizada (n=19) para 15 sondas de DNA de espécies comuns a
bolsas periodontais. Picolos et al.(2005) ndo encontraram diferencas significativas entre
os grupos de doenca periodontal.

Em seu estudo Fujimoto ef al., 2003 avaliaram o perfil de quatro individuos (11
amostras) sendo apenas um individuo com periodontite juvenil (sic), com trés amostras,
e trés com periodontite cronica. Nesse trabalho foi feita a comparagao entre as amostras
e testado a presenca de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis € P. intermedia com
oligonucleotideos iniciadores para PCR especificos. Sete bandas do gel de DGGE foram
extraidas, o material genético purificado, clonado e sequenciado. As bandas foram
escolhidas de acordo com um padrdo de altura de cepas puras. Foram sequenciados
quatro clones de cada banda dominante (sendo a maioria escolhida de acordo com um
padrao de altura idéntico ao padrao de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis). Dos
28 clones, 11 foram confirmadas para P. gingivalis e um para A.
actinomycetemcomitans. Os autores acreditam que a técnica demonstrou-se interessante
para definir espécies dominantes e definir diferentes perfis microbianos. Em nosso

trabalho atual foi possivel definir bandas dominantes, dentre diversas outras bandas
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secundarias. Entretanto, por motivos técnicos, ndo foram realizadas as clonagens desses
fragmentos para possivel confirmagao da identidade molecular destas bandas.

Em trabalho publicado em 2007, Ledder et al. compararam o perfil microbiano
por meio de DGGE de 29 individuos com periodontite cronica (PC) e 18 individuos
periodontalmente saudaveis (SP). Foi realizada uma anélise do perfil das bandas entre
os dois grupos. Entre 10 a 40 bandas foram encontradas por amostra. O padrao de banda
de cada paciente na maioria das raias obteve niveis de similaridade entre 20 e 50%
sendo o maior indice de similaridade com 70% (ocorrido entre uma amostra de PC e
SP) e minimas de até 10% de acordo com a analise de cluster por UPGMA. Houve uma
tendéncia para a formacgao de grupos entre doenca e saude periodontal, porém esta ndao
ficou totalmente delineada. Os autores discutem a possibilidade de ocorrer a existéncia
de classes de estabilidade microbiana dentro do microambiente periodontal e que nao
somente a microbiota, mas outros fatores inclusive imunolédgicos e regionais poderiam
afetar os tecidos periodontais.

Neste nosso trabalho as amostras apresentaram valores proximos com relagao ao
nimero de bandas por amostra (entre 16 a 36). Porém, ndo foi possivel encontrar
diferencas estatisticas entre os nimeros de bandas entre individuos com PCG ou PAG,
ou mesmo entre bolsas moderadas ou profundas. O nimero de bandas pode sugerir uma
microbiota mais ou menos complexa, entretanto deve-se ter em mente que alguns
micro-organismos podem possuir até 15 copias do gene 16SrTDNA em seu genoma (Pei
et al., 2010). A espécie P. gingivalis, por exemplo, pode apresentar trés bandas em
diferentes alturas (Fujimoto et al., 2003), além de possiveis sobreposi¢des de bandas de
diferentes micro-organismos.

Em nosso trabalho foi observado no perfil de DGGE das bandas de 16SrDNA
um padrdo de similaridade maior entre as amostras em relacdo ao trabalho de Ledder et
al. (2007), sendo a maioria na faixa de 40 e 70% de similaridade, com um valor minimo
de 33,1%. Como possiveis explicagdes das diferencas nos valores comparativamente ao
trabalho de Ledder ef al. (2007), temos que além de ter utilizado apenas uma amostra de
biofilme ao invés de um pool, entre outras caracteristicas metodoldgicas, sdo
compreensiveis por se imaginar uma maior variacao entre a microbiota de individuos

saudaveis e com periodontite do que entre individuos com diferentes padrdes clinicos de
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doenca, como foi no caso de nosso trabalho. Foi também observada uma tendéncia para
a formacao de grupos, porém com a preseng¢a de dois grupos maiores e distintos de PCG
(8) e PAG (8) com variagdo de similaridade dentro do grupo entre 53,6-68,4% e 50,2-
64,7%, respectivamente; e similaridade entre os dois grupos de 45,4%. O maior indice
de similaridade também ocorreu entre os dois grupos (74,2%) e alguns dos menores
valores de similaridade ocorreram entre dois individuos de cada grupo (PCG —42,9% e
PAG — 48,3%). Estes dois ultimos individuos citados do grupo PAG estiveram
igualmente distantes das outras amostras (33,1% de similaridade).

Sakamoto et al. (2003), utilizando T-RFLP, estudaram a diferenga entre perfis
microbianos entre individuos saudéaveis (18) e com periodontite cronica (n=11) e
agressiva (n = 7) por meio de amostras de saliva. Os pesquisadores observaram uma
tendéncia de que as comunidades microbianas de periodontite cronica e agressiva se
agrupassem em seus respectivos perfis de T-RFLP, entretanto, segundo os autores, este
resultado nao foi bem claro. Esse delineamento também nao completamente definido
entre 8 individuos de cada grupo foi observado em nosso estudo com a técnica de
DGGE, que, assim como o T-RFLP, também utiliza oligonucleotideos ndo especificos
para a comparagao de perfis microbianos.

Estudos comparativos de doenga periodontal que nao estao associados a sondas
de DNA ou oligonucleotideos iniciadores espécies-especificos ou meios de cultura
seletivos sdo raros na literatura. A técnica de Checkerboard DNA-DNA Hybridization ¢
bastante utilizada para comparagdes semi-quantitativas de diversas espécies conhecidas
por meio de sondas de DNA para um grande nimero de amostras. Entretanto esta
limitagdo da técnica pode ter levado a falha em determinar diferengas estatisticas entre
os grupos nos trabalhos que utilizaram esta técnica. Apesar de técnicas baseadas em
PCR ndo poderem ser utilizadas na andlise quantitativa, a técnica de PCR-DGGE
possibilita uma o6tima visdo qualitativa. Uma das vantagens desta técnica, utilizada neste
trabalho, ¢ a possibilidade de se observar um perfil microbiano que envolve, inclusive,
espécies possivelmente ndo cultivadas ou outras que ndo sdo em uma forma,
simplesmente, pré-determinada. Amplia-se, desta forma, a possibilidade de se observar
diferencas de perfis quando se lida com ambientes, como o biofilme subgengival, onde

¢ possivel encontrar aproximadamente 400 diferentes espécies bacterianas, sendo que
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diversos estudos demonstram que valores entre 50 a 60% da microbiota ainda ndo foram

cultivadas (Paster ef al., 2001).

Avaliagdo dos Dados por Andlise Clonal do Gene 16SrDNA

A variabilidade de espécies/filotipos encontrados em cada trabalho depende da
metodologia utilizada. Em nosso trabalho foi encontrado um total de 109 diferentes
taxons conhecidos a partir de 987 clones produzidos de um total de 20 amostras
subgengivais de bolsas profundas (PS > 7mm, uma por paciente) de 10 pacientes
diagnosticados com periodontite cronica generalizada (PCG) e 10 pacientes
diagnosticados com periodontite agressiva generalizada (PAG). Em trabalhos similares,
como em Paster et al. (2001) encontrou-se 347 espécies ou filotipos de eubacteria em
amostras subgengivais de biofilme de 11 pacientes com periodontite refrataria (sic),
nove com periodontite (sic), quatro com gengivite ulcerativa necrosante e cinco
periodontalmente saudaveis utilizando-se de trés pares de oligonucleotideos iniciadores
de PCR. Por meio de andlise estatistica de Boneh et al. (1998) estimaram ainda a
possivel presenca de 68 espécies ndo detectadas nestas amostras, o que resulta em
possiveis 415 espécies ou filotipos de eubacteria passiveis de habitarem o ambiente
subgengival. Em outro trabalho mais recente de Lillo ef al. (2006) utilizaram técnicas de
cultura e clonagem para identificar 137 taxons (espécies ou filotipos) a partir de trés
amostras de dois pacientes com periodontite cronica localizada avangada com auxilio de
trés pares de oligonucleotideos iniciadores. Desses 137 taxons, 86 foram identificados
apenas por clonagem, 26 apenas por cultura e 25 encontrados pelas duas técnicas.

O par de oligonucleotideos iniciadores utilizado para a andlise clonal, de nosso
estudo, foi o 27F/1492R, também utilizado por de Lillo ef al. (2006) e que, segundo os
autores, apresentou os melhores resultados em termos de numero de filos e taxons
individuais (tabela 03).

Em nosso trabalho, um total de 80 taxons foi identificado entre pacientes com
periodontite agressiva generalizada, com 32 taxons comuns a pelo menos dois
individuos (504 clones). Em seu estudo, Faveri et al. (2008) encontraram 110 tdxons a
partir de um total de 1007 clones de amostras de trés sitios periodontais de cada 10
individuos portadores de PA generalizada. Destas espécies/filotipos encontrados, 70
foram detectadas em pelo menos dois individuos.
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Ohta et al., (1986) ao estudar por meio de técnicas de cultura (agar sangue e
meio especifico para 4. actinomycetemcomitans) ¢ identificacdo de diversos micro-
organismos presentes nas amostras, encontraram uma microbiota mais heterogénea
entre individuos com gengivite (um paciente) e periodontite do adulto (n=1) (atualmente
periodontite cronica) do que individuos com periodontite de progressao rapida (n=5),
periodontite juvenil (n=1). Sendo as duas ultimas, atualmente, classificadas dentro de
um Unico grupo, periodontite agressiva.

Em nosso trabalho foi encontrado uma maior variedade de espécies cultivaveis
entre o grupo PAG (50 taxons) do que no grupo PCG (41 taxons). Deve-se levar em
conta a vantagem da utilizacio de métodos biomoleculares em diferenciar espécies,
enquanto que as técnicas de cultivo sdo mais laboriosas na diferenciacdo, mesmo se
utilizando de métodos bioquimicos. As técnicas de cultivo possuem ainda a
desvantagem de serem mais seletivas do que a utilizacdo de oligonucleotideos
iniciadores de PCR para o gene 16SrDNA, o que despende uma necessidade de
diferentes meios de cultura, amplo espaco e equipamento laboratorial para
armazenagem, além da dificuldade de crescimento de alguns micro-organismos
fastidiosos. Ao se comparar com a quantidade de géneros, foi encontrado em PAG (35
géneros) um numero levemente menor do que em PCG (37).

Dentre as principais espécies relacionadas ao padrao de doenca periodontal (i.e.,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) foi observado uma alta prevaléncia entre os individuos, exceto
por A. actinomycetemcomitans (figuras 10, 15 e 17). Tannerella forsythia foi detectada
em 80% dos individuos com PAG e 90% para os individuos com PCG. Porphyromonas
gingivalis foi detectada em 50% dos individuos com PAG e 70% para PCG e, por fim,
T. denticola foi detectado em 40% das amostras tanto de PAG, como PCG. Estas trés
espécies, segundo Socransky et al. (1998) sdo as mais correlacionadas com o padrao
clinico de doenca periodontal (profundidade de sondagem e sangramento a sondagem
periodontais) e foram, nesse trabalho e em outros da mesma escola da microbiologia
periodontal, designados como grupo do complexo vermelho. Outros grupos

relacionados a padrdes de satide ou doenca periodontal e designados por complexos de
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diferentes cores apenas para facilitar didaticamente o estudo da microbiota periodontal
em humanos (laranja, verde, amarelo, roxo e actinomicetos) foram correlacionados.

A espécie A. actinomycetemcomitans foi encontrada em baixos indices e
prevaléncia em ambos os grupos (figuras 10, 15 e 17), tendo apenas 20% de freqiiéncia
para os individuos do grupo PCG com 10 clones encontrados e 30% no grupo PAG com
trés clones. Este achado ndo nos surpreendeu, pois ja ¢ bem observado na literatura que
em trabalhos de andlise clonal do gene 16SrDNA, esta espécie ¢ pouco observada.
Faveri et al. (2008) por meio de andlise clonal também ndo observou a presenga desta
espécie, mas a observou por meio de PCR comum para 16StDNA de A.
actinomycetemcomitans em 7 de 10 individuos com periodontite agressiva generalizada.
Em outro trabalho do mesmo grupo que comparou individuos com PC generalizada
(n=30), PA generalizada (n=25, PAG), PA localizada (n=15, PAL) e individuos
periodontalmente saudaveis (n=50, PH) por meio de técnica semi-quantitativa do
Checkerboard DNA-DNA Hybridization, ndo se observou diferenca na quantidade ou
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans entre os grupos PCG e PAG, somente
ocorrendo diferenca no grupo PAL, com uma maior propor¢ao para esta espécie (Faveri
et al., 2009). Além da especificidade, mesmo que relativamente baixa para o par de
oligonucleotideos iniciadores utilizado, outro fator em que se acredita ¢ na baixa
representatividade na propor¢ao de A. actinomycetemcomitans para individuos adultos
com periodontite (Faveri et al., 2008).

Outra espécie que foi associada com a periodontite agressiva generalizada foi o
Treponema lecithinolyticum (Riep et al., 2009) que foi encontrado em uma alta
prevaléncia nestes individuos. Em nosso trabalho, todavia, foi observado um resultado
oposto: a espécie 7. lecithinolyticum fora encontrada apenas em individuos com
periodontite cronica generalizada (50%; seis clones). Nao ha conclusdo com relacdo a
este resultado divergente. Possivelmente diferencas na técnica utilizada pelo autor
(sonda de oligonucleotideo espécie-especifica marcada por digoxigenina e
hibridiza¢do), um maior nimero de individuos e/ou fatores individuais da populacdo
estudada (geografia, etnia, etc.) em relagdo ao nosso estudo podem ter influenciado na

resposta diferente encontrada por estes autores.
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Em consciéncia dos limites da técnica de analise clonal, verificou-se a proporgao
dos clones encontrados para cada grupo de cor apresentado por Socransky et al. (1998)
e observou-se que, com relacdo a apenas bactérias comumente sondadas nos trabalhos
cujos autores utilizaram a técnica do Checkerboard (sondas de DNA cruzadas com
varias amostras), as bactérias relacionadas ao complexo vermelho apresentaram-se com
valores de 48,2% e 42,1%, respectivamente para os grupos de PCG e PAG (figuras 11 e
12). Estes valores estdo proximos aos valores encontrados (25,51-33,28%) para o
complexo vermelho em individuos brasileiros que nunca realizaram terapia periodontal
anteriormente (Matarazzo et al., 2008), todavia, com valores um pouco acima deste
trabalho que procuraram por um numero especifico de espécies (40, ao todo) e que em
nosso trabalho nao foi possivel detectar todas estas. Mesmo nao tendo observado todas
as 40 espécies comumente sondadas para os complexos de cor em nosso trabalho ¢é
interessante observar que obtivemos propor¢des proximas aquelas encontradas nos
trabalhos que utilizaram técnicas de sondas de DNA e com valores similares para os
complexos laranja e vermelho; sendo que estes dois grupos de bactérias, geralmente
relacionadas a um padriao de doenca, mostraram-se equivalentes entre si.

Nesses mesmos trabalhos também foram encontrados propor¢des semelhantes
entre complexos laranja e vermelho em individuos com doenca periodontal
generalizada. Em nosso estudo, foram encontradas pequenas propor¢des de
actinomicetos e estreptococos o que pode ser justificado por uma baixa sensibilidade
dos oligonucleotideos iniciadores para estes géneros ou devido a baixa propor¢do em
relagdo a outras espécies presentes no biofilme subgengival, ou ainda, para o caso dos
actinomicetos, pois se tratam de espécies ricas em C+G, o que poderia levar a uma falha
na fase de extensdo/sintese do amplicon durante a PCR pela Taq polimerase. Ao
observar em relacdo ao total de clones obtidos, o complexo vermelho representou para
PCG e PAG, respectivamente, 19% e 17% (figuras 13 e 14).

Dentre as espécies ultimamente associadas a quadros de doencas periodontais,
alguns filotipos que se destacaram foram o do filo Synergistetes, em especial o clone
D084, que esteve presente em 70% dos individuos com periodontite cronica, sendo este
filo presente em 90% das amostras de PCG (figuras 16 e 18). Este grupo ja foi

amplamente discutido em trabalhos relacionados a Endodontia (Saito et al., 2006),
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sendo associado a lesdes endodonticas com abscessos (Rocas & Siqueira, 2005) e
mesmo em individuos portadores de periodontite cronica, onde os clones BHO17 e
D084 (Kumar et al., 2003) ou os clones A2F 22 e JV023 (Vartoukian et al., 2009)
estiveram fortemente associados a doenga periodontal, além de ter uma importancia
também para casos de peritonite (Horz et al., 2006; Vartoukian et al., 2007). Apenas um
individuo (10%) com periodontite agressiva generalizada apresentou o clone D084. Os
clones BHO17 (OTU 1) do filo Synergistetes estiveram presentes em 60% do grupo
PCG e em 50% do grupo PAG. Ao todo, 28 clones do grupo Synergistetes foram
encontrados no grupo de periodontite agressiva generalizada (5,55%) e 44 clones
(9,10%) foram encontrados no grupo de periodontite cronica generalizada. Em nosso
trabalho ndo foram identificados os clones A2F 22 e JV023 em nenhum dos individuos
avaliados.

Outro filotipo fortemente relacionado a doenga periodontal, Bacteroidetes sp.
clone AU126 (Kumar et al., 2003) foi encontrado em 30% dos casos de periodontite
agressiva, com 6 clones; e em 60% dos casos de periodontite cronica com 13 clones
(figuras 16 e 18, tabelas 06 e 08).

Alguns trabalhos revelaram valores de aproximadamente 60% de bactérias
ainda-nao-cultivadas para a microbiota bucal (de Lillo et al., 2006; Aas et al., 2005),
sendo que para o género Treponema esses valores podem chegar a 75% (Dewhirst et al.,
2000). Quando observado no total de espécies ou filotipos e possiveis novas espécies, o
grupo PCG apresentou uma propor¢ao de 56,84% de filotipos ndo cultivados e, para
PAG, encontramos que 57,63% dos tdxons constituiam-se de filotipos ndo cultivados.

Faveri et al., (2008) apresentaram, por meio de clonagem e sequenciamento, em
um estudo descritivo de amostras de biofilme subgengival de individuos com
periodontite agressiva generalizada (n=10), uma grande variedade de espécies distintas
(110) a partir de uma grande quantidade de clones (1007). Fora determinado um ponto
de corte de similaridade entre os tdxons de 98.5%. Setenta taxons foram encontrados
com prevaléncia maior ou igual a 20%; destes, 40 (57%) correspondiam a espécies
ainda ndo cultivadas.

Nossos achados corroboram os dados apresentados em outros trabalhos de que

aproximadamente 60% da microbiota de eubacteria que pode ser encontrada no
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biofilme subgengival poderia ainda nao ter sido cultivada. Entretanto, acredita-se que
algumas espécies ja cultivadas, ainda nao classificadas, poderiam representar alguns
destes filotipos (Horz et al., 2006; Paster et al., 2001). Além disso, hd um viés em se
definir espécies apenas com base em dados moleculares o que poderia levar a definir
alguma copia do gene 16SrDNA ainda ndo sequenciada ou reconhecida de espécies ja
cultivadas a ser compreendida como uma diferente ou nova espécie. Se os tdxons que
obtiveram um escore abaixo de 97% (possiveis novos filotipos) ndo forem
contabilizados o grupo PCG obteve um total de 50,0% de filotipos ndo cultivados e o
grupo PAG, um menor valor de 35,3%. Ao que tange novas espécies, apesar de ndo
terem sido sequenciadas em seus 1500 pb, encontramos que para o grupo PAG houve
um total de 44 filotipos (4,45% dos 987 clones) e para PCG esse niimero foi de 25
(2,53% do total de clones avaliados).

Em nosso trabalho tivemos um nimero menor de taxons identificados em
relagdo a outros trabalhos de andlise clonal. Além da razdo da utilizacdo de apenas um
par de oligonucleotideos de PCR, utilizamos um ponto de corte de 97% de similaridade
para diferenciar os clones em taxons. A maioria dos trabalhos utiliza valores de 99% de
similaridade, o que pode contribuir com um maior niimero de espécies ao diferenciar em
valores mais altos entre as sequéncias de nucleotideos.

Alguns autores explicam que alguns micro-organismos podem ter em seu
genoma seis copias do gene do 16S rRNA com variagdes de até 1,5% entre elas (Janda
& Abbott, 2007), ou seja, um Unico micro-organismo poderia ser classificado como
dois, ou mais, caso fosse utilizado um ponto de corte de 99% de diferenga mesmo que
fossem sequenciadas as 1500 bases nitrogenadas do gene 16SrDNA. Além disso, foi
demonstrado que das 883 sequéncias completas de genoma de procariotos no GenBank,
568 representam espécies, sendo que destas, 425 espécies possuiam entre 2 a 15 copias
do seu proprio gene 16SrDNA (Pei ef al., 2010) podendo ter variagdes entre elas de
0,06% até acima de 1% (24 espécies), chegando em uma espécie até 6,7%. Valores de
similaridade com ponto de corte de 97% até 99% tém sido utilizados em diversos
trabalhos (Janda & Abbott, 2007).

Nosso trabalho encontrou a partir dos oligonucleotideos utilizados varios taxons

exclusivos, porém poucos com prevaléncia > 20% e que se demonstraram exclusivos
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entre os grupos. Dentre esses tdxons no grupo PCG as espécies T. lecithinolyticum, S.
dianae e P. pleuritidis ¢ os filotipos Synergistetes sp clone MCE7 5, Fusobacterium sp.
clone 1035, Veillonellaceae sp. clone JS301 e Acinetobacter sp. clone C4AKM094
foram os Unicos observados com prevaléncia > 20% e no grupo PAG foram as espécies
Fusobacterium nucleatum ss vincentii, Afipia broomeae, Lautropia mirabilis e
Streptococcus  gordonii, e os filotipos Treponema sp. clone G093,
Peptostreptococcaceae sp. clone CK047 e Selenomonas sp. clone DS051. Houve
também destaque para o filotipo Synergistetes clone D084 que esteve presente em 70%
dos individuos com PCG e 10% apenas do grupo PAG. Deve-se ter em mente que ndo ¢
possivel afirmar sobre exclusividade entre estas espécies ou filotipos, pois estas
poderiam apenas estar presentes em maiores propor¢des dentro dos respectivos grupos.
A sondagem a partir de PCR com oligonucleotideos especificos seria necessaria para
poder ter esta confirmagdo. Entretanto, ndo se pode descartar uma relativa importancia
de cada um destes taxons, caso estes sejam encontrados em maiores proporgdes entre os
grupos.

Até a data da publicagdo deste trabalho ndo ha estudos utilizando o mesmo
oligonucleotideo de iniciagcdo de PCR para comparar periodontites cronica e agressiva
generalizadas e, portanto, uma comparagdo mais precisa ndo ¢ possivel. Trabalhos que
comparam os dois grupos ao utilizar outras técnicas como sondas de DNA (Faveri ef al.,
2009) ou técnicas de cultura (Moore & Moore, 1994) encontraram poucas ou nenhuma
diferenca. Entretanto com a técnica de DGGE empregada neste estudo esta tendéncia a
diferenciagdo foi observada entre os grupos em relagao ao perfil de OTU’s.

Diversos estudos comparativos t€ém demonstrado uma falta de concordancia com
relacdo ao perfil microbiano entre individuos, principalmente quando se observa os
diferentes métodos diagnosticos utilizados e a amostragem. A falta de uma forte
semelhanca da microbiota periodontal apresentada entre os individuos em um mesmo
grupo clinico ou ndo, devido a uma evolugao Unica desta em cada paciente, juntamente
com as alteracdes microbianas que podem ocorrer nas fases de quiescéncia e atividade
das doengas periodontais podem ser as principais fontes de falhas nos estudos

transversais na tentativa de caracterizar um perfil microbiano.
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E importante questionar quio semelhantes devem ser as microbiotas para
considera-las compativeis com um quadro clinico, pois talvez estas realmente estejam
longe de terem valores de semelhanga altos entre os individuos. Um dos pontos-chave
talvez fosse a caracterizagdo das espécies que estariam mais envolvidas durante os
periodos de atividade da doenga periodontal. Entretanto, ha uma falta de indicadores

efetivos desta atividade para o clinico.
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7 - CONCLUSOES

Dentro dos limites da metodologia empregada, o presente trabalho demonstrou
que:

- Por meio da técnica de DGGE h4 uma tendéncia a um perfil microbiano
comum entre as amostras de PCG e PAG, em especial nas amostras de sitios
periodontais profundos, entretanto sem seu completo delineamento como dois grupos
distintos microbiologicamente.

- Por meio da andlise clonal foram observadas poucas diferengas entre a
microbiota de PCG e PAG. Apesar de algumas espécies especificas para os dois grupos,
houve grandes semelhangas com relacdo aos taxons mais encontrados (F. alocis, P.
gingivalis, F. nucleatum ss nucleatum, T. forsythia, T. denticola, P. endodontalis,
Synergistetes W028 ¢ BH17) tanto no nimero de clones como prevaléncia entre os
individuos dos dois grupos. Houve poucas diferencas encontradas em nivel de espécies
e filotipos entre PCG e PAG quando observados apenas aqueles que se apresentaram
com prevaléncia acima de 20%. Os taxons Treponema lecithinolyticum e Synergistetes

clone D084 destacaram-se entre individuos com PCG.
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ANEXO 01

Tabela 05. Niimero de clones por espécie para o grupo Periodontite Croénica.

Espécies Clones
Acinetobacter baumannii 1
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga sp.

Dialister pneumosintes
Eubacterium [XI][G-3] brachy
Gemella morbillorum
Johnsonella ignava
Leptotrichia buccalis
Neisseria mucosa

Prevotella intermedia
Prevotella loescheii
Selenomonas infelix
Selenomonas sputigena
Streptococcus intermedius
Streptococcus oralis
Treponema maltophilum

N R R R R R RO, R R R R R R R

Treponema putidum
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 10
Campylobacter gracilis 2
Catonella morbi 3
Eubacterium [11][G-6] nodatum 2
Parvimonas micra 2
Peptostreptococcaceae [XI][G-7] sp. 2
Peptostreptococcus stomatis 18
Prevotella pleuritidis 2
Veillonella parvula 3
Eubacterium [XI][G-5] saphenum 11
Peptococcus sp.

Selenomonas dianae
Streptococcus constellatus
Streptococcus sanguinis
Treponema medium
Campylobacter rectus
Eikenella corrodens
Porphyromonas endodontalis
Treponema denticola

AN O UTUT oYW W W W

Treponema lecithinolyticum

vl
w

Fusobacterium nucleatum ss nucleatum

Ul
'S

Porphyromonas gingivalis

w1
Ne

Filifactor alocis

w
N

Tannerella forsythia
TOTAL DE CLONES 327
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ANEXO 02

Tabela 06. Numero de clones por filotipo para o grupo Periodontite Cronica.

Filotipos (Nao-cultivados)

Actinomyces sp. | OT 171 | Clone BL008
Aggregatibacter sp.| OT 513 | Clone MB3_C38
Bacteroidetes [G-3] sp. | OT 280 | Clone DA064
Bacteroidetes [G-3] sp. | OT 281 | Clone DA065
Bacteroidetes [G-5] sp. | OT 505 | Clone MB1_G34
Bacteroidetes [G-5] sp. | OT 511 | Clone MB3_C19
Bergeyella sp. | OT 322 | Clone AK152
Butyrivibrio sp. | OT 094 | Clone DA074
Desulfobulbus sp. | OT 041 | Clone _R004
Lachnospiraceae [G-8] sp. | OT 500 | Clone ]M048
Oribacterium sp. | OT 372 | Clone MCE9_31
Selenomonas sp. | OT 388 | Clone P4PA_36
Synergistetes [G-3] sp. | OT 361 | Clone D006
Synergistetes [G-3] sp. | OT 453 | Clone JV006
TM7 [G-1] sp. | OT 349 | Clone BS003

Treponema sp. | OT 235 | Clone _D047
Treponema sp. | OT 256 | Clone BB003
Veillonellaceae [G-1] sp. | OT 135 | Clone DM071
Pseudomonas sp.| Clone A15

Eubacteriaceae bacterium | Clone 303A04
Leptotrichia sp.|Clone 303D02
Peptostreptococcus sp. | Clone 10_5_D04

Gamma proteobacterium | OT F13 | Clone UW042
Treponema sp. | OT G42 | Clone WWP_SS4_C04
Acinetobacter sp. | OT 408 | Clone C4AKM094
Johnsonella sp. | OT 166 | Clone CK051
Peptostreptococcaceae [XIII][G-1] sp. | OT 113 | Clone DA014
Synergistetes [G-3] sp. | OT 359 | Clone BH007
Veillonellaceae [G-1] sp. | OT 483 | Clone JS031
Synergistetes [G-3] sp. | OT 361 | Clone MCE7_5
Fusobacterium sp. | OT 203 | Clone _1035
Bacteroidetes [G-2] sp. | OT 274 | Clone AU126
Peptostreptococcaceae [X1][G-4] sp.|OT 369|Cl. MCE10_174
Synergistetes [G-3] sp. | OT 360 | Clone BH017
Synergistetes [G-3] sp. | OT 362 | Clone D084
Synergistetes [G-3] sp. | OT 363 | Clone W028
Clones Similaridade < 97%

TOTAL DE CLONES
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ANEXO 03

Tabela 07. Numero de clones por espécie para o grupo Periodontite Agressiva.

Espécies Clones
Actinomyces gerencseriae
Aggregatibacter aphrophilus
Atopobium parvulum
Campylobacter rectus
Capnocytophaga granulosa
Capnocytophaga sputigena
Catonella morbi

Eikenella corrodens
Eubacterium [11][G-6] minutum
Eubacterium [X1Va][G-1] saburreum
Haemophilus parainfluenzae
Johnsonella ignava

Kingella oralis

Neisseria flavescens

Neisseria subflava

Peptococcus sp.
Peptostreptococcaceae [XI][G-7] sp.
Peptostreptococcus stomatis
Prevotella denticola

Prevotella micans

Prevotella oralis

Prevotella salivae

Pseudomonas fluorescens
Selenomonas artemidis
Selenomonas sputigena
Streptococcus intermedius
Streptococcus mitis bv 2
Streptococcus oralis
Streptococcus sanguinis

Afipia broomeae
Capnocytophaga gingivalis
Gemella sanguinis

Lautropia mirabilis

WNNNNWRNRRNN®RRRRRRBRRNRPR,RRNRRBRRNWRR &

Streptococcus constellatus

Streptococcus gordonii 12
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 3
Campylobacter gracilis 6
Eubacterium [11][G-6] nodatum 4
Treponema medium 3
Veillonella parvula 26
Eubacterium [XI][G-3] brachy 6
Fusobacterium nucleatum ss vincentii 8
Treponema denticola 8
Eubacterium [XI][G-5] saphenum 14
Parvimonas micra 12
Porphyromonas endodontalis 5
Porphyromonas gingivalis 29
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum 31
Tannerella forsythia 44
Filifactor alocis 91
TOTAL DE CLONES 362

72



ANEXO 04

Tabela 08. Numero de clones por filotipo para o grupo Periodontite Agressiva.

Filotipo (Nao-cultivados)

Bacteroidetes [G-6] sp. | OT 516 | Clone MB3_P19
Burkholderia sp. | OT 406 | Clone AK168
Burkholderiaceae bacterium | Clone 401F06
Chloroflexi [G-1] sp. | OT 439 | Clone P2PB_23
Eubacterium sp. | Oral Clone FX033

Johnsonella sp. | OT 166 | Clone CK051
Lachnospiraceae [G-4] sp. | OT 373 | Clone MCE9_173
Selenomonas sp. | OT 140 | Clone EL028

Selenomonas sp. | OT 149 | Clone FT050

Synergistetes [G-3] sp. | OT 361 | Clone D006
Synergistetes [G-3] sp. | OT 362 | Clone D084
Treponema sp. | OT 234 | Clone _Y001

Treponema sp. | OT 236 | Clone AF016

Treponema sp. | OT 254 | Clone AT013

Uncultured bacterium | Clone CadhumucU1aE07
Veillonellaceae [G-1] sp. | OT 150 | Clone P2PAS_80
Clostridiales bacterium | OT G74 | Clone WWP_SS7_P09
Synergistetes [G-3] sp. | OT 453 | Clone JV006
Leptothrix sp.| OT 025 | Clone AVO11a

Selenomonas sp. | OT 137 | Clone DS051
Peptostreptococcaceae [XI][G-2] sp. | OT 091 | Clone CK047
Desulfobulbus sp. | OT 041 | Clone _R004

Treponema sp. | OT 247 | Clone _G093

Synergistetes [G-3] sp. | OT 359 | Clone BH007
Peptostreptococcaceae [XIII][G-1] sp. | OT 113 | Clone DA014
Lachnospiraceae [G-8] sp. | OT 500 | Clone JM048
Bacteroidetes [G-2] sp. | OT 274 | Clone AU126
Peptostreptococcaceae [XI][G-4] sp. | OT 369 | Clone MCE10_174
Synergistetes [G-3] sp. | OT 360 | Clone BHO17
Synergistetes [G-3] sp. | OT 363 | Clone W028

Clones Similaridade < 97%

TOTAL DE CLONES
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ANEXO 05

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
| FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA
o UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa “Analise da microbiota associada a bolsas
periodontais por meio de eletraforese em gel com gradiente desnaturante e sequenciamento do gene 165 rRNA”, protocolo n® 030/2008, dos
pesquisadores SERGIO EDUARDO BRAGA DA CRUZ e REGINALDO BRUNO GONCALVES, satisfaz as exigéncias do Conselho Nacicnal de Salda -
Minictério da Satide para as pesquisas em seres humanos & foi aprovade por este comité em 02/04/2008.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the project "Periodontal
packets microbiota analysis by denaturing gradient gel electrophoresis and 165 rRNA gene senuencing”, register number 030/2008, of
SERGIO EDUARDO BRAGA DA CRUZ and REGINALDO BRUNO GONCALVES, comply with the recommendations of the Mational Health Council —
Ministry of Health of Brazil for research in human subjects and therefore was approved by this committee at 02/04/2008,
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