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RESUMO

A periodontite e o diabetes mellitus (DM) sédo doencgas crbnicas prevalentes e inter-
relacionadas. A influéncia da hiperglicemia sobre a periodontite se da por diferentes vias,
como a alteragdo microbiol6gica no ambiente subgengival. Estudos sugerem um papel maior
dessas bactérias na progressdo da doenca e baixa resposta ao tratamento periodontal. No
entanto, a maioria dos estudos tem focado apenas na constituicdo da comunidade microbiana,
enquanto, no ambiente periodontal, poucos estudos abordaram a expressdo de genes no
biofilme. O objetivo deste estudo € avaliar, a partir de andlise metatranscriptbmica, a
expressao génica diferencial do biofilme subgengival de pacientes com periodontite, com e
sem diabetes. Somado a isso, identificar a influéncia e contribuicdo de determinados
periodontopatdgenos na expresséo desses genes, visando melhor compreender o impacto
gue a associagdo com a diabetes mellitus pode promover no biofilme subgengival desses
pacientes. Para isso, avaliou-se o RNA extraido do biofilme subgengival de pacientes com
periodontite sem diabetes (n=3) e com diabetes (n=3), a partir de analise metratranscriptdmica
diferencial entre ambos os grupos. Além disso, foi realizada uma analise desse transcriptoma
utiizando os genomas das espécies bacterianas: Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans como genomas de referéncia, buscando
identificar a contribuicdo na expressao de genes caracteristicos dessas bactérias no
transcriptoma apresentado em cada condi¢cdo. Genes relacionados a porinas Ompa-Ompf,
endopeptidases, enzimas glutamato desidrogenase e alguns genes de RNA néo-
codificadores foram identificados como mais expressos em pacientes diabéticos e podem

estar relacionados ao aumento da patogenicidade no ambiente subgengival.

Palavras-chave: Doenca periodontal. Diabetes mellitus. Microbiologia.



ABSTRACT

Periodontitis and diabetes mellitus (DM) are prevalent and interrelated chronic
diseases. The influence of hyperglycemia on periodontitis occurs in different ways, such as
microbiological changes in the subgingival environment. Studies suggest a greater role of
these bacteria in disease progression and poor response to periodontal treatment. However,
most studies have focused only on the constitution of the microbial community while, in
periodontal environment, few studies have addressed gene expression in the biofilm. This
study has the objective of evaluate, based on metatranscriptomic analysis, the differential gene
expression of the subgingival biofilm of patients with periodontitis, with and without diabetes.
Besides that, to identify the influence and contribution of certain periodontopathogens in the
expression of these genes aiming to better understand the impact that the association with
diabetes mellitus can promote on the subgingival biofilm of these patients. For this, we
evaluated the RNA extracted from the subgingival biofilm of patients with periodontitis, without
diabetes (n=3) and with diabetes (n=3), based on differential metratranscriptomic analysis
between both groups. Furthermore, an analysis of this transcriptome was accomplished using
the genomes of the bacterial species: Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans as reference genomes, in order to identify the
contribution in the expression of these bacteria characteristic genes in the transcriptome
presented in each condition. Genes related to Ompa-Ompf porins, endopeptidases, glutamate
dehydrogenase enzymes and some non-coding RNA genes were identified as more expressed
in diabetic patients and may be related to increased pathogenicity in the subgingival

environment.

Key words: Periodontal disease. Diabetes mellitus. Microbiology.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal e o diabetes mellitus (DM) sdo doencgas cronicas altamente
prevalentes e inter-relacionadas, tendo uma relacdo bidirecional (Sanz et al., 2018). De
carater inflamatério e caracterizada pela reabsor¢cdo do 0sso alveolar e perda de insercao
conjuntiva, a doenga periodontal apresenta etiologia multifatorial, resultante da resposta
imuno-inflamatéria do hospedeiro aos periodontopatégenos presentes no biofilme, que se
alojam nos sitios de inflamag&o no ambiente subgengival. Sendo a sexta complicacdo mais
frequente da diabetes mellitus e afetando 11% da populacéo global em sua forma mais severa,
a periodontite compete, em prevaléncia, com doengas como diabetes, hipertensdo, depressao
e asma (Kwon et al., 2021; Qin et al., 2022).

A diabetes mellitus € uma condi¢ao sistémica também muito prevalente que afeta
aproximadamente 422 milhdes de pessoas no mundo, desencadeada pelos niveis elevados
de glicose no sangue, como consequéncia da deficiéncia na secrecdo de insulina ou da
resisténcia desta. A hiperglicemia do diabetes resulta em alteracdes do sistema imune que
podem exacerbar a doenca periodontal induzida por bactérias; por outro lado, a inflamacgéo
periodontal pode complicar a gravidade do diabetes e o controle metabélico glicémico. Essa
dupla via sugere que o controle da infecgéo periodontal € essencial para o manejo do diabetes
mellitus, assim como o controle glicémico € importante para a prevencgao e controle da doenga
periodontal (Qin et al., 2022).

A influéncia da hiperglicemia sobre a doenca periodontal, se d& por diferentes vias.
Na presenca da DM, ocorre um acumulo dos produtos finais da glicagdo avancada (AGES),
no plasma e tecidos. Os AGEs tém a capacidade de se ligar aos receptores especificos de
membranas das células (RAGE — receptor de produtos finais glicosilados), os quais estédo
presentes em células endoteliais, mondcitos/macréfagos, células do sistema nervoso e
também células musculares. A interacédo entre AGEs e RAGEs aumenta o estresse oxidativo
celular, o que resulta em maior producao e secrecdo de citocinas proé-inflamatorias associadas
a diferenciacao e atividade de osteoclastos, causando maior reabsorcdo 6ssea e a producdo
de metaloproteases da matriz (MMPs). Contudo, outra via de relacdo entre o avanco da

periodontite e a presenca da DM é a alteracéo microbiolégica no ambiente subgengival.

Kumar et al. (2006) mostraram que ocorre uma mudanc¢a da microbiota oral em
pacientes periodontais com DM, gerando fatores locais especificos na bolsa periodontal,
criando uma constituicdo microbiana distinta. Esse achado é corroborado por diferentes
autores. Contudo, um ponto importante é a mudanca de pontos especificos na microbiota.

Casarin et al (2013), observaram uma microbiota subgengival diferente entre pacientes com
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DM e periodontite. Entretanto, assim como recentemente mostrado por Ganesan et al. (2017),
individuos diabéticos com periodontite apresentaram um grande namero de bactérias Gram-
positivas, sugerindo um papel maior dessas bactérias na progresséo da doenca e ao fracasso
dos tratamentos. No entanto, a maioria dos estudos tem focado apenas na constituicdo da
comunidade microbiana e ndo na expressdo de fatores de viruléncia desta ou de seus

principais agentes.

N&o apenas a presenca, mas fatores, fun¢cdes ou moléculas liberadas por esses
agentes microbianos podem ser decisivos para a patogenicidade. Exemplo disso € um estudo
que mostrou que a molécula autoindutora da detec¢do de quorum 2 (Al-2), que pode ser
secretado e detectado por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, demonstrou mediar a
viruléncia e formacdo de biofilme de patdgenos periodontais (Novak et al., 2010). Esse
impacto ficou mais claro quando Zargar et al. (2015) analisaram o transcriptoma de células
epiteliais intestinais humanas (CEI) apds estimular essas células com Al-2 sintético. Seus
resultados sugerem que esses sdo capazes de alterar a transcricdo de mediadores
imunolégicos como a interleucina 8 (IL-8), que recruta neutrofilos. No ambiente periodontal,
poucos estudos abordaram ou determinaram a expressdo de genes no biofilme. Diversos
estudos utilizaram modelos de biofilme para avaliar os transcritos e o impacto de diversas
condi¢des. Recentemente, Duran-Pinedo et al. (2018) mostraram que o horménio relacionado
ao stress, cortisol, foi capaz de alterar a expresséo do biofilme, aumentando vias relacionadas
a destruicao dos tecidos periodontais. Do mesmo grupo, Frias-Lopez e Duran-Pinedo (2012)
mostraram que a presenca de certas espécies no biofilme controla a expressédo de genes,
alterando a complexidade das relacdes intermicrobianas, havendo uma maior expresséo de

genes como chaperonas, e transpoases.

Considerando amostras coletadas de sitios periodontais, Jorth et al. (2014),
avaliaram os transcritos de 10 individuos com periodontite e compararam com 10 individuos
com saude periodontal. As analises das vias diferencialmente expressas mostraram, por
exemplo, que enquanto o metabolismo celular é conservado nas comunidades, as vias de
fermentacdo do piruvato e degradacdo da histidina contribuem para as alteracbes na
expressao génica da comunidade. Os autores mostraram ainda que fatores de viruléncia ja
conhecidos podem ser expressos por diversas espécies, mostrando um potencial de indugéo

a expressao em diferentes condigdes.

Dessa forma, a identificagdo de vias de expressdo diferenciais em individuos
periodontais com e sem diabetes, bem como a influéncia de periodontopatégenos nesse perfil
de expressao génica permitird uma maior compreensao do impacto que a associa¢cdo com a

diabetes mellitus pode promover no biofilme subgengival desses pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A periodontite € uma doenga resultante da resposta imuno-inflamatéria do
individuo aos patdgenos presentes no biofilme e que afeta as estruturas de suporte dos dentes
como tecidos moles, ligamento periodontal e 0sso, podendo causar a perda dental. A
prevaléncia, incidéncia e a gravidade da doenca podem ser alteradas por fatores sistémicos
gue causam modificagées na resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro, como no caso da
diabetes (Kinane, 2001; Kinane e Marshall, 2001).

A diabetes mellitus tipo 2 é uma doenca sistémica responsavel pelo aumento da
probabilidade do individuo de desenvolver doencgas inflamatorias, como a periodontite
(Preshaw et al., 2012). Os produtos finais da glicagdo avancada (AGEs) se ligam aos seus
receptores (RAGES) e junto da agdo de citocinas inflamatérias, como interleucina-1p e fator
de necrose tumoral-a, provocam um aumento da resposta inflamatéria e da destruicdo do

periodonto (Mealey e Oates, 2006; Taylor et al., 2013).

Ademais, a diabetes pode estar associada a alteracdo do microbioma
subgengival. A partir de um estudo comparativo entre pacientes com diabetes nao controlada
e sem diabetes, ambos com periodontite crénica, Casarin et al. (2013) observaram diferencas
consideraveis entre a microbiota subgengival de pacientes diabéticos e nédo diabéticos. O
biofilme de doze pacientes diabéticos e onze pacientes ndo diabéticos, ambos com
periodontite, foi coletado nas bolsas periodontais com profundidade de sondagem (PS) maior
gue 5 mm em cada paciente, e entdo analisado através da técnica de clonagem e
sequenciamento do gene 16S rRNA. Os resultados mostraram que pacientes diabéticos
apresentaram uma maior abundéancia de bactérias dos géneros Aggregatibacter, Neisseria,
Gemella, Eikenella, Selenomonas, Actinomyces, Capnocytophaga, Fusobacterium, Veillonella
e Streptococcus, enquanto os ndo diabéticos apresentaram maiores porcentagens dos

géneros Porphyromonas, Filifactor, Eubacterium, Synergistetes, Tannerella e Treponema.

Zhou et al. (2013) realizaram o sequenciamento do gene 16S rDNA de cultura de
bactérias periodontais isoladas de pacientes diabéticos e ndo diabéticos, com e sem
periodontite, extraido do biofilme subgengival dos quatro sitios de maior profundidade de
sondagem dos molares de cada paciente. Ao compararem pacientes com periodontite com e
sem diabetes, observaram maior abundancia dos géneros Actinomyces e Aggregatibacter,
em pacientes diabéticos, assim como das bactérias Capnocytophaga sputigena, espécie
fermentadora de glicose, 0 que pode justificar sua predominancia nestes pacientes, e

Tannerella forsythia, espécie pertencente ao “complexo vermelho”. Notou-se também que na
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presenca da diabetes a espécie Prevotella loescheii foi associada a periodontite, enquanto

em sua auséncia houve maior abundancia da espécie em pacientes com saude periodontal.

Utilizando tecnologia de analise metaboldmica, que identifica a assinatura
funcional metabdlica de diferentes estados de salde e doenca, em amostras de saliva e
plasma humano, Barnes et al. (2014) avaliaram o perfil metabdlico de 161 individuos, com e
sem diabetes, com periodonto saudavel, gengivite e periodontite e correlacionaram o0s
resultados com a progressao da doenca. Em pacientes ndo diabéticos, as amostras de saliva
demonstraram um aumento da abundancia de metabdlitos associados ao estado gengival
proporcional a progressdo da doenca, enquanto os diabéticos manifestaram uma queda
consideravel destes metabdlitos em pacientes com periodontite, sugerindo um efeito da
diabetes sobre a producdo de metabolitos neste perfil de paciente. Niveis mais elevados de
metabdlitos de degradacdo de purina também foram encontrados em pacientes com
periodontite e diabéticos em confronto aos ndo diabéticos. Parcialmente regulada pelo
estresse oxidativo celular, a degradacdo de purina funciona como indicativo da resposta
inflamatéria. Também foi observado que o perfil metabdlico de pacientes diabéticos com
periodontite, além de reproduzir a assinatura metabdlica de pacientes com periodontite sem

diabetes, também apresentou assinaturas Unicas relacionadas a periodontite em diabéticos.

Long et al. (2017) compararam os perfis do microbioma oral de 98 individuos
diabéticos, 99 obesos sem diabetes e 97 pacientes ndo obesos sem diabetes através da
andlise do sequenciamento do gene 16S rRNA e identificaram diferencas na composicéo da
comunidade microbiana. Os géneros Actinomyces e Atopobium foram fortemente
relacionados a uma reducao no risco de diabetes, sendo mais abundantes em pacientes ndo
obesos sem diabetes. No nivel de familia, Actinomycetaceae, Bifidobacteriaceae,
Coriobacteriaceae, Corynebacteriaceae e Micrococcaceae foram menos abundantes em
pacientes diabéticos, comparados aos ndo obesos sem diabetes. O género Gemella
apresentou maior abundancia em pacientes diabéticos, sendo associada a um risco

aumentado da doenca.

No objetivo de caracterizar o microbioma subgengival de pacientes diabéticos e
ndo diabéticos com e sem periodontite, Farina et al. (2019) coletaram o biofilme subgengival
de doze pacientes divididos entre quatro grupos e submeteram as amostras a
sequenciamento shotgun metagendmico total de alta resolu¢éo. A analise dos dados revelou
uma diminuicdo na riqueza e diversidade do microbioma subgengival em pacientes com
diabetes e/ou periodontite. Observou-se também uma maior expressdo do taxon 439 da

bactéria Anaerolineaceae em pacientes com periodontite na presenca de diabetes mellitus.



13

Um outro estudo que utilizou analise metagenémica em amostras do microbioma
subgengival de pacientes com e sem diabetes foi realizado por Shi et al. (2020), que coletaram
biofilme subgengival de 32 pacientes igualmente divididos entre quatro grupos (diabéticos
com e sem periodontite e ndo diabéticos com e sem periodontite). Pacientes ndo diabéticos
expressaram diferencas significativas na composicdo do microbioma subgengival quando
comparados os dados de pacientes com periodontite antes do tratamento periodontal, depois
de receberem o tratamento e pacientes sem periodontite, sendo que estes dois obtiveram
resultados semelhantes. Enquanto isso, entre os pacientes diabéticos com saude periodontal
e com periodontite antes e depois de receberem tratamento periodontal, ndo houveram
grandes diferengas. Além disso, pacientes portadores da doenca com periodontite
apresentaram inflamacéo do tecido periodontal e sinais clinicos da doenca antes mesmo do
microbioma subgengival atingir um estado de periodontite “patogénica” de fato. Em pacientes
diabéticos, relatou-se um enriquecimento das vias de metabolismo do butanoato, pentose e
glucuronato e ascorbato e aldarato. Existe uma associagdo entre doencas como periodontite
e DM e as vias metabdlicas do ascorbato e aldarato (Nishida et al., 2000; lwasaki et al., 2012;
Zhou et al., 2016).

Chen et al. (2020) relataram uma composi¢cdo microbiana oral diferente entre
pacientes diabéticos e ndo diabéticos. O estudo utilizou 0 método de sequenciamento do gene
16S rRNA das amostras de swab oral que foram coletadas de 162 adultos saudaveis e 280
adultos com diabetes mellitus. As distingbes identificadas consistem em um aumento na
relacdo Firmicutes/Bacteroidetes em pacientes diabéticos, que também demonstraram
nameros consideravelmente menores de Acinetobacteria e maiores dos géneros
Pseudomonas, Haemophilus, Neisseria, Streptococcus e Neisseria, quando comparados com

pacientes sem diabetes.

Matsha et al. (2020) analisaram a composigdo bacteriana do biofilme coletado de
128 sul-africanos com periodontite, com e sem diabetes, que passou por sequenciamento do
gene 16S rRNA. Em diabéticos, eles identificaram um aumento na abundancia dos géneros
Actinomyces, Corynebacterium, Leptotrichia, Prevotella, Olsenella, Selenomonas e
Tannerella. Também compararam pacientes diabéticos com periodontite com e sem
sangramento gengival e notaram uma relacdo entre os pacientes com sangramento gengival
e 0 aumento da abundéancia dos filos Actinobacteria e Fusobacteria, levantando a hipotese de

um papel importante dos filos no desenvolvimento da diabetes e progresséo da periodontite.

Através da coleta de saliva de 10 pacientes diabéticos com periodontite, 10
pacientes com periodontite crénica e 10 pacientes saudaveis e, da amplificagdo do DNA

gendmico bacteriano por meio de PCR na regido V4 do gene 16S rRNA, Lu C et al. (2022)
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notaram que P. intermedia esta mais expressa na saliva de pacientes diabéticos, além de
Corynebacterium , Leptotrichia , Dialister , Comamonas , Capnocytophaga , Catonella ,
Filifactor , Campylobacter , Treponema , Campylobacter concisus ,Prevotella oralis e
Porphyromonas gingivalis, que também foram mais abundantes em pacientes com

periodontite cronica.

Lu X et al. (2022) submeteram a sequenciamento metagendémico o biofilme
subgengival de 12 individuos que foram divididos em quatro grupos: periodontite, DM2
(diabetes mellitus tipo 2), DM2 complicada com periodontite e geralmente saudavel. Também
analisaram as concentracoes de acidos graxos de cadeia curta presentes nos fluidos
creviculares gengivais. Os resultados demonstraram efeitos que podem ser importantes na
associacdo entre a periodontite e a DM2 como 0 enriquecimento nas vias das pentoses,
glucuronato, frutoses, manoses e galactoses em pacientes com periodontite, e outros que
podem ser responsaveis por aumentar o risco de pacientes diabéticos a desenvolverem
periodontite, como o enriquecimento da biossintese de peptideoglicano e LPS, sistema de
secrecdo bacteriana e vias de metabolismo do enxofre. Varios genes expressos,
positivamente regulados, correspondem a espécies bacterianas do complexo vermelho e
laranja e podem estar relacionados a formacao de biofilme bacteriano e sua patogenicidade.
A andlise dos fluidos creviculares gengivais apresentaram concentracdes significativamente
maiores de acido propidnico e acido butirico em pacientes com doenca periodontal. O acido

butirico pode ser fator importante na relacéo entre diabetes e periodontite.
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3 PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, a partir de andlise
metatranscriptomica, a expressdo génica diferencial do biofilme subgengival de pacientes com
periodontite, com e sem diabetes mellitus, bem como identificar a influéncia e contribui¢cdo de
determinados periodontopatégenos na expressao desses genes, visando obter maior

profundidade de informacdes referentes ao impacto da DM sobre a doenca periodontal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo de pacientes

A selecéo dos pacientes envolvidos no presente projeto foi realizada dentro das
exigéncias éticas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, no qual este projeto foi submetido. Apdés aprovacdo pelo CEP,
foram selecionados 6 individuos, que procuraram atendimento da Faculdade de Odontologia
de Piracicaba. Os pacientes foram selecionados de forma a compor dois grupos:

- Grupo Controle (n=3): individuos classificados como periodontite estagio IlI/IV e
grau A/B de acordo com os critérios definidos pela nova classificagdo das

doencas periodontais?, sem presenca de diabetes mellitus.

- Grupo Diabetes (n=3): individuos classificados como periodontite estagio IlI/1V
grau B/C de acordo com os critérios definidos pela nova classificagdo das

doencas periodontais, com diagnéstico de diabetes mellitus.

Ainda foram considerados: 1) pelo menos 20 dentes na cavidade oral; 2) saude
sistémica (no caso do grupo controle); 3) diagndéstico de diabetes mellitus tipo 2 h& pelo menos

dois anos (no caso do grupo diabetes).

Como critérios de exclusdo, foram consideradas as seguintes condicfes: habito
tabagista atual ou no passado; gravidez ou lactantes; uso de medicacdo antibiética ou anti-
inflamatdria crénica no periodo prévio de 6 meses ao estudo; presenca de outras doencas

sistémicas (exceto diabetes para os pacientes do segundo grupo).

4.2 Avaliacao clinica

Foram avaliados os parametros clinicos periodontais: indice de Placa — IP
(Ainamo e Bay, 1975); Sangramento a sondagem - SS (Mihlemann e Son, 1971); Posicao da
Margem Gengival — PMG: distancia da margem gengival a juncdo cemento esmalte; Nivel
Clinico de Insercdo — NIC: distancia da juncdo cemento esmalte até a base, clinicamente
detectavel, da bolsa periodontal; Profundidade de Sondagem — PS (NICR - PMG): distancia

da margem gengival a base, clinicamente detectavel, da bolsa periodontal.

! Determinada pela Academia Americana de Periodontia e a Federagdo Europeia de Periodontia.
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Todos os parametros clinicos foram obtidos utilizando uma sonda periodontal do
tipo Carolina do Norte, por um examinador calibrado.

4.3 Coleta do biofilme subgengival e analise metatranscriptémica

Foi coletado biofilme subgengival dos quatro sitios de maior profundidade de
sondagem de cada paciente em ambos os grupos (controle e diabetes) com uma cureta de
Gracey, armazenado em pool em eppendorfs contendo 100 ul de RNA later (Thermo Fisher
Scientific, MA) e refrigerado a -20°C para posterior extragdo. O RNA total foi extraido seguindo
o protocolo do kit de extracdo (RNAeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA), associado a uma
adicdo prévia dos buffers: Lisozima 20mg/ml (Thermo Fisher Scientific, MA) + Mutanolisina
5,000 U/ml (Thermo Fisher Scientific, MA) + Tris -1M HCI, pH 8.0. O RNA extraido foi re-
analisado, no aparelho Bioanalyzer, para que fossem avaliados qualidade e pureza, fazendo-
se necessario um RIN adequado e concentragdo minima, e armazenado em freezer a -80°C

até o sequenciamento.

O RNA extraido foi sequenciado através da plataforma llluminaHiSeq 2,500. As
bibliotecas de RNA-seq foram ajustadas e sequenciadas na mesma faixa utilizando 2x100
pares de bases de reads no sequenciador llluminaHiSeq. Em seguida, as sequéncias
passaram por um controle de qualidade utilizando o software FastQC (Andrews, 2010). As
sequéncias dos microorganismos foram extraidas em dois passos: 1) foram eliminadas as
leituras que foram alinhadas com o genoma humano, através do mapeamento com o bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012). 2) em seguida, as leituras de RNA ribossomal foram filtradas
e eliminadas dos dados do metatranscriptoma, através do bowtie2 (Kopylova et al., 2012).
Essas sequéncias foram alinhadas com um genoma de referéncia, onde foi utilizada a base
de dados do Microbioma Oral Humano (Human Oral Microbiome Database - HOMD) (Escapa
et al., 2020). Além disso, foi realizada uma montagem novamente para identificar leituras
bacterianas presentes nas amostras que ndo foram mapeadas com o microbioma oral
humano. A quantificacdo dos dados no nivel de genes e transcritos foi realizada utilizando o
software Kallisto v0.49 (Bray et al., 2016). Os genes diferencialmente expressos foram
identificados utilizando o pacote Sleuthv0.30.0 package (Pimentel et al., 2017). Os ort6logos
funcionais, denominados KO (KEGG Orthology), que engloba um grupo ao invés de um unico
gene ou proteina, foram identificadas através da base de dados do KEGG (Kanehisa et al.,
2016) no intuito de encontrar evidéncias de genes que podem ser associados com mais de

um organismo presentes no microbioma.
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A partir da extragéo do RNA total, foram confeccionados o cDNA e padronizados
genes para os alvos escolhidos a partir da analise do metatranscriptoma acima. Foram
selecionados ao menos 25 genes, de diferentes vias, que mostraram significAncia estatistica
e bioldgica, para comparar a expressao nos grupos delineados no projeto. A sequéncia foi a
mesma utilizada em estudos prévios do grupo (Taiete et al., 2018), sendo os valores de Cycle
threshold (Ct) obtidos de cada reacao calculados pelo software do equipamento, sendo que a
expressao de cada gene alvo normalizada pela expresséo do gene constitutivo (ACt), no caso
RBPO. Em seguida empregou-se o0 método de AACt para analise da diferenca na expressao

génica.
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5. RESULTADOS

5.1 Dados clinicos e demograficos dos sujeitos do estudo

A partir da andlise dos dados clinicos e demograficos obtidos de cada paciente
observou-se que nao houveram diferengas estatisticas significantes entre os grupos controle
e diabetes, mostrando uma semelhanca entre os parametros periodontais dos dois grupos de

pacientes no momento da coleta.

Tabela 1 - Dados demogréficos e clinicos de pacientes com periodontite grau A/B e periodontite grau
C (diabéticos)

Controle (N=3) Diabetes (N=3)
Idade 38,3+2,08 47,645,42
Sexo (F) 1 3
IP (%) 24,8+11,36 51,6+0,14
SS (%) 23,5+13,12 42,0+24,17
PS 2,2+0,04 2,8+0,51
NIC 2,2+0,07 3,3+1,41
PS> 7mm 7,1+0,3 7,5+1,04
HBAcl - 7,65

5.2 Identificagdo dos genes diferencialmente expressos

Foram identificados 25 genes diferencialmente expressos entre 0s grupos,
evidenciando diferencas no perfil funcional microbiano do biofilme subgengival em pacientes
diabéticos (Tabela 2). Observou-se que em pacientes diabéticos, houveram uma maior
expressao de genes relacionados a porinas Ompa-Ompf, endopeptidases, enzimas glutamato
desidrogenase e a alguns genes de RNA néo-codificadores. Além disso, foi identificado as
bactérias associadas a cada KEGG referente aos 10 KEGGs com maiores valores
diferencialmente expressos no grupo de pacientes diabéticos (Tabela 3), mostrando que nao
somente as bactérias Gram-negativas do complexo vermelho estdo associadas ao perfil de
expressao génica, como também outras espécies Gram-positivas, como Capnocytophaga,
Actinomyces e Corynebacterium. De maneira geral, varios géneros e espécies estdo
associadas ao mesmo KEGG, o que evidencia uma mudanca orquestrada do perfil funcional

do biofilme como um todo em condi¢des de doencga.



20

Tabela 2 - Genes diferencialmente expressos regulados positivamente no grupo de pacientes

diabéticos
KEGG Definicdo do Gene
K02959 small subunit ribosomal protein S16
K01610 phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)
K00262 glutamate dehydrogenase (NADP+)
K02986 small subunit ribosomal protein S4
K00962 polyribonucleotide nucleotidyltransferase
K09458 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase Il
K02968 small subunit ribosomal protein S20
K02519 translation initiation factor IF-2
K00024 malate dehydrogenase
K02939 large subunit ribosomal protein L9
K02355 elongation factor G
K19304 murein DD-endopeptidase
K02863 large subunit ribosomal protein L1
K01880 glycyl-tRNA synthetase
K03072 preprotein translocase subunit SecD
K01006 pyruvate, orthophosphate dikinase
K03046 DNA-directed RNA polymerase subunit beta'
K01835 phosphoglucomutase
K03040 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
K03076 preprotein translocase subunit SecY
K03286 OmpA-OmpF porin, OOP family
K02933 large subunit ribosomal protein L6
K06158 ATP-binding cassette, subfamily F, member 3
K02867 large subunit ribosomal protein L11
K03733 integrase/recombinase XerC
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Tabela 3 - Bactérias associadas ao top 10 de genes positivamente expressos no grupo de diabéticos

KEGG Definicdo Género/Espécies
K02959 small subunit ribosomal Multiespécies
protein S16
K01610 phosphoenolpyruvate Tanerella sp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
carboxykinase Bacterioidetes sp., Capnocytophaga sp., Cardiobacterium
hominis, Haemophilus parainfluenzae, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella denticola, Prevotella fusca, Prevotella
sp., Selenomonas sp., Tannerella forsythia, Tannerella sp.
K00262 glutamate Prevotella veroralis, Actinobaculum sp., Actinomyces dentalis,
dehydrogenase Actinomyces sp., Bacteroidetes, Bifidobacterium longum,
Capnocytophaga, Cardiobacterium valvarum, Eubacterium
brachy, Eubacterium, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
sp., Selenomonas sp., Streptococcus, Tanerella sp.
K02986 small subunit ribosomal Multiespécies
protein
K00962 polyribonucleotide Actinomyces sp., Aggregatibacter sp., Capnocytophaga sp.,
nucleotidyltransferase Cardiobacterium valvarum, Corynebacterium, Eubacterium
nodatum, Fretibacterium, Leptotrichia sp., Neisseria,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella, Rothia, Selenomonas,
Tannerella sp., Treponema, Veillonella parvula
K09458  3-oxoacyl-[acyl-carrier- Actinomyces sp., Aggregatibacter sp., Bacteroidetes,
protein] synthase Il Campylobacter, Capnocytophaga, Cardiobacterium,
Fretibacterium, Fusobacterium, Kingella, Leptotrichia,
Neisseria, Porphyromonas gingivalis, Prevotella,
Selenomonas, Streptococcus, Tannerella, Veillonella
K02968 small subunit ribosomal Multiespécies
protein S20
K02519 translation initiation Multiespécies
factor IF-2
K00024 malate dehydrogenase Actinobaculum sp., Actinomyces, Capnocytophaga,
Corynebacterium, Porphyromonas gingivalis, Prevotella,
Selenomonas sp., Tannerella sp.
K02939 large subunit ribosomal Multiespécies

protein L9




22

6 DISCUSSAO

O conhecimento do microbioma associado a doencga periodontal vem cada vez
mais mostrando que a presencga ou auséncia de determinadas bactérias por si s6 ndo explica
inteiramente como a doenga periodontal surge ou progride. Quando adicionado o fator
diabetes, os estudos realizados até os dias de hoje ainda ndo foram suficientes para que
fossem desenvolvidos tratamentos especificos para esse perfil de paciente, reforcando a
necessidade de aprofundamento sobre o assunto buscando obter o melhor progndéstico para
o tratamento periodontal em pacientes diabéticos. Além disso, relativamente poucos estudos
na literatura estdo focados no perfil funcional do biofilme em salde e doenca. Para 0 nosso
conhecimento, esse € o primeiro estudo que compara dois perfis de biofilmes disbidticos:

diabéticos com periodontite (grau B/C) versus periodontite grau A/B.

Alguns genes encontrados na Tabela 2, mais expressos no grupo de pacientes
diabéticos, estdo associados a alguns fatores de viruléncia adicionais que podem estar
relacionados a maior progresséo da doenca. O gene referente & porina OmpA-OmpF pode
ser importante nesse aspecto, visto que sdo proteinas transmembranares associadas a
manutencdo da integridade da membrana, principalmente em bactérias Gram-negativas
(Pages et al., 2008). Dessa forma, as porinas podem mediar a difusdo passiva de agentes
antimicrobianos e componentes toéxicos, tornando-as mais resistentes a perturbactes
exogenas (Choi e Lee, 2019), o que pode facilitar a perpetuacao e patogénese de bactérias
Gram-negativas no ambiente subgengival. Considerando que o tratamento mais comum para
a periodontite em pacientes diabéticos € a raspagem subgengival associada a antibiotico
terapia utilizando antibiéticos de amplo espectro, a acdo da porina OmpA-OmpF pode ser

determinante para a baixa resposta ao tratamento.

O gene Murein-DD-Endopeptidase, associado a enzima endopeptidase pode ser
outro ponto a ser considerado no insucesso dos tratamentos visto que, mesmo na presenga
de penicilina G e outros antibidtico B-lactamicos, estudos relatam que a enzima nao
demonstrou diminuicdo da sua atividade (Keck e Schwarz, 1979), o que pode estar associado
a uma maior sobrevivéncia intracelular do biofilme. A enzima glutamato desidrogenase, que
esta relacionada a um gene positivamente expresso em pacientes diabéticos, ja foi
relacionada com a adaptacdo e sobrevivéncia relacionada ao Streptococcus pneumoniae. A
exclusdo do gene referente & enzima foi relacionada a um menor crescimento da cepa,
formacao de biofilme, resisténcia ao pH e biossintese de proteinas relacionadas a viruléncia
(Gazioglu et al. 2021). Dessa forma, o perfil de expressdo génica subgengival de pacientes
diabéticos parece estar mais associado com um aumento no perfil de viruléncia e,

consequentemente, a maior progressao da doenca periodontal.
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Além disso, uma grande parte dos KEGGs diferencialmente expressos parecem
estar relacionados a genes de RNA nao-codificadores, que sdo elementos bacterianos
associados a regulacéo do seu perfil funcional. Atualmente, essas sequéncias de RNA vém
sendo cada vez mais estudadas e sabe-se que hoje elas desempenham um papel central no
controle da expressdo génica da comunidade. Recentemente, alguns transcritos de
sequéncias nao-codificadoras de RNA foram identificados e correlacionados a doenga
periodontal, na qual sugere-se um papel significativo na modulacdo génica da comunidade
bacteriana através de alguns mecanismos regulatérios de transcricao e traducédo (Ram-Mohan
e Meyer, 2020). Dessa forma, nossos achados indicam que no ambiente subgengival de
diabéticos, esse mecanismo regulatério é ainda mais evidente e crucial para a manutencao

de um ambiente patogénico.

A andlise das bactérias associadas aos KEGGs mostra que existe uma
participacdo predominante de bactérias que sdo encontradas mais abundantemente
encontrada no microbioma subgengival de diabéticos com doencga periodontal, como:
Neisseriaceae, Corynebacterium, Actinomyces, Veillonella, Eikenella (Qin et al., 2022), bem
como bactérias Gram-negativas do complexo vermelho. Além disso, varias bactérias estao
associadas a um mesmo ortélogo de genes, 0 que sustenta a ideia de que ndo sao bactérias
especificas, mas sim a comunidade como um todo que atua como responsavel pelo perfil de

expressao génica no ambiente subgengival disbidtico.

O estudo possui algumas limitagdes, como por exemplo, 0 pequeno numero de
amostras incluidas e o fato de nao incluir analise taxonémica. Entretanto, a identificacéo
desses genes tem um carater preliminar, permitindo uma futura validacdo em populacbes

maiores dos genes diferencialmente expressos encontrados.
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7 CONCLUSAO

A diabetes mellitus pode influenciar no perfil de expresséo génica subgengival do
biofilme em pacientes com doenca periodontal, expondo a necessidade de maiores estudos
sobre o tema para melhor entendimento do impacto causado pela doenca sobre a periodontite
e, através disso, buscar alternativas terapéuticas especificas para pacientes com esse perfil

de doenga.
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