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RESUMO 

 

As comunidades bacterianas presentes na cavidade bucal desempenham 

papel importante no equilíbrio saúde/doença em seres humanos. Nesse sentido, o 

estudo da composição de microambientes orais pode contribuir para uma melhor 

precisão no diagnóstico de doenças infecciosas e, consequentemente, para o 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas mais eficazes. A periodontite é uma 

doença dos tecidos de suporte do dente, caracterizada por resposta imunológica 

exacerbada do hospedeiro, frente à presença bacteriana no biofilme dentário. A 

grande diversidade bacteriana observada na cavidade bucal, aliada aos variados 

quadros clínicos da periodontite, ressaltam a necessidade de investigações mais 

aprofundadas sobre a composição bacteriana periodontopatogênica. O objetivo 

deste trabalho é a caracterização da comunidade bacteriana associada ao biofilme 

periodontopatogênico, pelo uso da técnica de Polimorfismos de Comprimento de 

Fragmentos Terminais de Restrição (T-RFLP). Amostras de biofilme dentário 

supragengival e subgengival foram coletadas de 11 pacientes portadores de 

periodontite. O DNA amostral foi extraído e submetido à Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) direcionada ao gene ribossomal 16S, utilizando-se iniciador 

senso marcado com molécula repórter fluorescente. Os produtos da PCR foram 

digeridos pelas endonucleases tetraméricas HhaI, MspI e RsaI e os fragmentos 

terminais de restrição (T-RFs) resultantes foram analisados em um sequenciador 

automatizado de DNA, gerando diferentes perfis de fragmentos para cada 

amostra. Ao todo, 19 T-RFs distintos foram detectados com a enzima RsaI (média 

= 6,4), 61 com MspI (média = 19,3) e 63 com HhaI (média = 16,3). Uma grande 

variabilidade nos perfis de restrição foi observada, sendo que 51% a 63% dos T-

RFs foram detectados em menos de quatro amostras. A predição taxonômica de 

T-RFs in silico demonstrou a presença de gêneros bacterianos reconhecidamente 

periodontais, incluindo Actinomyces, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, 
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Porphyromonas, Prevotella e Propionibacter. Embora alguns gêneros tenham sido 

encontrados em todas as amostras avaliadas, as análises de clusterização e 

estatística multivariada não demonstraram agrupamentos de perfis T-RFLP 

conforme paciente ou sítio amostral. Os resultados do estudo permitem concluir 

que a comunidade bacteriana do biofilme periodontopatogênico é bastante 

variável entre indivíduos, embora possua alguns gêneros predominantes. 

 

Palavras-chave: doença periodontal, infecção, T-RFLP, 16S rDNA, biofilme. 
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ABSTRACT 

 

The bacterial communities present in the oral cavity play an important role in 

maintaining healh/disease equilibrium. In this sense, studying the microbial 

compostition of the oral environment may contribute to attain a better precision in 

diagnosis of infectious diseases and, also, to develop efficient therapeutic 

approaches. Periodontitis is a disease that affects the supporting tissues of the 

tooth, characterized by a heightened immunologic response to bacteria present in 

dental biofilm. The broad microbial diversity present in the oral cavity, along with 

the various clinical features of periodontitis, highlight the necessity of further 

investigations on the composition of periodontopathic biofilm. The objective of this 

study is the characterization of the bacterial communities associated with 

periodontopathic biofilm, by use of the Terminal Restriction Fragment Length 

Polymorphism (T-RFLP) techique. Supra and subgingival biofilm samples were 

collected from 11 periodontitis subjects. Total DNA was extracted from the samples 

and submitted to the Polymerase Chain Reaction (PCR) targeting the 16S rRNA 

gene, with a fluorescently labeled forward primer. PCR products were digested 

with the tetrameric endonucleases HhaI, MspI and RsaI, and the resulting terminal 

restriction fragments (T-RFs) were analyzed in an automated DNA sequencer. In 

all, 67 T-RFs (mean = 17.3) were detected with RsaI endonuclease, 61 T-RFs with 

MspI (mean = 19.3) and 19 T-RFs (mean = 6.4)  with HhaI. A great variability in the 

restriction patterns was observed, since 51% to 63% of T-RFs were detected in 

less than 4 samples,  and two T-RFs were exclusively found in supragingival 

biofilm (p = 0.018). In silico taxonomical prediction of T-RFs demonstrated the 

presence of well-known periodontal species belonging to the Acinomyces, 

Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Prevotella and 

Propionibacter genera. Although some species were found in all samples, 

clustering and multivariate statistical analysis did not reveal evident groupings of T-
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RFLP profiles according to patient or sampling site. The results of this study 

indicate that the microbiota of periodontopathic biofilm is highly variable among 

subjects, albeit a core microbial community may be observed. 

 

Keywords: periodontal disease, infection, T-RFLP, 16S rDNA, biofilm. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os microrganismos presentes na cavidade oral participam diretamente da 

homeostase em seres humanos, além de desempenharem funções na defesa 

contra microrganismos exógenos potencialmente patogênicos. Nesse sentido, o 

estudo da composição de microambientes bucais pode contribuir para uma melhor 

precisão no diagnóstico de doenças infecciosas e, consequentemente, para o 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas mais eficazes (van der Waaij et al., 

1971; Löe, 1981; Marsh P, 2003; Jekinson & Lamont, 2005; Pennisi, 2005; Avila et 

al., 2009).  

A periodontite é uma doença dos tecidos de suporte do dente, caracterizada 

por resposta imunológica exacerbada do hospedeiro, frente à presença microbiana 

no biofilme dentário. A grande diversidade microbiana observada na cavidade 

bucal, aliada aos variados quadros clínicos da periodontite, ressaltam a 

necessidade de investigações mais aprofundadas sobre a composição da 

comunidade bacteriana periodontopatogênica (Löe, 1981; Socransky et al., 1998; 

Paster et al., 2001; Haffajee et al., 2008).  

No microambiente oral, comunidades de microrganismos organizados em 

biofilme podem ser encontradas na região supragengival, ou seja, acima ou no 

nível da margem gengival, como também na região subgengival, abaixo da 

margem gengival, entre os dentes e o tecido do sulco gengival (Haake et al., 

2004). Apesar da proximidade entre ambos os tipos de biofilme, o supragengival 

apresenta morfologia e composição bacteriana bastante distinta, quando 

comparada ao subgengival (Listgarden, 1976).  

O biofilme formado sobre a superfície dentária representa um massivo 

acúmulo bacteriano composto, em sua maioria, por microrganismos naturalmente 

presentes na cavidade bucal. Sem os cuidados de higienização e prevenção 

adequados, a composição bacteriana do biofilme aumenta em tamanho e 
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complexidade. O agregado de biofilme e cálculo dentário promove o 

desenvolvimento de inflamação dos tecidos gengivais e sua ausência está 

associada ao estado de saúde desses tecidos. Diversos mecanismos diretos ou 

indiretos, como endotoxinas e ácidos orgânicos liberados por microrganismos do 

biofilme, ou liberação de mediadores de resposta imune do hospedeiro levando a 

destruição tecidual, podem causar mudanças na superfície dos tecidos e 

progressivamente destruir o tecido de suporte e osso alveolar (Löe, 1981). 

A complexidade da comunidade bacteriana presente no biofilme dentário e 

os variados quadros clínicos das doenças infecciosas bucais, principalmente a 

complexidade da doença periodontal, ressaltam a necessidade de investigações 

mais detalhadas sobre os mecanismos de patogenicidade desempenhados por 

tais microrganismos. Em especial, existe hoje uma carência de estudos voltados a 

comparação da comunidade bacteriana do biofilme supra e subgengival em casos 

associados a periodontite. 

A análise de Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Terminais de 

Restrição (T-RFLP) é uma técnica de caracterização molecular que permite a 

avaliação de comunidades bacterianas complexas e comparação rápida da 

estrutura de comunidades e da diversidade de diferentes ecossistemas, de forma 

independente de cultivo (Liu et al., 1997; Takeshita et al., 2007). Nesse sentido, T-

RFLP possui alta aplicabilidade no estudo do biofilme dentário 

periodontopatogênico, permitindo uma visão abrangente da comunidade 

bacteriana supra e subgengival e possibilitando a identificação de possíveis 

diferenças na composição destas comunidades, englobando espécies cultivadas e 

não cultivadas (Sakamoto et al., 2003a, 2004). 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

O relacionamento entre os hospedeiros e os microrganismos da 

comunidade bacteriana normal tem início logo após o nascimento e persiste por 

toda a vida do indivíduo. Acredita-se que somente uma entre dez células do nosso 

corpo são propriamente de origem humana (Avila et al., 2009). Em parte, a 

presença destes procariotos torna-se indispensável ao hospedeiro, uma vez que 

eles desempenham funções biológicas importantes, como a produção de vitamina 

K, participando também diretamente de processos fisiológicos como a renovação 

das células de revestimento intestinal (Pennisi, 2005, Avila et al., 2009).  

A comunidade bacteriana normal participa também dos mecanismos 

proteção do hospedeiro, impedindo a colonização das superfícies mucosas por 

patógenos extrínsecos, agindo assim como barreira funcional (van der Waaij et al., 

1971; Jekinson & Lamont, 2005; Avila et al., 2009). A importância que a 

comunidade bacteriana exerce em seus hospedeiros pode ser evidenciada em 

animais, os quais apresentam alterações nas superfícies mucosas, baixa absorção 

de nutrientes, deficiências alimentares e prejuízos em atividades realizadas pelo 

sistema imune (van der Waaij et al., 1971; Marsh P, 2003). Diante desses 

achados, uma melhor compreensão da composição da comunidade bacteriana 

normal pode contribuir para o aprimoramento de ferramentas utilizadas no 

diagnóstico, bem como no desenvolvimento de tratamentos mais específicos para 

diferentes as doenças bacterianas, buscando melhorar a saúde dos indivíduos 

(Avila et al., 2009). 

Microrganismos que compõem a comunidade bacteriana normal encontram-

se amplamente distribuídos em nosso organismo. A cavidade bucal, juntamente 

com a mucosa intestinal, são os locais cuja população microbiana é mais 

abundante. As comunidades presentes na cavidade bucal são compostas de 

diferentes gêneros e espécies microbianos que crescem originando estruturas 

denominadas biofilmes. Detalhadamente, os biofilmes são compostos de 
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comunidades microbianas altamente organizadas, que se tornaram 

fenotipicamente distintas de seus homólogos planctônicos (Stoodley et al., 2002). 

Há variações entre composições de comunidades no que se refere à presença de 

bactérias, arquéias, de fungos e de vírus, mesmo em cavidades orais saudáveis 

(Slots, 2007; Avila et al., 2009; Sardi et al., 2010). De forma geral, estes 

microrganismos são produtores de polímeros extracelulares que originam a matriz 

orgânica do biofilme, favorecendo o desenvolvimento de agregado microbiano 

sobre as superfícies dos dentes, gengiva, língua, próteses ou qualquer outro 

material sólido não descamativo (Lang et al., 1997; Marsh P, 2004, 2006). 

Adicionalmente, para completa formação do biofilme dentário, ainda é necessária 

a presença de produtos do exsudato do sulco gengival e/ou da saliva (Lang et al., 

1997).  

De acordo com Jekinson & Lamont (2005), a imensa quantidade de 

microrganismos que compõe estas comunidades provavelmente não possa 

sobreviver fora do biofilme. Isto ocorre, em parte, devido a adaptações 

metabólicas sofridas pelos microrganismos, as quais maximizam o potencial de 

crescimento numérico neste ambiente. Tais adaptações tornam-se importantes 

para espécies de bactérias que enfrentam uma grande competitividade para 

sobreviverem no biofilme (Jekinson & Lemont, 2005).  Ainda, este desafio pode 

tornar-se maior dependendo do tipo de superfície em que o microrganismo está 

aderido e de quais são as características físicas e metabólicas apresentadas pelas 

bactérias que crescem adjacentes a ele (Jekinson & Lemont, 2005). 

As bactérias encontradas no biofilme dentário são fortemente influenciadas 

por fatores do ambiente bucal, como pH, temperatura, potencial redox, condições 

atmosféricas e salinidade. Adicionalmente, alguns dos fatores podem ser 

mediados pelo hospedeiro, dentre eles higiene bucal, movimentos linguais, 

alimentação, hábitos deletérios e o uso de determinados medicamentos (Haake et 

al., 2004; Kolenbrander et al., 2006; Avila et al., 2009).  
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As populações comensais, dentro de seu microambiente, geralmente não 

causam danos para o hospedeiro; pelo contrário, podem controlar o 

desenvolvimento de espécies patogênicas por dificultar a aderência das mesmas 

em superfícies mucosas (Jekinson & Lamont, 2005). No entanto, os 

microrganismos presentes em tais comunidades tiram proveito de algumas 

características fornecidas pelo biofilme para evadirem de diversos mecanismos de 

proteção imune do hospedeiro, bem como da ação de substâncias tóxicas 

produzidas pelo hospedeiro, ou por outros microrganismos. Ainda, os 

microrganismos que crescem em biofilmes possuem algumas facilidades no 

processamento e captação de alimentos, na troca de material genético e na 

comunicação entre as células adjacentes (quorum sensing). Tais interações 

podem melhorar a capacidade de adaptação ao microambiente e, 

consequentemente, aumentar as chances de sobrevivência frente às adversidades 

ambientais (Socransky & Haffajee, 2002; Marsh P, 2004). 

O biofilme supragengival é caracterizado pela abundante presença de 

bacilos e cocos Gram-positivos, com predomínio de bactérias do gênero 

Streptococcus, mas outras espécies como Veillonella e Actinomyces também 

estão presentes nestas comunidades. Contudo, no biofilme subgengival, os 

organismos Gram-negativos, anaeróbios e móveis constituem a maioria.  Neste, 

as bactérias mais encontradas são do gênero Porphyromonas, as quais também 

podem ser encontradas ocasionalmente nos biofilmes supragengivais (Löe, 1981; 

Rosan & Lamont, 2000; Socransky & Haffajee, 2002; Marsh P, 2003b; Hafaajee et 

al., 2008; Palmer, 2010). 

Atualmente, as diferentes manifestações clínicas que são definidas, em 

conjunto, como doença periodontal, representam uma variedade de alterações 

infecciosas que afetam os tecidos de suporte dentário. Tradicionalmente, a doença 

periodontal é dividida em gengivite e periodontite. Gengivite relaciona-se com o 

quadro de doença inflamatória limitada a gengiva, sem evidências clínicas de 

perda de fibras do ligamento periodontal ou osso alveolar, e com profundidade de 
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bolsa variando entre 2 e 4 mm. Periodontite denota um quadro de destruição 

inflamatória dos tecidos do ligamento periodontal e suporte ósseo (Slots, 2007). 

Doenças inflamatórias bucais, tanto dos tecidos periodontais como dos tecidos 

dentais propriamente ditos, resultam de um desequilíbrio nas condições 

ambientais e/ou fatores associados ao hospedeiro que desencadeiam mudanças 

na comunidade bacteriana, permitindo o crescimento significativo de bactérias 

oportunistas ou patogênicas. Os indivíduos com comprometimento periodontal, por 

exemplo, apresentam maior variedade de microrganismos subgengivais quando 

comparados com pacientes com periodonto saudável (Kolenbrander et al., 2006).  

Algumas espécies bacterianas presentes na comunidade bacteriana bucal 

são frequentemente associadas a diversos quadros patológicos. Dentre elas, 

Streptococcus mutans estão relacionados com o desenvolvimento de cáries; 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, com doença periodontal agressiva; 

Tannerella forsythia, com doenças gengivais e falha em implantes; Prevotella 

intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola com doenças 

inflamatórias do periodonto e Streptococcus gordonii com o desenvolvimento de 

biofilme oral (Rosan & Lamont, 2000; Pennisi, 2005).  

Diante de tantos estudos, ainda existe dificuldade em distinguir os 

microrganismos que compõe o biofilme saudável e o biofilme patogênico. De que 

maneira caracterizar espécies presentes tanto nos casos de saúde como nos 

casos de doença? Será que todos os microrganismos participantes desse 

mecanismo etiológico já são conhecidos? Ou ainda, precisaríamos atentar para 

fatores até então desconhecidos? A riqueza de espécies (o número de espécies 

dentro de uma comunidade) e equidade de espécies (os tamanhos das 

populações de espécies dentro de uma comunidade) são dois parâmetros 

essenciais para a definição de estrutura e diversidade bacteriana. Aplicados a 

complexidade do biofilme bucal, fica demonstrada a necessidade de investigações 

diferenciadas (Socransky et al., 1998; Paster et al., 2001; Aas et al., 2005; Avila et 

al., 2009; Palmer, 2010; Teles et al., 2011). 
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Técnicas baseadas nos métodos clássicos para a análise da comunidade 

bacteriana bucal dependentes do cultivo e isolamento em laboratório não 

abrangem, de forma representativa, grande parte das comunidades microbianas e, 

portanto, não preenchem os requisitos para o estudo estrutural e de diversidade 

das comunidades microbianas bucais. Adicionalmente, as técnicas clássicas de 

identificação microbiana geralmente são onerosas, trabalhosas e demandam 

períodos prolongados para o crescimento dos microrganismos. Ainda, a 

dificuldade nas identificações se agravada em consequência de algumas espécies 

serem extremamente fastidiosas, ao ponto de não apresentarem crescimento nos 

meios de cultivos até então conhecidos (Liu et al., 1997; Aas et al., 2005; Avila et 

al., 2005), o que leva, muito comumente, a uma subestimativa da diversidade 

bucal (Paster et al., 2001; Aas et al., 2005; Avila et al., 2009) 

Na última década, diversos autores desenvolveram trabalhos voltados 

exclusivamente para contribuir na compreenção da composição mais exata das 

comunidades orais, agregando conhecimento aos processos etiolopatológicos das 

doença orais e na constante busca de novas e melhores formas de tratamento ou 

prevenção. Assim, técnicas de biologia molecular independentes de cultivo, 

baseadas na análise do gene de 16S rRNA (gene que codifica RNA ribossomal da 

subunidade menor de ribossomos, também denominado 16S rDNA) foram 

desenvolvidas para analisar as comunidades bacterianas com menor custo, tempo 

e com maior capacidade de produção de dados (Takeshita et al., 2007). Usando 

essa abordagem, tem-se revelado uma grande diversidade microbiana na 

cavidade bucal humana, que não havia sido detectada previamente. Nesse 

contexto, hoje constata-se que a cavidade bucal humana é habitada por cerca de 

500 a 700 espécies de bactérias (Paster et al., 2001; Kazor et al., 2003; Aas et al., 

2005; Avila et al., 2009) e que 50% dessas bactérias são difíceis ou impossíveis 

de serem cultivadas por métodos convencionais (Paster et al., 2001). 

Atualmente, a técnica mais empregada e que oferece melhores resultados 

para explorar a diversidade microbiana envolve o isolamento do DNA do 
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microambiente de estudo, seguido da amplificação de 16S rDNA pela reação em 

cadeia da polimerase (PCR), clonagem dos fragmentos amplificados em 

Escherichia coli e sequenciamento dos insertos clonados (Paster et al., 2001; 

Kazor et al., 2003; Aas et al., 2005; Avila et al., 2009). No entanto, analisar 

individualmente clones de 16S rDNA é um método bastante trabalhoso e 

relativamente caro para comparar várias comunidades bacterianas (Takeshita et 

al., 2007). 

O estudo de comunidades pela análise qualitativa de perfis de Polimorfismo 

de Comprimento de Fragmentos Terminais de Restrição (T-RFLP) permite uma 

maior correlação entre a frequência de amostragem e a resolução filogenética (Liu 

et al., 1997; Marsh T, 1999; Takeshita et al., 2007; Vianna et al., 2009). Em 

resumo, a técnica emprega a PCR, tendo como alvo um gene de interesse, como 

o gene 16S rRNA, que é amplificado com um dos iniciadores marcado por 

fluorescência na extremidade 5‟. Fragmentos terminais de restrição (T-RFs), com 

comprimentos específicos para os diferentes gêneros da comunidade do biofilme 

bucal, são então obtidos pela digestão por endonucleases dos produtos dessa 

PCR. Os T-RFs são, em seguida, analisados em um sequenciador automático de 

DNA. Sequências de T-RFs são arquivadas em bancos de dados virtuais que 

podem ser acessados através da internet, permitindo assim a predição de gêneros 

(Marsh T, 2000; Kent et al., 2003).  

Embora T-RFs gerados por digestão com uma endonuclease têm, por 

vezes, o mesmo comprimento em vários gêneros bacterianas diferentes, a 

especificidade pode ser aumentada digerindo-se o DNA com diferentes tipos de 

enzimas (Marsh T, 1999; Dunbar et al., 2001; Kaplan et al., 2001; Matsumoto et 

al., 2005). Os T-RFs marcados com o fluoróforo são convertidos em um 

eletroferograma. Através dele, pode-se observar a formação de espectros que 

representam um T-RF específico. O processamento dos dados se dá pela 

conversão dos eletroferogramas em uma matriz, cada coluna representando uma 

amostra estudada e cada linha representando uma T-RF que é encontrada em 
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uma amostra. As opções de software utilizadas para comparação e identificação 

das matrizes, indicando gêneros bacterianos, incluem o GeneScanTM ou Gene 

MapperTM (ABI) e PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems) ou um software tal 

como GelComparII (Applied-Maths), que pode importar dados não processados de 

arquivos de eletroferogramas. Estes programas calculam o tamanho do fragmento 

de restrição terminal bem como a intensidade de fluorescência, representada 

altura ou área do pico. O comprimento do fragmento de restrição pode ser 

determinado pela base de dados ribossomais completa e, consequentemente, 

proporcionar um ponto de partida filogenético lógico. 

T-RFLP foi originalmente utilizada para análise de amostras ambientais, 

obtidas dos mais variados locais, como fontes hidrotermais submarinas, solo, 

plantações de arroz, comunidades anóxicas, água de centros de tratamento de 

esgoto, em solo contaminado com petróleo, dentre outros (Wilderer & Charaklis, 

1989; Moyer et al., 1994; Chin et al. 1999; Bruce & Hughes, 2000; Bordanave et 

al., 2007). Com essa capacidade multifacetada, abordagens independentes de 

cultivo, como a T-RFLP, são úteis também para o estudo ecológico das mais 

variadas comunidades microbianas, inclusive as que vivem no ser humano 

(Munson et al., 2002; Nagashima et al., 2003; Sakamoto et al., 2003a, 2003b, 

2004; Rogers et al., 2005; Saito et al., 2009; Vianna et al., 2009). 

Nessa última década, diversos autores desenvolveram trabalhos voltados 

exclusivamente para ampliar conhecimentos sobre a composição das 

comunidades orais, agregando conhecimento aos processos etiolopatológicos das 

doenças orais, na constante busca de novas e melhores formas de tratamento ou 

prevenção de doenças. T-RFLP já foi empregada em estudos que visavam 

contrastar a composição bacteriana entre saliva de pacientes com saúde e doença 

periodontal (Sakamoto et al., 2003a), para monitorar mudanças no perfil 

microbiano subgengival após o tratamento e mudanças de hábitos deletérios 

(Sakamoto et al., 2004; Fullmer et al., 2009), investigar a qualidade de 

restaurações coronárias, da radioterapia sobre a composição bacteriana 
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endodôntica (Hommez et al., 2004, 2008) e para comparar comunidades 

bacterianas de amostras intraradiculares, avaliando o comprometimento 

endodôntico (Sakamoto et al., 2006; Hall, 2008; Saito et al., 2009).   

De acordo com Hommez et al. (2004), a técnica T-RFLP, além de permitir 

uma rápida avaliação da diversidade de bactérias em amostras do canal radicular, 

também revelou a presença de bactérias que têm sido raramente descritas nos 

canais radiculares de dentes com periodontite apical. Estes dados sugerem uma 

vasta aplicabilidade da técnica em outras áreas odontológicas, com o intuito de 

que se encontrem mais informações sobre as comunidades presentes em outros 

sítios bucais. 

Dada a grande aplicabilidade da técnica de T-RFLP no estudo da 

microbiota bucal, o presente estudo visa determinar a estrutura das comunidades 

bacterianas em amostras de biofilme bucal supragengival e subgengival pela 

aplicação da técnica em amostras provenientes de pacientes portadores de 

periodontite. Espera-se, como produto desta confrontação, a eventual 

caracterização e identificação das inúmeras bactérias constituintes do biofilme 

periodontopatogênico. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

O presente estudo teve como objetivo a aplicação da técnica de T-RFLP no 

estudo das comunidades bacterianas presentes no biofilme dentário 

periodontopatogênico, buscando-se: 

1) A caracterização das comunidades bacterianas presentes em amostras de 

biofilme dentário de pacientes portadores de periodontite, pela técnica de T-RFLP.  

2) A predição dos gêneros mais prevalentes nas comunidades analisadas. 

3) A comparação dos perfis bacterianos dos microambientes orais supra e 

subgengival, intra e entre pacientes. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Informações sobre os indivíduos participantes da pesquisa 

Ao todo, foram incluídos 11 indivíduos com média de idades dentro dos 40 

anos, de ambos os gêneros, 8 portadores de doença periodontal crônica e 3 de 

agressiva, generalizadas, previamente encaminhados para tratamento periodontal 

na Clínica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP. Para maiores 

detalhes, observar a Tabela 4, nos apêndices. A participação dos mesmos na 

pesquisa foi voluntária. Todos os participantes assinaram um Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido, segundo a Resolução n°196/96 das Normas 

do Conselho Nacional de Saúde, contendo as informações a respeito do projeto 

de pesquisa, seus objetivos, riscos e consequências. O presente trabalho foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Odontológica da Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba – UNICAMP sob número 075/2008, conforme as 

normas estabelecidas pelo SISNEP para pesquisas em indivíduos humanos 

(Certificado no Anexo).  

 

4.2 Seleção dos participantes 

A seleção dos participantes da pesquisa foi conduzida respeitando-se os 

seguintes critérios: 

a) Critérios de inclusão: pacientes portadores de periodontite, possuindo pelo 

menos 15 elementos dentários, com pelo menos seis deles apresentando 

um sítio com profundidade a sondagem de, no mínimo, 5 mm e nível de 

inserção entre 5 e 10 mm, excluindo-se os terceiros molares (Socransky & 

Haffajee, 1998). 

b) Critérios de exclusão: uso de terapia antibiótica, tratamento periodontal, ou 

antissépticos orais nos seis meses anteriores à data da coleta; história de 
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doença sistêmica; fumantes; pacientes grávidas ou em fase de 

amamentação (Socransky & Haffajee, 1998).  

 

4.3 Coleta de amostras de biofilme supragengival 

Inicialmente, todos os pacientes foram submetidos à anamnese, para a 

obtenção de informações sobre a história médica e odontológica, e ao exame 

clínico, radiográfico e à sondagem periodontal. As amostras de biofilme 

supragengival foram colhidas com curetas Gracey do tipo convencional (Trinity) 

esterilizadas (Socransky & Haffajee, 1998), posicionadas na porção dentária 

diretamente superior a margem da gengiva livre e removidas com força de 

raspagem convencional. A cureta foi passada em toda a superfície da face lisa do 

dente, no sítio selecionado. Amostras foram coletadas no sítio mais afetado, dos 

seis dentes mais comprometidos com o quadro da doença. As amostras foram 

imediatamente depositadas individualmente em um microtubos plásticos de 1,5 

mL, contendo tampão Tris-EDTA pH 8.0. Posteriormente, o microtubo foi 

devidamente identificado e imediatamente transportado ao laboratório e 

acondicionado a –20 C até o momento de uso. 

  

4.4 Coleta de amostras de biofilme subgengival 

A coleta de biofilme subgengival foi realizada após a remoção do biofilme 

supragengival. Inicialmente, a região supragengival adjacente ao sítio de coleta do 

material foi devidamente limpa e seca com rolos de algodão ou gaze esterilizados. 

Amostras foram coletadas no sítio mais afetado, dos seis dentes mais 

comprometidos com o quadro da doença. A coleta foi feita com curetas Gracey do 

tipo mini-five (Trinity) esterilizadas (Socransky & Haffajee, 1998), posicionadas na 

porção mais apical e removidas com força de raspagem convencional, até os 

limites da borda da gengiva livre. As amostras foram imediatamente depositadas 

individualmente em um microtubo plástico de 1,5 mL, contendo tampão Tris-EDTA 
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pH 8.0. O microtubo foi devidamente identificado e acondicionado a –20 C até o 

momento do uso. 

 

4.5 Amplificação do DNA amostral pela Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) 

Extração do DNA baseado em metodo modificado de Doyle & Doyle (1990). 

Para a amplificação do 16S rDNA bacteriano, foram utilizados o iniciador universal 

senso 27F com marcador fluorescente 6-FAM na extremidade 5‟ e o iniciador 

universal não marcado antisenso 1492R (53). A amplificação foi realizada em uma 

mistura de reação de 50 μL contendo: 10 a 30 ng de DNA extraído, 5 U Platinum 

Taq DNA polimerase (Invitrogen), tampão PCR 1x (de acordo com o fabricante), 

200 μM de dNTPs e 0,1 μM de cada iniciador. As amostras foram aquecidas a 94 

ºC por 3 min e depois amplificadas por 30 ciclos constituídos de desnaturação a 

94 ºC por 30 s, anelamento a 59 ºC por 45 s, e extensão a 72 ºC por 1 min; após 

estes ciclos, a extensão final foi feita por 15 min em um termociclador T1 

Termoblock (Biometra). Para testar a eficácia da reação, alíquotas de 2 μL dos 

produtos da PCR de 16S rDNA foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose a 0,9% e visualizados por coloração com brometo de etídio em 

fotodocumentador.  

 

4.6 Purificação dos Produtos de PCR 

Os produtos de PCR foram purificados com o kit de purificação Ilustra GFX 

PCR DNA and Gel Band (GE Healthcare) de acordo com as recomendações do 

fabricante, o DNA foi armazenado a -20 ºC até a próxima análise. 
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4.6 Reação de Restrição dos Produtos de PCR para Análise de T-RFLP 

Os produtos de PCR purificados foram utilizados separadamente nas 

reações de restrição com as endonucleases tetraméricas HhaI (GCG^C), MspI 

(C^CGG) e RsaI (GT^AC). Nas reações, foram utilizados 1,5 μL do tampão React 

10X; 0,15 μL de BSA 1 ng/μl; 0,06 μL da endonuclease 20U (New England 

Biolabs); 5 μL do produto de PCR purificado e água ultrapura (Milli-Q) esterilizada 

para o volume final de 15 μl. As reações de restrição foram realizadas em 

termociclador T1 Termoblock (Biometra) nas seguintes condições: 37ºC por 2 

horas e 65ºC por 20 min para inativação da endonuclease.  

 

4.7 Precipitação dos Produtos de Digestão 

Após a reação de restrição os produtos digeridos foram precipitados para 

análise de fragmentos no sequenciador automático. Para a precipitação foram 

adicionados 2 μl de tampão acetato de sódio/ EDTA, mais 60 μl de etanol 

absoluto, a 15 μl do produto da digestão. A mistura foi agitada levemente no vórtex 

e centrifugada por 15 min a 12.000 x g, descartando-se o sobrenadante. Em 

seguida, foram adicionados 150 μl de etanol a 70% recém preparado e 

centrifugou-se a 12.000 x g por 5 min. O sobrenadante foi eliminado e o 

precipitado foi seco em AccuBlock Digital Dry Bath D1200 (Labnet) a 45ºC por 

aproximadamente 20 min. As amostras foram armazenadas a -20ºC para posterior 

utilização. No momento da análise pelo sequenciador, as amostras foram 

ressuspendidas com 10 μl de formamida HiDi. 

 

4.8 Análise de Polimorfismo de Fragmentos Terminais de Restrição (T-RFLP) 

do gene 16S rRNA 

A análise dos fragmentos terminais de restrição (T-RFs) foi feita em 

sequenciador automático ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied 

Biosystems). Antes do carregamento, as amostras foram desnaturadas por 5 min 
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a 95ºC e resfriadas a 0°C por 4 min. Em seguida, o produto precipitado foi 

ressuspendido em mistura contendo 9,75 μl de formamida HiDi e 0,25 μl de 

padrão de comprimento GeneScan – 500 ROX Size Standard (Applied 

Biosystems). 

 

4.9 Análise dos dados 

 Os eletroferogramas foram visualizados no programa GeneScan (Applied 

Biosystems). Para cada amostra, foi gerado um arquivo com as informações sobre 

o tamanho dos fragmentos, intensidade de fluorescência e área dos picos foi 

exportado no formato texto separado por tabulações. Os arquivos foram 

submetidos à análise pelo programa T-REX (Culman et al., 2009), através do qual 

os picos foram filtrados por um critério estatístico de 1,5 desvios padrões. O 

mesmo programa foi utilizado para se alinharem os T-RFs, pela metodologia 

descrita por Smith et al. (60), utilizando-se um intervalo de confiança de 0,5 pb. 

Uma planilha contendo todos os T-RFs alinhados por amostra foi obtida para cada 

enzima (HhaI, MspI e RsaI). Estes arquivos foram utilizados no cálculo de matrizes 

de distância para cada enzima, pelo pacote Vegan de funções de ecologia 

(http://cc.oulu.fi/~jarioksa/softhelp/vegan.html), com base no índice de Bray-Curtis. 

As matrizes obtidas foram submetidas à análise estatística multivariada de 

componentes principais (PCA), com o programa PAST e análises de 

agrupamento, pelo método UPGMA, com o programa MEGA 5.0 (Tamura et al., 

2011). As planilhas obtidas pelo programa T-REX foram transformadas em 

matrizes binárias, indicando a presença ou ausência (respectivamente, 1 ou 0) dos 

fragmentos. Para cada T-RF, foi aplicado Teste T de Student bicaudal com nível 

de significância α = 0,05, para verificação de possíveis diferenças na prevalência 

de T-RFs individuais nas amostras de biofilme supra e subgengivais. A predição 

taxonômica de T-RFs foi realizada pelo programa TAP T-RFLP, utilizando-se o 

banco de dados TRFMA de sequências nucleotídicas de 16S rDNA de bactérias 

orais, com intervalo de erro de 1 pb. 
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5. RESULTADOS 

 

Todas as amostras tiveram resultados positivos para bactérias, revelados 

pela PCR com os iniciadores universais para o gene de 16S rRNA 6-FAM-27F e 

1492R. A análise revelou, ao todo, 67 T-RFs(R) (média = 17,3), 61 T-RFs(M) (média 

= 19,3) 19 T-RFs(H) (média = 6,4) em 11 casos de doença periodontal. A soma de 

todos os T-RFs encontrados no universo amostral para as endonucleases HhaI, 

MspI e RsaI foi, respectivamente, 70, 385 e 363. A prevalência de T-RFs por 

paciente variou entre 7 a 23 para HhaI (média = 3,2), 8 a 31 para MspI (média = 

17,5), 4 a 34 para RsaI (média = 16,5), apresentando uma média geral de 24,8 T-

RFs por paciente. Uma grande variabilidade nos perfis de restrição foi observada, 

sendo que 51% a 63% dos T-RFs foram detectados em menos de 4 amostras. 

Mais detalhes sobre a prevalência de T-RF encontram-se presentes na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Prevalência de T-RFs em 11 pacientes portadores de 
doença periodontal, conforme endonuclease utilizada. 

Paciente Amostra HhaI MspI RsaI Média 

EOS 1. 3 21 34 19,3 

 2. 4 0 22 8,7 

 Total 4 21 41 22,0 

FAS 3. 0 31 17 16,0 

 4. 2 27 24 17,7 

 Total 2 35 25 20,7 

IFR 5. 0 31 18 16,3 

 6. 0 13 4 5,7 

 Total 0 33 19 17,3 

JJR 7. 5 19 0 8,0 

 8. 8 28 21 19,0 

 Total 8 33 21 20,7 

LIMR 9. 0 13 11 8,0 

 10. 0 23 7 10,0 

 Total 0 24 12 12,0 

MCFP 11. 0 10 26 12,0 

 12. 0 12 4 5,3 
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 Total 0 17 26 14,3 

NAFS 13. 13 13 10 12,0 

 14. 10 8 14 10,7 

 Total 15 15 19 16,3 

RABB 15. 11 21 21 17,7 

 16. 0 24 22 15,3 

 Total 11 34 31 25,3 

RVCM 17. 4 13 15 10,7 

 18. 9 24 18 17,0 

 Total 9 26 19 18,0 

SAB 19. 0 0 24 8,0 

 20. 1 28 28 19,0 

 Total 1 28 41 23,3 

SCB 21. 0 15 5 6,7 

 22. 0 11 18 9,7 

 Total 0 15 19 11,3 

Total Geral  

50 

 281 273 201,3 

Média  6,1 33,5 31,6 23,7 

T-RFs Únicos¹  10 25 30 21,7 

T-RFs Duplos²  6 15 9 10,0 

¹T-RFs exclusivos de um paciente 

²T-RFs exclusivos de 2 pacientes 

 

Os diferentes fragmentos de restrição terminal encontrados para as três 

enzimas foram submetidos ao Teste T, para comparação da prevelência de T-RFs 

entre as amostras supragengivais e subgengivais. Com base nos resultados, a 

diferença entre os T-RFs das amostras supragengivais e subgengivais não foi 

estatisticamente significante para as enzimas HhaI e MspI (dados não exibidos). 

Cabe ressaltar que os T-RFs(R) 440 e 450 apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes de prevalência nos sítios supra e subgengival, 

demonstrado pelo teste T (p = 0,018).  Contudo, devido à ausência de fragmentos 

correspondentes no banco de dados utilizado, a predição taxonômica destes T-

RFs não foi realizada. Tais T-RFs podem, portanto, representar táxons ainda não 

descritos ou não-cultivados. 
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A predição taxonômica de T-RFs in silico demonstrou a presença de 

gêneros bacterianos reconhecidamente periodontopatogênicos. De fato, para 

enzima de restrição HhaI, foram constatados os gêneros Actinomyces, 

Desulfobulbus, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, 

Prevotella, Propionibacter e Sphingomonas. Semelhantemente, para a enzima de 

restrição MspI, foram observados os gêneros Actinomyces, Eubacterium, 

Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Prevotella, Propionibacter, entre 

outros gêneros, como Butyrivibrio, Leptotrichia, Leptothrix, Selenomonas, 

Streptococcus e Treponema. Mais informações sobre as correlações específicas 

entre os resultados do programa TAP-T-RFLP (utilizando-se o banco de dados 

TRFMA de bactérias orais) e os T-RFs encontrados estão disponíveis nas tabelas 

2 e 3, respectivamente, para endonuclease HhaI e MspI. Na figura 1, encontra-se 

o gráfico que representa a prevalência de gêneros identificados com estas 

endonucleases.  

Embora alguns gêneros tenham sido encontrados em todas as amostras 

avaliadas, a análise estatística multivariada pelo método PCA não demonstrou 

agrupamento de perfis T-RFLP, segundo paciente ou sítio amostral, para todas as 

enzimas utilizadas, conforme ilustram as figuras 2, 3 e 4. 

De acordo com a análise de clusterização, pôde-se observar uma leve 

tendência de agrupamento das amostras supragengivais restritas por MspI (figura 

6). Essa tendência, contudo, não foi corroborada pela análise com as outras 

enzimas de restrição (figuras 5 e 7). 

Alguns T-RFs foram detectados em quantidades muito superiores nos 

experimentos com as três endonucleases. Dentre estes, os T-RFs 78, 79, 80, 99, 

122, 123, 124, 166, 167 e 168 pb foram os mais comumente encontrados (Figuras 

8, 9 e 10). A predição desses fragmentos para a enzima MspI foi: 80 pb, 

Streptococcus; 99 pb, Prevotella; 122 pb, Leptotrichia; 123 pb, Treponema; 124 

pb, Propionibacter e 168 pb, Actinomyces. Ainda, que de forma aproximada, 

puderam ser acrescentados à predição: 166 pb, Propionibacter (tamanho original: 
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165 pb), e 167 pb, Actinomyces (tamanho original: 168 pb). Ainda por 

aproximação, a predição para a HhaI foi: 80 pb, Sphingomonas (tamanho original: 

81 pb), e 99 pb, Prevotella (tamanho original: 101 pb). 

 

Tabela 2. Espécies preditas in silico pelo programa TAP-T-RFLP e banco de dados de 
bactérias orais TRFMA, baseado no perfil de fragmentos obtidos com a enzima HhaI. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

T-RF  Unidade Taxonômica Operacional 
81 Sphingomonas sp. oral clone FI012 e  FZ016. 

82 Prevotella sp. oral clone GI030. 

93 Desulfobulbus sp. oral clone CH031. 

101 

 
Prevotella sp. oral clones DA058, GI032, GU027, HF050, ID019, IK053, IK062, 
Porphyromonas sp. oral clone EP003.  

189 Eubacterium sp. oral clones EH006 e GI038. 

197 Fusobacterium sp. oral clone CZ006. 

208 Propionibacter sp. oral clone HE018. 

210 Actinomyces sp. oral clone IO077. 

211 Fusobacterium sp. oral clone CY024. 

213 Actinomyces sp. oral clone EP011. 

363 Haemophilus sp. oral clone JM053. 
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Tabela 3. Espécies preditas in silico pelo programa TAP-T-RFLP e banco de dados de 
bactérias orais TRFMA, baseado no perfil de fragmentos obtidos com a enzima MspI. 

T-RF Unidade Taxonômica Operacional 
82 Streptococcus sp. oral clone GM006. 

84 Eubacterium sp. oral clone JN088, Streptococcus sp. oral strain H3-M2. 

91 Prevotella sp. oral clone FL019. 

96 

 
Prevotella sp. oral clones FW035, GI032, GU027, HF050, ID019, IK053, IK062 e DA058, 
Porphyromonas sp. oral clone EP003.  

98 Prevotella sp. oral clones FU048 e GI030. 

122 Leptotrichia sp. oral clone IK040. 

123 Treponema Group 6 sp. oral clone IL034. 

124 Propionibacter sp. oral clone HE018. 

141 Leptothrix sp. oral clones AV011a e AW043. 

144 Actinomyces sp. oral clone CT068. 

164 Actinomyces sp. oral strain Hal-1065, Leptotrichia sp. oral clone EI022. 

165 Propionibacterium acnes KPA171202. 

168 Actinomyces sp. oral clone IO076. 

169 Eubacterium sp. oral clone JH012. 

174 Leptotrichia sp. oral clone HE012, Selenomonas sp. oral clone IQ048. 

186 Leptotrichia sp. oral clone DA069. 

192 Eubacterium sp. oral clone JI012. 

281 Fusobacterium sp. oral clone CY024. 

294 

 
Selenomonas sp. oral clone JI021, Eubacterium sp. oral clone DA014, Butyrivibrio  sp. oral clone 
DA074. 

296 Actinomyces sp. oral clone IO077, Eubacterium sp. oral clone IR009. 

301 Actinomyces sp. oral clone JA063, Selenomonas sp. oral clones CS002, EW084 e IK004. 

484 Eubacterium sp. oral clone DO008. 

496 Haemophilus sp. oral clones BJ095 e BJ021. 
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Figura 1. Prevalência dos principais gêneros encontrados em 11 casos de 
periodontite, utilizando-se as enzimas HhaI e MspI. 

 

Figura 2. Resultados da análise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos 
com a endonuclease HhaI. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa. 
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Figura 3. Resultados da análise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos 
com a endonuclease MspI. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa. 

Figura 4. Resultados da análise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos 
com a endonuclease RsaI. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa. 
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Figura 5. Dendrograma UPGMA dos perfis 
T-RFLP obtidos com a enzima HhaI, 
utilizando-se o a distância de Bray-Curtis. 
Amostras supragengivais representadas por 
círculos brancos e subgengivais, por 
círculos pretos.  
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Figura 6. Dendrograma UPGMA dos perfis 
T-RFLP obtidos com a enzima MspI, 
utilizando-se o a distância de Bray-Curtis. 
Amostras supragengivais representadas por 
círculos brancos e subgengivais, por 
círculos pretos. 

 Figura 7. Dendrograma UPGMA dos 
perfis T-RFLP obtidos com a enzima 
RsaI, utilizando-se o a distância de Bray-
Curtis. Amostras supragengivais 
representadas por círculos brancos e 
subgengivais, por círculos pretos. 
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Figura 8. Prevalência dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme análise 
com a endonuclease tetramérica HhaI.  
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Figura 9. Prevalência dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme análise 
com a endonuclease tetramérica MspI.  

 

Figura 10. Prevalência dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme análise 
com a endonuclease tetramerica RsaI.   
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6. DISCUSSÃO 

 

 A detecção molecular de bactérias com base na utilização dos iniciadores 

universais 27F e 1492R foi empregada em estudos similares, demonstrando que 

esse conjunto de marcadores é confiável na caracterização de comunidades 

bacterianas complexas, principalmente por ser capaz de amplificar 16S rDNA de 

diversos grupos bacterianos (Paster et al., 2001; Munson et al., 2002; Sakamoto et 

al., 2003a). Ademais, o uso destes mesmos marcadores em T-RFLP, quando 

associados às enzimas HhaI e MspI, possui poder discriminatório suficiente para a 

predição taxonômica da maioria dos gêneros encontrados na cavidade oral 

(Sakamoto et al., 2003a; Saito et al., 2009). A técnica de T-RFLP tem sido 

empregada, com sucesso, na análise da comunidade bacteriana salivar e de 

biofilme subgengival, provenientes de pacientes com comprometimento 

periodontal, pacientes tratados e saudáveis, possibilitando a comparação da 

estrutura da comunidade bacteriana do biofilme em diferentes condições 

(Sakamoto et al., 2003a, 2004 ).  

Dentre os gêneros comumente encontrados em pesquisas de detecção 

molecular de patógenos orais, destacam-se represententes dos gêneros 

Actinomyces, Campylobacter, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, 

Neisseria, Porphyromonas, Prevotella, Streptococcus, Selenomonas, Tannerella, 

Treponema e Veillonella. Muitos destes microrganismos já foram positivamente 

associados a quadros específicos de doença, participando também da 

organização de complexos microbianos relacionados ao grau de gravidade da 

periodontite (Socransky et al., 1998; Paster et al., 2001; Sakamoto et al., 2003, 

2004; Jekinson & Lamont, 2005; Takeshita et al., 2007; Haffajee et al., 2008). 

Contudo, no presente estudo, não foram identificados os gêneros Aggregatibacter, 

Neisseria, Tannerella e Veillonella. Como possíveis causas para a ausência 

destes gêneros, podemos citar a geração de fragmentos de restrição fora da faixa 
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de análise empregada no estudo, que foi de 30 a 500 pb, bem como uma baixa 

especificidade dos iniciadores utilizados na PCR 16S rDNA para esses gêneros.  

Neste estudo, não foram observadas diferenças significativas na 

composição bacteriana do biofilme supra e subgengival em 11 pacientes 

portadores de periodontite. De fato, a ausência de diferenças estatisticamente 

significativas na composição bacteriana de amostras de biofilme supragengival e 

subgengival já foi anteriormente relatada. De acordo com Haffajee et al. (2008), 

existem complexos bacterianos específicos na placa supragengival que têm 

similaridade com aqueles encontrados na placa subgengival, com algumas 

pequenas diferenças. Outros autores sugerem que a formação do biofilme 

subgengival está diretamente relacionada ao biofilme supragengival, com 

variações nas respectivas composições microbianas, originadas pelas diferentes 

características desses dois microambientes (Kumar et al., 2005; Quirynen et al., 

2006). Por outro lado, estudos também já relataram a detecção de espécies tidas 

como subgengivais colonizando sítios supragengivais (Ximenez-Fyvie et al., 

2000). 

Outros estudos apontam o desequilíbrio entre saúde e doença como 

principal causa de diferenças mais evidentes entre tipos diversos de biofilme. As 

espécies predominantes em sítios orais associados à doença são diferentes 

daquelas encontradas em sítios saudáveis, embora espécies patogênicas possam 

ser encontradas, em quantidades mais baixas, nos sítios saudáveis. As espécies 

do gênero Actinomyces, por exemplo, são as mais dominantes no biofilme supra e 

subgengival, tanto nas amostras de pacientes saudáveis como doentes. (Ximenez-

Fyvie et al., 2000; Sakamoto et al., 2006). 

A similaridade encontrada entre em estados de saúde diversos, ou até 

mesmo divergentes, deve ser considerada e pode ser justificada, pelo menos 

parcialmente, pelo processo dinâmico de constante mudança na composição do 

biofilme bucal. Esse processo está sujeito a uma hierarquia de colonização 

previamente descrita por outros autores. De fato, o processo de sucessão 
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bacteriana tem início com a colonização da película adquirida por gêneros 

denominados colonizadores iniciais, como Streptococcus spp. A colonização 

subsequente por bactérias como Actinomyces, Veillonella, Haemophilus, 

Fusobacterium e Treponema pode levar ao desenvolvimento de um quadro 

patológico, ou ao reinício deste ciclo (Socransky et al., 1998; Paster et al., 2001; 

Sakamoto et al., 2003a, 2004; Jekinson & Lamont, 2005; 19, Takeshita et al., 

2007; Haffajee et al., 2008).  

Algumas espécies representam bem essa dicotomia. Apesar de presentes 

em sítios orais compatíveis com saúde, sua presença está fortemente associada a 

quadros de doença periodontal como, por exemplo: Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Tannerella forsythensis e Treponema denticola (Löe, 1981; Paster et al., 2001; 

Sakamoto et al., 2003ª, 2004; Jekinson & Lamont, 2005; 19, Takeshita et al., 2007; 

Haffajee et al., 2008). O biofilme bucal é uma complexa estrutura microscópica 

que varia de forma inter e intrapessoal. É provável que, em diferentes regiões da 

cavidade oral, ou, até mesmo, em outro sítio ou superfície de um mesmo dente, 

possam existir formas distintas de biofilme, em diferentes estágios de sucessão 

microbiana, o que acrescenta fator complicador na análise de dados. 

Através de técnicas como T-RFLP, tem se tornando relativamente comum 

detectar a presença de gêneros fastidiosos que, de outra forma não poderiam ser 

identificados, por não serem passíveis de cultivo pelas técnicas atualmente 

disponíveis. Nesse contexto, bactérias do gênero Selenomonas, anteriormente 

relatadas como raras, ou muitas vezes não-detectadas, vêm sendo 

gradativamente identificadas em estudos baseados em técnicas moleculares em 

casos de doença, como a periodontite (Socransky et al., 1998; Paster et al., 2001; 

Kumar et al., 2005; Teles et al., 2011). Nesse trabalho, alguns representantes de 

Selenomonas não-cultivados foram detectados, os quais já foram correlacionados 

a quadros de cárie e doença periodontal (Kumar et al., 2005; Teles et al., 2011). 
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O filo Proteobacteria é constituído, predominantemente, por espécies 

aeróbias Gram-negativas, sendo o maior grupo de bactérias existente. Dentre as 

classes pertencentes a este filo, destacam-se Betaproteobacteria (aeróbias ou 

aeróbias facultativas) e Deltaproteobacteria (redutoras de sulfato). Em nosso 

estudo, foram detectados representantes de ambas as subdivisões: 

Deltaproteobacteria (Desulfobulbus sp. oral clone CH031) e Betaproteobacteria 

(Leptothrix sp. oral clones AV011a e AW043). Tais gêneros têm sido identificadas 

no fundo de bolsa e encontrados em diversos tipos clínicos de doença periodontal 

(Paster et al., 2001; Kumar et al., 2005; Teles et al., 2011). 

O filo Bacteroidetes de bactérias anaeróbias Gram-negativas contém 

importantes representantes associados à doença periodontal, incluindo as 

espécies pigmentadas-negras (Paster et al., 2001). No presente estudo, os 

seguintes gêneros foram encontrados: Porphyromonas sp. oral clone EP003, 

Porphyromonas-like sp. oral clone DA064 e Prevotella sp. oral clones DA058, 

FL019, FU048, FW035, GI030, GI032, GU027, HF050, ID019, IK053 e IK062. A 

grande maioria desses gêneros foi originalmente identificada em um estudo 

baseado no sequenciamento de bibliotecas clonais de 16S rDNA em biofilme 

dentário periodontopatogênico de pacientes portadores de periodontite ulcero-

necrosante aguda, refratária, crônica e associada à aids (Paster et al., 2001). 

As espécies do filo Spirochaetes tem sido frequentemente detectadas em 

bolsas periodontais, sendo representadas por bactérias espiraladas, Gram-

negativos e, em sua maioria, anaeróbios. As bactérias deste filo são, geralmente, 

altamente fastidiosas, requerendo condições de cultivo muito específicas. Assim, 

sua detecção por técnicas de cultivo laboratorial é bastante dificultada. Por outro 

lado, o sequenciamento de bibliotecas clonais 16S rDNA tem demonstrado uma 

alta prevalência de Treponema spp. na cavidade oral (Paster et al., 2001). 

Contudo, no presente estudo, somente um representante do gênero pôde ser 

detectado. Sugere-se que o uso de iniciadores gênero-específicos possa 

aprimorar a detecção de espécies deste gênero (Dewhirst et al., 2000). 
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Outros gêneros previamente relatados em amostras salivares e associados 

a infecções orais puderam ser detectados. Dentre eles, destacam-se 

Actinobaculum, Actinomyces, Corallococcus, Eubacterium, Haemophilus, 

Fusobacterium, Propionibacter e Selenomonas (Takeshita et al., 2007; Funke et 

al., 2010; Nakano et al., 2010; Shin et al., 2010). Os gêneros Actinomyces e 

Eubacterium, por sua vez, já foram previamente associados a infecções 

endodônticas (Munson et al., 2002; Hommez et al., 2004; Hall et al., 2008; Saito et 

al., 2009), embora sejam bastante prevalentes no biofilme subgengival de 

indivíduos portadores de doença periodontal (Paster et al., 2001). 

Alguns gêneros menos comuns, como Leptothrix e Sphingomonas, foram 

previamente reportadas em amostras de líquido sinovial de pacientes com 

desordem temporomandibular (Sun et al., 2008) e também puderam ser 

identificados nesse estudo, bem como representantes de Bifidibacterium e 

Selenomonas, habitantes comuns de lesões de cárie (Kanasi et al., 2010).  

A ausência ou baixa incidência de genêros/espécies tidos como habitantes 

comuns da cavidade oral, pode ser explicada pela variação no tamanho dos T-

RFs. De fato, uma dificuldade comumente associada na identificação das espécies 

por T-RFLP envolve erros no dimensionamento dos fragmentos. Isso pode ocorrer 

devido a uma discrepância entre o tamanho do fragmento observado após 

eletroforese e o tamanho calculado a partir da composição de nucleotídeos do 

DNA referência (Kaplan et al., 2001, 2003; Mars T et al., 2005; Sakamoto et al., 

2003a). Assim, tem-se sugerido formas alternativas de análise, para se reduzirem 

os erros de dimensionamento e se alcançar o pleno potencial da técnica de T-

RFLP (Takeshita et al., 2007). 

Durante a eletroforese capilar, a mobilidade dos oligonucleotídeo depende 

principalmente de sua massa. No entanto, outros fatores também podem a 

migração de fragmentos de DNA em gel ou polímero em capilar. De fato, 

fragmentos de tamanho menores do que 50 pb podem não ser detectados 

adequadamente, enquanto que os maiores que 500 pb possuem inferência 



 

32 

 

prejudicada por diminuição da precisão na eletroforese. Ainda, artefatos de PCR 

podem produzir dados anômalos, como dímeros de iniciadores e ruídos de 

fluorescência (Engebretson et al., 2003; Marsh P et al., 2003). 

Para minimizar a variabilidade e obter melhor reprodutibilidade, um padrão 

interno pode ser incluído na mesma reação. Marsh T (2005) demonstrou que 

diferenças químicas nos corantes fluorescentes utilizados para marcar fragmentos 

também podem interferir na mobilidade dos mesmos, enquanto que Kaplan e Kitts 

(2003) indicaram que as diferenças de sequência poderiam resultar em variações 

na mobilidade eletroforética. Como forma de solucionar este problema, Takeshita 

(Takeshita et al., 2007) utilizou um padrão de massa molecular derivado da 

restrição do gene 16S rRNA. Utilizando-se dessa nova padronização, foi possível 

obter uma drástica diminuição da média de erros de predição por tamanho de T-

RFs. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados do estudo permitem concluir que a comunidade bacteriana do 

biofilme dentário associado à periodontite é bastante variável entre indivíduos, 

embora possua alguns gêneros predominantes. Dentre elas, destacam-se 

Actinomyces, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, 

Prevotella e Propionibacter.  

A existência de fragmentos terminais de restrição sem correspondência 

com o banco de dados de bactérias orais indica que uma parcela significativa de 

táxons ainda necessita de caracterização futura por técnicas moleculares. 

O estudo demonstrou que a técnica de T-RFLP pode ser útil para se 

acessar a diversidade bacteriana da cavidade oral, ao permitir uma análise rápida 

e abrangente da estrutura de comunidades bacterianas de microambientes 

distintos, em indivíduos portadores de periodontite. 

 



 

* De acordo com a norma da UNICAMP/FOP, baseadas na norma do International 
Commitee of Medical Journal Editors - Grupo de Vancouver. Abreviatura dos preiódicos 
em conformidade com o Medline. 
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APÊNDICE 1 

 

 

Figura 11. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H1 e H2, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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APÊNDICE 2 

 

 

 

 

Figura 12. Eletroferogramas T-RFLP referentes às amostras H4 e H20, gerados pelo 
programa GeneScan 3.7. 
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APÊNDICE 3 

 

 

 

 

Figura 13. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H5 e H6, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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APÊNDICE 4 

 

 

 

 

Figura 14. Eletroferogramas referentes às amostras H7 e H8, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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Figura 15. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H13 e H14, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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Figura 16. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H15 e H20, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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Figura 17. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H17 e H18, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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Figura 18. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H2 e H20, gerados pelo programa 
GeneScan 3.7. 
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Figura 19. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M3 e M4, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 20. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M5 e M6, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 21. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M7 e M8, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 22. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M9 e M10, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 23. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M11 e M12, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 24. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M13 e M14, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 25. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M15 e M16, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 26. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M17 e M18, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 27. Eletroferogramas T-RFLP das amostras M21 e M22, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 28. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R1 e R2, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 29. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R3 e R4, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 30. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R5 e R6, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 31. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R7 e R8, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 32. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R9 e R10, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 33. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R11 e R12, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 34. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R13 e R14, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 35. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R15 e R16, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 36. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R17 e R18, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 37. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R19 e R20, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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Figura 38. Eletroferogramas T-RFLP das amostras R21 e R22, gerados pelo programa 

GeneScan 3.7. 
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APÊNDICE 29 

 

 

Figura 39. Tabela associativa entre os códigos referentes a pacientes e os números 
representando suas respectivas amostras supragengival e subgengival. 
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Figura 40. Ficha clínica utilizada na coleta de amostras dos pacientes. 
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APÊNDICE 31 

 

Tabela 4. Sexo, idade e gravidade da doença periodontal dos pacientes 

avaliados no estudo, no momento da coleta de amostras. 

 

 

 

 

 

  

    

Pacientes Sexo Idade Doença Periodontal 

    

    

EOS Feminino 33 anos Agressiva 

FAS Masculino 55 anos Crônica 

IFR Feminino 54 anos Crônica 

JJR Masculino 47 anos Crônica 

LIMR Feminino 57 anos Crônica 

MCFP Feminino 59 anos Crônica 

NAFS Masculino 41 anos Crônica 

RABB Feminino 27 anos Agressiva 

RVCM Feminino 39 anos Agressiva 
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