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RESUMO

As comunidades bacterianas presentes na cavidade bucal desempenham
papel importante no equilibrio saude/doenga em seres humanos. Nesse sentido, o
estudo da composicao de microambientes orais pode contribuir para uma melhor
precisdo no diagnostico de doencas infecciosas e, consequentemente, para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes. A periodontite é uma
doenca dos tecidos de suporte do dente, caracterizada por resposta imunoldgica
exacerbada do hospedeiro, frente a presenca bacteriana no biofilme dentario. A
grande diversidade bacteriana observada na cavidade bucal, aliada aos variados
quadros clinicos da periodontite, ressaltam a necessidade de investigacbes mais
aprofundadas sobre a composi¢do bacteriana periodontopatogénica. O objetivo
deste trabalho € a caracterizacao da comunidade bacteriana associada ao biofilme
periodontopatogénico, pelo uso da técnica de Polimorfismos de Comprimento de
Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFLP). Amostras de biofilme dentario
supragengival e subgengival foram coletadas de 11 pacientes portadores de
periodontite. O DNA amostral foi extraido e submetido a Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) direcionada ao gene ribossomal 16S, utilizando-se iniciador
senso marcado com molécula repoérter fluorescente. Os produtos da PCR foram
digeridos pelas endonucleases tetraméricas Hhal, Mspl e Rsal e os fragmentos
terminais de restricdo (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 Rsal (média
= 6,4), 61 com Mspl (média = 19,3) e 63 com Hhal (média = 16,3). Uma grande
variabilidade nos perfis de restricdo foi observada, sendo que 51% a 63% dos T-
RFs foram detectados em menos de quatro amostras. A predicdo taxonémica de
T-RFs in silico demonstrou a presenca de géneros bacterianos reconhecidamente
periodontais, incluindo Actinomyces, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus,
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Porphyromonas, Prevotella e Propionibacter. Embora alguns géneros tenham sido
encontrados em todas as amostras avaliadas, as andlises de clusterizacdo e
estatistica multivariada ndo demonstraram agrupamentos de perfis T-RFLP
conforme paciente ou sitio amostral. Os resultados do estudo permitem concluir
que a comunidade bacteriana do biofilme periodontopatogénico é bastante

variavel entre individuos, embora possua alguns géneros predominantes.

Palavras-chave: doenca periodontal, infeccao, T-RFLP, 16S rDNA, biofilme.



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 Hhal, Mspl and Rsal, 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 Rsal endonuclease, 61 T-RFs with
Mspl (mean = 19.3) and 19 T-RFs (mean = 6.4) with Hhal. 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-



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. INTRODUCAO

Os microrganismos presentes na cavidade oral participam diretamente da
homeostase em seres humanos, além de desempenharem fungbes na defesa
contra microrganismos exdgenos potencialmente patogénicos. Nesse sentido, o
estudo da composicao de microambientes bucais pode contribuir para uma melhor
precisdo no diagnostico de doengas infecciosas e, consequentemente, para o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes (van der Waaij et al.,
1971; Lée, 1981; Marsh P, 2003; Jekinson & Lamont, 2005; Pennisi, 2005; Avila et
al., 2009).

A periodontite € uma doencga dos tecidos de suporte do dente, caracterizada
por resposta imunolégica exacerbada do hospedeiro, frente a presenca microbiana
no biofilme dentario. A grande diversidade microbiana observada na cavidade
bucal, aliada aos variados quadros clinicos da periodontite, ressaltam a
necessidade de investigacbes mais aprofundadas sobre a composicdo da
comunidade bacteriana periodontopatogénica (Lée, 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 regidao supragengival, ou seja, acima ou no
nivel da margem gengival, como também na regido 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 composicdo bacteriana bastante distinta, quando

comparada ao subgengival (Listgarden, 1976).

O biofilme formado sobre a superficie dentaria representa um massivo
acumulo bacteriano composto, em sua maioria, por microrganismos naturalmente
presentes na cavidade bucal. Sem os cuidados de higienizagdo e prevencao
adequados, a composicao bacteriana do biofiime aumenta em tamanho e



complexidade. O agregado de biofilme e célculo dentario promove o
desenvolvimento de inflamacdo dos tecidos gengivais e sua auséncia esta
associada ao estado de saude desses tecidos. Diversos mecanismos diretos ou
indiretos, como endotoxinas e acidos organicos liberados por microrganismos do
biofilme, ou liberacdo de mediadores de resposta imune do hospedeiro levando a
destruicdo tecidual, podem causar mudangas na superficie dos tecidos e

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

A complexidade da comunidade bacteriana presente no biofilme dentario e
os variados quadros clinicos das doencas infecciosas bucais, principalmente a
complexidade da doenca periodontal, ressaltam a necessidade de investigagdes
mais detalhadas sobre os mecanismos de patogenicidade desempenhados por
tais microrganismos. Em especial, existe hoje uma caréncia de estudos voltados a
comparacao da comunidade bacteriana do biofilme supra e subgengival em casos
associados a periodontite.

A andlise de Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos Terminais de
Restricdo (T-RFLP) é uma técnica de caracterizagdo molecular que permite a
avaliacdo de comunidades bacterianas complexas e comparagdao rapida 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 Dbiofiilme dentario
periodontopatogénico, permitindo uma visdo abrangente da comunidade
bacteriana supra e subgengival e possibilitando a identificacdo de possiveis
diferencas na composicao destas comunidades, englobando espécies cultivadas e
nao cultivadas (Sakamoto et al., 2003a, 2004).



2. REVISAO DA LITERATURA

O relacionamento entre o0s hospedeiros e 0s microrganismos da
comunidade bacteriana normal tem inicio logo ap6s o nascimento e persiste por
toda a vida do individuo. Acredita-se que somente uma entre dez células do nosso
corpo sao propriamente de origem humana (Avila et al, 2009). Em parte, a
presenca destes procariotos torna-se indispensavel ao hospedeiro, uma vez que
eles desempenham fungdes bioldgicas importantes, como a producao de vitamina
K, participando também diretamente de processos fisiologicos como a renovacao
das células de revestimento intestinal (Pennisi, 2005, Avila et al., 2009).

A comunidade bacteriana normal participa também dos mecanismos
protecdo do hospedeiro, impedindo a colonizagdo das superficies mucosas por
patdgenos extrinsecos, agindo assim como barreira funcional (van der Waaij et al.,
1971; Jekinson & Lamont, 2005; Avila et al, 2009). A importancia que a
comunidade bacteriana exerce em seus hospedeiros pode ser evidenciada em
animais, os quais apresentam alteracdes nas superficies mucosas, baixa absorcédo
de nutrientes, deficiéncias alimentares e prejuizos em atividades realizadas pelo
sistema imune (van der Waaij et al., 1971; Marsh P, 2003). Diante desses
achados, uma melhor compreensdo da composicdo da comunidade bacteriana
normal pode contribuir para o aprimoramento de ferramentas utilizadas no
diagnéstico, bem como no desenvolvimento de tratamentos mais especificos para
diferentes as doencas bacterianas, buscando melhorar a saude dos individuos
(Avila et al., 2009).

Microrganismos que compdem a comunidade bacteriana normal encontram-
se amplamente distribuidos em nosso organismo. A cavidade bucal, juntamente
com a mucosa intestinal, sdo os locais cuja populagdo microbiana é mais
abundante. As comunidades presentes na cavidade bucal sdo compostas de
diferentes géneros e espécies microbianos que crescem originando estruturas

denominadas biofilmes. Detalhadamente, os biofilmes sao compostos de
3



comunidades microbianas altamente organizadas, que se tornaram
fenotipicamente distintas de seus homdélogos planctonicos (Stoodley et al., 2002).
Ha variacoes entre composi¢cées de comunidades no que se refere a presenga de
bactérias, arquéias, de fungos e de virus, mesmo em cavidades orais saudaveis
(Slots, 2007; Avila et al., 2009; Sardi et al, 2010). De forma geral, estes
microrganismos sao produtores de polimeros extracelulares que originam a matriz
organica do biofilme, favorecendo o desenvolvimento de agregado microbiano
sobre as superficies dos dentes, gengiva, lingua, préteses ou qualquer outro
material so6lido ndo descamativo (Lang et al, 1997; Marsh P, 2004, 2006).
Adicionalmente, para completa formacao do biofilme dentario, ainda é necesséria
a presenca 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 compde estas comunidades provavelmente nao possa
sobreviver fora do biofilme. Isto ocorre, em parte, devido a adaptagbes
metabolicas sofridas pelos microrganismos, as quais maximizam o potencial de
crescimento numérico neste ambiente. Tais adaptagdes 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 superficie em que o0 microrganismo esta
aderido e de quais sé@o as caracteristicas fisicas e metabdlicas apresentadas pelas
bactérias que crescem adjacentes a ele (Jekinson & Lemont, 2005).

As bactérias encontradas no biofilme dentario sdo fortemente influenciadas
por fatores do ambiente bucal, como pH, temperatura, potencial redox, condi¢cdes
atmosféricas e salinidade. Adicionalmente, alguns dos fatores podem ser
mediados pelo hospedeiro, dentre eles higiene bucal, movimentos linguais,
alimentacao, habitos deletérios e o uso de determinados medicamentos (Haake et
al., 2004; Kolenbrander et al., 2006; Avila et al., 2009).



As populagdes comensais, dentro de seu microambiente, geralmente nao
causam danos para o hospedeiro; pelo contrario, podem controlar o
desenvolvimento de espécies patogénicas por dificultar a aderéncia das mesmas
em superficies mucosas (Jekinson & Lamont, 2005). No entanto, os
microrganismos presentes em tais comunidades tiram proveito de algumas
caracteristicas fornecidas pelo biofilme para evadirem de diversos mecanismos de
protecdo imune do hospedeiro, bem como da agdo de substancias tbxicas
produzidas pelo hospedeiro, ou por outros microrganismos. Ainda, o0s
microrganismos que crescem em biofilmes possuem algumas facilidades no
processamento e captacdo de alimentos, na troca de material genético e na
comunicacao entre as células adjacentes (quorum sensing). Tais interacdes
podem melhorar a capacidade de adaptacdo ao microambiente e,
consequentemente, aumentar as chances de sobrevivéncia frente as adversidades
ambientais (Socransky & Haffajee, 2002; Marsh P, 2004).

O biofilme supragengival é caracterizado pela abundante presenca de
bacilos e cocos Gram-positivos, com predominio de bactérias do género
Streptococcus, mas outras espécies como Veillonella e Actinomyces também
estdo presentes nestas comunidades. Contudo, no biofiime subgengival, os
organismos Gram-negativos, anaerobios e méveis constituem a maioria. Neste,
as bactérias mais encontradas sao do género Porphyromonas, as quais também
podem ser encontradas ocasionalmente nos biofilmes supragengivais (Lée, 1981;
Rosan & Lamont, 2000; Socransky & Haffajee, 2002; Marsh P, 2003b; Hafaajee et
al., 2008; Palmer, 2010).

Atualmente, as diferentes manifestacdes clinicas que sédo definidas, em
conjunto, como doenca periodontal, representam uma variedade de alteracdes
infecciosas que afetam os tecidos de suporte dentério. Tradicionalmente, a doenga
periodontal é dividida em gengivite e periodontite. Gengivite relaciona-se com o
quadro de doenca inflamatéria limitada a gengiva, sem evidéncias clinicas 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 destruicao
inflamatéria dos tecidos do ligamento periodontal e suporte ésseo (Slots, 2007).
Doencgas inflamatérias bucais, tanto dos tecidos periodontais como dos tecidos
dentais propriamente ditos, resultam de um desequilibrio nas condigbes
ambientais e/ou fatores associados ao hospedeiro que desencadeiam mudancas
na comunidade bacteriana, permitindo o crescimento significativo de bactérias
oportunistas ou patogénicas. Os individuos com comprometimento periodontal, por
exemplo, apresentam maior variedade de microrganismos subgengivais quando

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

Algumas espécies bacterianas presentes na comunidade bacteriana bucal
sdo frequentemente associadas a diversos quadros patoldgicos. Dentre elas,
Streptococcus mutans estdo relacionados com o desenvolvimento de caries;
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, com doenga periodontal agressiva;
Tannerella forsythia, com doencas gengivais e falha em implantes; Prevotella
intermedia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola com doencas
inflamatérias 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 compde o biofilme saudavel e o biofilme patogénico. De que
maneira caracterizar espécies presentes tanto nos casos de saude como nos
casos de doenca? Sera que todos os microrganismos participantes desse
mecanismo etioldgico ja sdo conhecidos? Ou ainda, precisariamos atentar para
fatores até entdo desconhecidos? A riqueza de espécies (0 numero de espécies
dentro de uma comunidade) e equidade de espécies (os tamanhos das
populacbes de espécies dentro de uma comunidade) s&do dois parametros
essenciais para a definicdo de estrutura e diversidade bacteriana. Aplicados a
complexidade do biofilme bucal, fica demonstrada a necessidade de investigacoes
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 classicos para a analise da comunidade
bacteriana bucal dependentes do cultivo e isolamento em laboratério néo
abrangem, de forma representativa, grande parte das comunidades microbianas e,
portanto, ndo preenchem o0s requisitos para o estudo estrutural e de diversidade
das comunidades microbianas bucais. Adicionalmente, as técnicas classicas de
identificagdo microbiana geralmente sdo onerosas, trabalhosas e demandam
periodos prolongados para o crescimento dos microrganismos. Ainda, a
dificuldade nas identificagbes se agravada em consequéncia de algumas espécies
serem extremamente fastidiosas, ao ponto de ndo apresentarem crescimento nos
meios de cultivos até entdo 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 Ultima década, diversos autores desenvolveram trabalhos voltados
exclusivamente para contribuir na compreencdo da composicao mais exata das
comunidades orais, agregando conhecimento aos processos etiolopatolégicos das
doenca orais e na constante busca de novas e melhores formas de tratamento ou
prevengdo. Assim, técnicas de biologia molecular independentes de cultivo,
baseadas na andlise 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 producédo de dados (Takeshita et al.,, 2007). Usando
essa abordagem, tem-se revelado uma grande diversidade microbiana na
cavidade bucal humana, que nado 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 ef al., 2001; Kazor et al., 2003; Aas et al.,
2005; Avila et al., 2009) e que 50% dessas bactérias séo dificeis ou impossiveis

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 amplificagcdo de 16S rDNA pela reacédo 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 varias comunidades bacterianas (Takeshita et
al., 2007).

O estudo de comunidades pela andlise qualitativa de perfis de Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFLP) permite uma
maior correlacdo entre a frequéncia de amostragem e a resolucgéao 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
fluorescéncia na extremidade 5’. Fragmentos terminais de restricdo (T-RFs), com
comprimentos especificos para os diferentes géneros da comunidade do biofilme
bucal, sdo entao obtidos pela digestdo por endonucleases dos produtos dessa
PCR. Os T-RFs sao, em seguida, analisados em um sequenciador automatico de
DNA. Sequéncias de T-RFs sado arquivadas em bancos de dados virtuais que
podem ser acessados através da internet, permitindo assim a predicao de géneros
(Marsh T, 2000; Kent et al., 2003).

Embora T-RFs gerados por digestdo com uma endonuclease tém, por
vezes, 0 mesmo comprimento em varios géneros 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 fluoréforo sdo convertidos em um
eletroferograma. Através dele, pode-se observar a formacdo de espectros que
representam um T-RF especifico. O processamento dos dados se da pela
conversao 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 opcdes de software utilizadas para comparacao e identificacao
das matrizes, indicando géneros bacterianos, incluem o GeneScan™ ou Gene
Mapper™ (ABI) e PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems) ou um software tal
como GelComparll (Applied-Maths), que pode importar dados néao processados de
arquivos de eletroferogramas. Estes programas calculam o tamanho do fragmento
de restricdo terminal bem como a intensidade de fluorescéncia, representada
altura ou éarea do pico. O comprimento do fragmento de restricdo pode ser
determinado pela base de dados ribossomais completa e, consequentemente,
proporcionar um ponto de partida filogenético légico.

T-RFLP foi originalmente utilizada para analise de amostras ambientais,
obtidas dos mais variados locais, como fontes hidrotermais submarinas, solo,
plantacbes de arroz, comunidades anoxicas, agua de centros de tratamento de
esgoto, em solo contaminado com petréleo, 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, sdo uteis também para o estudo ecolégico 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 ultima década, diversos autores desenvolveram trabalhos voltados
exclusivamente para ampliar conhecimentos sobre a composicdo das
comunidades orais, agregando conhecimento aos processos etiolopatolégicos das
doencas orais, na constante busca de novas e melhores formas de tratamento ou
prevencao de doencgas. T-RFLP ja& foi empregada em estudos que visavam
contrastar a composicao bacteriana entre saliva de pacientes com saude e doenca
periodontal (Sakamoto et al., 2003a), para monitorar mudangcas no perfil
microbiano subgengival ap6s o tratamento e mudancas de habitos deletérios
(Sakamoto et al, 2004; Fullmer et al., 2009), investigar a qualidade de
restauragdes coronarias, da radioterapia sobre a composigdo bacteriana
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endodoéntica (Hommez et al, 2004, 2008) e para comparar comunidades
bacterianas de amostras intraradiculares, avaliando o comprometimento
endoddntico (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 rapida avaliacao da diversidade de bactérias em amostras do canal radicular,
também revelou a presenca de bactérias que tém sido raramente descritas nos
canais radiculares de dentes com periodontite apical. Estes dados sugerem uma
vasta aplicabilidade da técnica em outras areas odontolégicas, com o intuito de
que se encontrem mais informacdes sobre as comunidades presentes em outros

sitios 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
aplicacdo da técnica em amostras provenientes de pacientes portadores de
periodontite. Espera-se, como produto desta confrontacdo, a eventual
caracterizagdo e identificacdo das inumeras bactérias constituintes do biofilme

periodontopatogénico.
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3. PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo a aplicacado da técnica de T-RFLP no
estudo das comunidades bacterianas presentes no biofilme dentario

periodontopatogénico, buscando-se:

1) A caracterizagdo das comunidades bacterianas presentes em amostras de

biofilme dentério de pacientes portadores de periodontite, pela técnica de T-RFLP.
2) A predicao dos géneros mais prevalentes nas comunidades analisadas.

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

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

4.1 Informacoes sobre os individuos participantes da pesquisa

Ao todo, foram incluidos 11 individuos com média de idades dentro dos 40
anos, de ambos os géneros, 8 portadores de doenca periodontal crbnica e 3 de
agressiva, generalizadas, previamente encaminhados para tratamento periodontal
na Clinica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. Para maiores
detalhes, observar a Tabela 4, nos apéndices. A participacdo dos mesmos na
pesquisa foi voluntaria. Todos os participantes assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, segundo a Resolucdo n°196/96 das Normas
do Conselho Nacional de Saude, contendo as informacdes a respeito do projeto
de pesquisa, seus objetivos, riscos e consequéncias. O presente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Odontolégica da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba — UNICAMP sob numero 075/2008, conforme as
normas estabelecidas pelo SISNEP para pesquisas em individuos humanos
(Certificado no Anexo).

4.2 Selecao dos participantes

A selecao dos participantes da pesquisa foi conduzida respeitando-se 0s

seguintes critérios:

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

menos 15 elementos dentarios, com pelo menos seis deles apresentando
um sitio com profundidade a sondagem de, no minimo, 5 mm e nivel de
insercao entre 5 e 10 mm, excluindo-se os terceiros molares (Socransky &
Haffajee, 1998).

b) Critérios de exclusdo: uso de terapia antibibtica, tratamento periodontal, ou

antissépticos orais nos seis meses anteriores a data da coleta; histéria de
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doenca sistémica; fumantes; pacientes gravidas ou em fase de

amamentacao (Socransky & Haffajee, 1998).

4.3 Coleta de amostras de biofilme supragengival

Inicialmente, todos os pacientes foram submetidos a anamnese, para a
obtencdo de informacdes sobre a histéria médica e odontologica, e ao exame
clinico, radiografico e a sondagem periodontal. As amostras de biofilme
supragengival foram colhidas com curetas Gracey do tipo convencional (Trinity)
esterilizadas (Socransky & Haffajee, 1998), posicionadas na porcao dentaria
diretamente superior a margem da gengiva livre e removidas com forca de
raspagem convencional. A cureta foi passada em toda a superficie da face lisa do
dente, no sitio selecionado. Amostras foram coletadas no sitio mais afetado, dos
seis dentes mais comprometidos com o quadro da doenca. As amostras foram
imediatamente depositadas individualmente em um microtubos plésticos de 1,5
mL, contendo tampdo Tris-EDTA pH 8.0. Posteriormente, o microtubo foi
devidamente identificado e imediatamente transportado ao laboratério 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 ap6s a remogéao do biofilme
supragengival. Inicialmente, a regido supragengival adjacente ao sitio de coleta do
material foi devidamente limpa e seca com rolos de algodao ou gaze esterilizados.
Amostras foram coletadas no sitio mais afetado, dos seis dentes mais
comprometidos com o quadro da doenca. A coleta foi feita com curetas Gracey do
tipo mini-five (Trinity) esterilizadas (Socransky & Haffajee, 1998), posicionadas na
porcdo mais apical e removidas com forca de raspagem convencional, até os
limites da borda da gengiva livre. As amostras foram imediatamente depositadas
individualmente em um microtubo plastico de 1,5 mL, contendo tampao 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 Amplificacao do DNA amostral pela Reacao em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Extragdo do DNA baseado em metodo modificado de Doyle & Doyle (1990).
Para a amplificagdo do 16S rDNA bacteriano, foram utilizados o iniciador universal
senso 27F com marcador fluorescente 6-FAM na extremidade 5 e o iniciador
universal ndo marcado antisenso 1492R (53). A amplificacao foi realizada em uma
mistura de reacéo de 50 uL contendo: 10 a 30 ng de DNA extraido, 5 U Platinum®
Taq DNA polimerase (Invitrogen), tampao PCR 1x (de acordo com o fabricante),
200 uM de dNTPs e 0,1 uM de cada iniciador. As amostras foram aquecidas a 94
°C por 3 min e depois amplificadas por 30 ciclos constituidos de desnaturacdo a
94 °C por 30 s, anelamento a 59 °C por 45 s, e extensédo a 72 °C por 1 min; apos
estes ciclos, a extensdo final foi feita por 15 min em um termociclador T1
Termoblock (Biometra). Para testar a eficacia da reagao, aliquotas de 2 uL dos
produtos da PCR de 16S rDNA foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 0,9% e visualizados por coloracdo com brometo de etidio em

fotodocumentador.

4.6 Purificacao dos Produtos de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit de purificagédo llustra GFX
PCR DNA and Gel Band (GE Healthcare) de acordo com as recomendagdes do
fabricante, o DNA foi armazenado a -20 °C até a proxima andlise.
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4.6 Reacao de Restricao dos Produtos de PCR para Analise de T-RFLP

Os produtos de PCR purificados foram utilizados separadamente nas
reacdes de restricdo com as endonucleases tetraméricas Hhal (GCG"C), Mspl
(CrCGG) e Rsal (GTMAC). Nas reacoes, foram utilizados 1,5 yL do tampao React
10X; 0,15 yL de BSA 1 ng/ul; 0,06 yL da endonuclease 20U (New England
Biolabs); 5 uL do produto de PCR purificado e agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada
para o volume final de 15 pl. As reacbGes de restricdo foram realizadas em
termociclador T1 Termoblock (Biometra) nas seguintes condigdes: 37°C por 2

horas e 65°C por 20 min para inativacdo da endonuclease.

4.7 Precipitacao dos Produtos de Digestao

Apébs a reacao de restricdo os produtos digeridos foram precipitados para
andlise de fragmentos no sequenciador automatico. Para a precipitagdo foram
adicionados 2 upl de tampao acetato de sédio/ EDTA, mais 60 pl de etanol
absoluto, a 15 pl do produto da digestdo. A mistura foi agitada levemente no vortex
e centrifugada por 15 min a 12.000 x g, descartando-se o sobrenadante. Em
seguida, foram adicionados 150 pl 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 45°C por
aproximadamente 20 min. As amostras foram armazenadas a -20°C para posterior
utiizacdo. No momento da andlise pelo sequenciador, as amostras foram

ressuspendidas com 10 ul de formamida HiDi.

4.8 Analise de Polimorfismo de Fragmentos Terminais de Restricao (T-RFLP)
do gene 16S rRNA

A andlise dos fragmentos terminais de restricdo (T-RFs) foi feita em
sequenciador automatico ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). Antes do carregamento, as amostras foram desnaturadas por 5 min
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a 95°C e resfriadas a 0°C por 4 min. Em seguida, o produto precipitado foi
ressuspendido em mistura contendo 9,75 ul de formamida HiDi e 0,25 pl de
padrao de comprimento GeneScan® - 500 ROX® Size Standard (Applied

Biosystems).

4.9 Analise dos dados

Os eletroferogramas foram visualizados no programa GeneScan (Applied
Biosystems). Para cada amostra, foi gerado um arquivo com as informacgdes sobre
o tamanho dos fragmentos, intensidade de fluorescéncia e area dos picos foi
exportado no formato texto separado por tabulagées. Os arquivos foram
submetidos a analise pelo programa T-REX (Culman et al., 2009), através do qual
os picos foram filtrados por um critério estatistico de 1,5 desvios padrées. O
mesmo programa foi utilizado para se alinharem os T-RFs, pela metodologia
descrita por Smith et al. (60), utilizando-se um intervalo de confianca de 0,5 pb.
Uma planilha contendo todos os T-RFs alinhados por amostra foi obtida para cada
enzima (Hhal, Mspl e Rsal). Estes arquivos foram utilizados no calculo de matrizes
de distadncia para cada enzima, pelo pacote Vegan de funcdes de ecologia
(http://cc.oulu.fi/~jarioksa/softhelp/vegan.html), com base no indice de Bray-Curtis.
As matrizes obtidas foram submetidas a analise estatistica multivariada de
componentes principais (PCA), com o programa PAST e andlises 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 binarias, indicando a presencga ou auséncia (respectivamente, 1 ou 0) dos
fragmentos. Para cada T-RF, foi aplicado Teste T de Student bicaudal com nivel
de significancia a = 0,05, para verificagao de possiveis diferencas na prevaléncia
de T-RFs individuais nas amostras de biofilme supra e subgengivais. A predi¢do
taxonémica de T-RFs foi realizada pelo programa TAP T-RFLP, utilizando-se o
banco de dados TRFMA de sequéncias nucleotidicas de 16S rDNA de bactérias
orais, com intervalo de erro de 1 pb.

16



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 anélise revelou, ao todo, 67 T-RFs®™ (média = 17,3), 61 T-RFs™ (média
=19,3) 19 T-RFs" (média = 6,4) em 11 casos de doenca periodontal. A soma de
todos os T-RFs encontrados no universo amostral para as endonucleases Hhal,
Mspl e Rsal foi, respectivamente, 70, 385 e 363. A prevaléncia de T-RFs por
paciente variou entre 7 a 23 para Hhal (média = 3,2), 8 a 31 para Mspl (média =
17,5), 4 a 34 para Rsal (média = 16,5), apresentando uma média geral de 24,8 T-
RFs por paciente. Uma grande variabilidade nos perfis de restricao foi observada,
sendo que 51% a 63% dos T-RFs foram detectados em menos de 4 amostras.

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

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

Paciente Amostra Hhal Mspl Rsal 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

50

Total Geral 281 273 201,3
Média 6,1 33,5 31,6 23,7
T-RFs Unicos® 10 25 30 21,7
T-RFs Duplos? 6 15 9 10,0

'T-RFs exclusivos de um paciente
2T-RFs exclusivos de 2 pacientes

Os diferentes fragmentos de restricdo terminal encontrados para as trés
enzimas foram submetidos ao Teste T, para comparacao da preveléncia de T-RFs
entre as amostras supragengivais e subgengivais. Com base nos resultados, a
diferenca entre os T-RFs das amostras supragengivais e subgengivais nao foi
estatisticamente significante para as enzimas Hhal e Mspl (dados ndo exibidos).

Cabe ressaltar que os T-RFs™ 440 e 450 apresentaram diferencas
estatisticamente significantes de prevaléncia nos sitios supra e subgengival,
demonstrado pelo teste T (p = 0,018). Contudo, devido a auséncia de fragmentos
correspondentes no banco de dados utilizado, a predicao taxondmica destes T-
RFs nao foi realizada. Tais T-RFs podem, portanto, representar taxons ainda nao

descritos ou ndo-cultivados.
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A predigcao taxonémica de T-RFs in silico demonstrou a presenca de
géneros bacterianos reconhecidamente periodontopatogénicos. De fato, para
enzima de restricdo Hhal, foram constatados os géneros Actinomyces,
Desulfobulbus, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas,
Prevotella, Propionibacter e Sphingomonas. Semelhantemente, para a enzima de
restricio  Mspl, foram observados os géneros Actinomyces, Eubacterium,
Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas, Prevotella, Propionibacter, entre
outros géneros, como Butyrivibrio, Leptotrichia, Leptothrix, Selenomonas,
Streptococcus e Treponema. Mais informacgdes sobre as correlagdes especificas
entre os resultados do programa TAP-T-RFLP (utilizando-se o banco de dados
TRFMA de bactérias orais) e os T-RFs encontrados estao disponiveis nas tabelas
2 e 3, respectivamente, para endonuclease Hhal e Mspl. Na figura 1, encontra-se
o grafico que representa a prevaléncia de géneros identificados com estas

endonucleases.

Embora alguns géneros tenham sido encontrados em todas as amostras
avaliadas, a andlise estatistica multivariada pelo método PCA ndo demonstrou
agrupamento de perfis T-RFLP, segundo paciente ou sitio amostral, para todas as

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

De acordo com a analise de clusterizacao, pdde-se observar uma leve
tendéncia de agrupamento das amostras supragengivais restritas por Mspl (figura
6). Essa tendéncia, contudo, ndo foi corroborada pela analise com as outras
enzimas de restricao (figuras 5 e 7).

Alguns T-RFs foram detectados em quantidades muito superiores nos
experimentos com as trés 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 predicdao desses fragmentos para a enzima Mspl 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 a predicdo: 166 pb, Propionibacter (tamanho original:
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165 pb), e 167 pb, Actinomyces (tamanho original: 168 pb). Ainda por

aproximacao, a predicao para a Hhal 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 Hhal.

T-RF | Unidade Taxonémica Operacional

81

82
93
101

189
197
208
210
211
213
363

Sphingomonas sp. oral clone FI012 e FZ016.
Prevotella sp. oral clone GI030.
Desulfobulbus sp. oral clone CHO31.
Prevotella sp. oral clones DA058, G1032, GU027, HF050, ID019, IK053, IK062,
Porphyromonas sp. oral clone EP0Q3.
Eubacterium sp. oral clones EH006 e GI038.
Fusobacterium sp. oral clone CZ006.
Propionibacter sp. oral clone HE018.
Actinomyces sp. oral clone 10077.
Fusobacterium sp. oral clone CY024.
Actinomyces sp. oral clone EP011.

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 Mspl.

T-RF | Unidade Taxonémica Operacional

82  Streptococcus sp. oral clone GM006.

84  Eubacterium sp. oral clone JN0O88, Streptococcus sp. oral strain H3-M2.

91  Prevotella sp. oral clone FL0O19.

96
Prevotella sp. oral clones FW035, GI032, GU027, HF050, ID019, IK053, IK062 e DA05S,
Porphyromonas sp. oral clone EP003.

98  Prevotella sp. oral clones FU048 e Gl030.

122  Leptotrichia sp. oral clone 1K040.

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 I0076.

169  Eubacterium sp. oral clone JH012.

174  Leptotrichia sp. oral clone HEQ12, Selenomonas sp. oral clone 1Q048.

186 Leptotrichia sp. oral clone DAQG9.

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
DAO074.

296 Actinomyces sp. oral clone 10077, 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.

21



50

a5

40

35 1

30

25

20 M Soma de Supra

® Soma de Sub

15 +

10 4

Figura 1. Prevaléncia dos principais géneros encontrados em 11 casos de
periodontite, utilizando-se as enzimas Hhal e Mspl.
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Figura 2. Resultados da analise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos
com a endonuclease Hhal. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa.
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Figura 3. Resultados da analise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos
com a endonuclease Mspl. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa.
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Figura 4. Resultados da analise de componentes principais (PCA) dos perfis T-RFLP obtidos
com a endonuclease Rsal. Amostras supragengivais em azul, subgengivais em rosa.
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Figura 7. Dendrograma UPGMA dos
perfis T-RFLP obtidos com a enzima
Rsal, utilizando-se o a distancia de Bray-
Curtis. Amostras supragengivais
representadas por circulos brancos e
subgengivais, por circulos pretos.
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Figura 8. Prevaléncia dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme analise
com a endonuclease tetramérica Hhal.
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Figura 9. Prevaléncia dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme analise
com a endonuclease tetramérica Mspl.
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Figura 10. Prevaléncia dos T-RFs mais abundantes em 22 amostras de biofilme, conforme analise
com a endonuclease tetramerica Rsal.
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6. DISCUSSAO

A deteccao molecular de bactérias com base na utilizagdo dos iniciadores
universais 27F e 1492R foi empregada em estudos similares, demonstrando que
esse conjunto de marcadores € confiavel na caracterizagdo 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 as enzimas Hhal e Mspl, possui poder discriminatério suficiente para a
predicdo taxonémica da maioria dos géneros encontrados na cavidade oral
(Sakamoto et al.,, 2003a; Saito et al, 2009). A técnica de T-RFLP tem sido
empregada, com sucesso, na analise da comunidade bacteriana salivar e de
biofilme subgengival, provenientes de pacientes com comprometimento
periodontal, pacientes tratados e saudaveis, possibilitando a comparacdo da
estrutura da comunidade bacteriana do biofilme em diferentes condi¢des
(Sakamoto et al., 2003a, 2004 ).

Dentre os géneros comumente encontrados em pesquisas de deteccao
molecular de patégenos orais, destacam-se represententes dos géneros
Actinomyces, Campylobacter, —Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus,
Neisseria, Porphyromonas, Prevotella, Streptococcus, Selenomonas, Tannerella,
Treponema e Veillonella. Muitos destes microrganismos ja foram positivamente
associados a quadros especificos de doenca, participando também da
organizacdo 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, nao foram identificados os géneros Aggregatibacter,
Neisseria, Tannerella e Veillonella. Como possiveis causas para a auséncia
destes géneros, podemos citar a geracao de fragmentos de restricao fora da faixa
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de analise empregada no estudo, que foi de 30 a 500 pb, bem como uma baixa
especificidade dos iniciadores utilizados na PCR 16S rDNA para esses géneros.

Neste estudo, ndo foram observadas diferengcas significativas na
composicao bacteriana do biofilme supra e subgengival em 11 pacientes
portadores de periodontite. De fato, a auséncia de diferencas estatisticamente
significativas na composicao bacteriana de amostras de biofilme supragengival e
subgengival ja foi anteriormente relatada. De acordo com Haffajee et al. (2008),
existem complexos bacterianos especificos na placa supragengival que tém
similaridade com aqueles encontrados na placa subgengival, com algumas
pequenas diferencas. Outros autores sugerem que a formacdo do biofilme
subgengival estd diretamente relacionada ao biofilme supragengival, com
variagées nas respectivas composicdes microbianas, originadas pelas diferentes
caracteristicas desses dois microambientes (Kumar et al., 2005; Quirynen et al.,
2006). Por outro lado, estudos também ja relataram a detecg¢édo de espécies tidas
como subgengivais colonizando sitios supragengivais (Ximenez-Fyvie et al.,
2000).

Outros estudos apontam o desequilibrio entre salde e doenca como
principal causa de diferengas mais evidentes entre tipos diversos de biofilme. As
espécies predominantes em sitios orais associados a doenca sao diferentes
daquelas encontradas em sitios saudaveis, embora espécies patogénicas possam
ser encontradas, em quantidades mais baixas, nos sitios saudaveis. As espécies
do género Actinomyces, por exemplo, sdo as mais dominantes no biofilme supra e
subgengival, tanto nas amostras de pacientes saudaveis como doentes. (Ximenez-
Fyvie et al., 2000; Sakamoto et al., 2006).

A similaridade encontrada entre em estados de saude diversos, ou até
mesmo divergentes, deve ser considerada e pode ser justificada, pelo menos
parcialmente, pelo processo dindmico de constante mudanga na composi¢ao do
biofilme bucal. Esse processo esta sujeito a uma hierarquia de colonizacéo
previamente descrita por outros autores. De fato, o processo de sucesséo
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bacteriana tem inicio com a colonizagdo da pelicula adquirida por géneros
denominados colonizadores iniciais, como Streptococcus spp. A colonizagdo
subsequente por bactérias como Actinomyces, Veillonella, Haemophilus,
Fusobacterium e Treponema pode levar ao desenvolvimento de um quadro
patologico, ou ao reinicio 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 sitios orais compativeis com saude, sua presenca esta fortemente associada a
quadros de doenca periodontal como, por exemplo: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythensis e Treponema denticola (L6e, 1981; Paster et al., 2001;
Sakamoto et al., 20032, 2004; Jekinson & Lamont, 2005; 19, Takeshita et al., 2007;
Haffajee et al., 2008). O biofilme bucal € uma complexa estrutura microscépica
que varia de forma inter e intrapessoal. E provavel que, em diferentes regides da
cavidade oral, ou, até mesmo, em outro sitio ou superficie de um mesmo dente,
possam existir formas distintas de biofilme, em diferentes estagios de sucesséo
microbiana, o que acrescenta fator complicador na analise de dados.

Através de técnicas como T-RFLP, tem se tornando relativamente comum
detectar a presenca de géneros fastidiosos que, de outra forma ndo poderiam ser
identificados, por ndo serem passiveis de cultivo pelas técnicas atualmente
disponiveis. Nesse contexto, bactérias do género Selenomonas, anteriormente
relatadas como raras, ou muitas vezes nao-detectadas, vém sendo
gradativamente identificadas em estudos baseados em técnicas moleculares em
casos de doenga, 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 nao-cultivados foram detectados, os quais ja foram correlacionados

a quadros de carie e doenca periodontal (Kumar et al., 2005; Teles et al., 2011).
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O filo Proteobacteria é constituido, predominantemente, por espécies
aerbébias Gram-negativas, sendo o0 maior grupo de bactérias existente. Dentre as
classes pertencentes a este filo, destacam-se Betaproteobacteria (aerébias ou
aerdbias facultativas) e Deltaproteobacteria (redutoras de sulfato). Em nosso
estudo, foram detectados representantes de ambas as subdivises:
Deltaproteobacteria (Desulfobulbus sp. oral clone CH031) e Betaproteobacteria
(Leptothrix sp. oral clones AVO11a e AW043). Tais géneros tém sido identificadas
no fundo de bolsa e encontrados em diversos tipos clinicos de doenga periodontal
(Paster et al., 2001; Kumar et al., 2005; Teles et al., 2011).

O filo Bacteroidetes de bactérias anaerdbias Gram-negativas contém
importantes representantes associados a doenca periodontal, incluindo as
espécies pigmentadas-negras (Paster et al., 2001). No presente estudo, os
seguintes géneros foram encontrados: Porphyromonas sp. oral clone EP00S,
Porphyromonas-like sp. oral clone DA064 e Prevotella sp. oral clones DAO05S,
FLO19, FU048, FW035, GI030, G032, GU027, HF050, ID019, IK053 e IK062. A
grande maioria desses géneros foi originalmente identificada em um estudo
baseado no sequenciamento de bibliotecas clonais de 16S rDNA em biofiime
dentario periodontopatogénico de pacientes portadores de periodontite ulcero-
necrosante aguda, refrataria, cronica e associada a 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, anaerdbios. As bactérias deste filo sdo, geralmente,
altamente fastidiosas, requerendo condicdes de cultivo muito especificas. Assim,
sua deteccao por técnicas de cultivo laboratorial € bastante dificultada. Por outro
lado, o sequenciamento de bibliotecas clonais 16S rDNA tem demonstrado uma
alta prevaléncia de Treponema spp. na cavidade oral (Paster et al., 2001).
Contudo, no presente estudo, somente um representante do género pbde ser
detectado. Sugere-se que o0 uso de iniciadores género-especificos possa
aprimorar a detecgao de espécies deste género (Dewhirst et al., 2000).
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Outros géneros previamente relatados em amostras salivares e associados
a infecgbes 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 géneros Actinomyces e
Eubacterium, por sua vez, ja foram previamente associados a infecgbes
endodénticas (Munson et al., 2002; Hommez et al., 2004; Hall et al., 2008; Saito et
al., 2009), embora sejam bastante prevalentes no biofilme subgengival de

individuos portadores de doencga periodontal (Paster et al., 2001).

Alguns géneros menos comuns, como Leptothrix e Sphingomonas, foram
previamente reportadas em amostras de liquido 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 lesbes de carie (Kanasi et al., 2010).

A auséncia ou baixa incidéncia de genéros/espécies tidos como habitantes
comuns da cavidade oral, pode ser explicada pela variagdo no tamanho dos T-
RFs. De fato, uma dificuldade comumente associada na identificacdo das espécies
por T-RFLP envolve erros no dimensionamento dos fragmentos. Isso pode ocorrer
devido a uma discrepancia entre o tamanho do fragmento observado apds
eletroforese e o tamanho calculado a partir da composi¢cdo de nucleotideos do
DNA referéncia (Kaplan et al., 2001, 2003; Mars T et al., 2005; Sakamoto et al.,
2003a). Assim, tem-se sugerido formas alternativas de andlise, para se reduzirem
os erros de dimensionamento e se alcangar o pleno potencial da técnica de T-
RFLP (Takeshita et al., 2007).

Durante a eletroforese capilar, a mobilidade dos oligonucleotideo depende
principalmente de sua massa. No entanto, outros fatores também podem a
migracdo de fragmentos de DNA em gel ou polimero em capilar. De fato,
fragmentos de tamanho menores do que 50 pb podem nao ser detectados
adequadamente, enquanto que os maiores que 500 pb possuem inferéncia
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prejudicada por diminuicdo da precisdo na eletroforese. Ainda, artefatos de PCR
podem produzir dados andémalos, como dimeros de iniciadores e ruidos de
fluorescéncia (Engebretson et al., 2003; Marsh P et al., 2003).

Para minimizar a variabilidade e obter melhor reprodutibilidade, um padrao
interno pode ser incluido na mesma reacdo. Marsh T (2005) demonstrou que
diferengas quimicas nos corantes fluorescentes utilizados para marcar fragmentos
também podem interferir na mobilidade dos mesmos, enquanto que Kaplan e Kitts
(2003) indicaram que as diferencas de sequéncia poderiam resultar em variagdes
na mobilidade eletroforética. Como forma de solucionar este problema, Takeshita
(Takeshita et al., 2007) utilizou um padrdo de massa molecular derivado da
restricdo do gene 16S rRNA. Utilizando-se dessa nova padronizagéo, foi possivel
obter uma drastica diminuicdo da média de erros de predi¢cdo por tamanho de T-
RFs.
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7. CONCLUSAO

Os resultados do estudo permitem concluir que a comunidade bacteriana do
biofilme dentario associado a periodontite é bastante variavel entre individuos,
embora possua alguns géneros predominantes. Dentre elas, destacam-se
Actinomyces, Eubacterium, Fusobacterium, Haemophilus, Porphyromonas,
Prevotella e Propionibacter.

A existéncia de fragmentos terminais de restricdo sem correspondéncia
com o banco de dados de bactérias orais indica que uma parcela significativa de

taxons ainda necessita de caracterizagao futura por técnicas moleculares.

O estudo demonstrou que a técnica de T-RFLP pode ser util para se
acessar a diversidade bacteriana da cavidade oral, ao permitir uma analise rapida
e abrangente da estrutura de comunidades bacterianas de microambientes

distintos, em individuos portadores de periodontite.
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Figura 18. Eletroferogramas T-RFLP das amostras H2 e H20, gerados pelo programa
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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.

50



APENDICE 11

Wl GeneScan 3.7 - [Mspl.prj Display-17] = E
@ File Edit Project Sample Sethings  ¥iew  Windows Help - b 4
-Ij o a0 a0 120 160 200 240 280 320 360 400 440 4a0 520 860 ] 0]

n_'..lJ. wl Jl,l,...jJAL N PR = Pl R
1B :m7.fza f

0] i._.-ll_.l.; " . —

4B :m8.f=a /

¥ ¥: J

DyefSample hinutes Size Peak Height Peak Araa Data Poirt
Peak

.

=
L]
ot
o

=
MM
aia
m:m
TR LN -
-
g
~y
-
~
@O
~
X1
3
]
o]
-
@
B
X
&
=

P “—:J At = o R _]_:_

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
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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.

55



APENDICE 16

il GeneScan 3.7 - [Mspl.prj Display-21] = E
@ Ele Edit Project Sample  Settings  Wew ‘Windows Help L x
Q o a0 a0 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 f00 fi40 ]

540 ]
g0
420
360 5
300 3
240
120
120 7
60 ]

D: AAI Lll;l i.;_.n.‘_ ) s

5B :ml7.fsa /

540
430 o
420
260
300
240
130 1

BE: HL‘_J_.JJlJ.._h.iLJ.. i h;MLf‘L i

8B :mid.fza/ F,
H ¥ { 4
DiyedSample hiinutes Size Peak Height Peak Area Diata Poirit e
Peak =
5B, 1 4.00 28,00 a7 1153 1870 B
5B, 2 10.56 74.38 51 1447 2959
5B, 3 10,63 Fa.28 30 599 4005
5B, 4 11.00 Fr.7o a0 441 4124
=1 -

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
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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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EQS: supragengial
subgendival

FAL: supragendhal
subgendal

IF R supragench al
subgengial

JJR: supragengial
Subgendgial

LIME: supragendgieal | 9
Subgenghial | 10

M CFF: supragengieal | 11
subgenghiial | 12

FAFS: supragendiial | 13
Subgengieal | 14

FABB: subgenghial | 15
Subgengiial | 16

FVCh: subgengieal | 17
Subgendnal | 18

SAB: supragengival | 19
Subgenghal | A0

SCH: subgenoiral | 21
Subgenghial | 22

AMOSTRAS #
1
2
3
)
i
i
¥
8

Figura 39. Tabela associativa entre os cédigos referentes a pacientes e os numeros
representando suas respectivas amostras supragengival e subgengival.

69



APENDICE 30

FICHA CLINICA
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Figura 40. Ficha clinica utilizada na coleta de amostras dos pacientes.
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Tabela 4. Sexo, idade e gravidade da doenga periodontal dos pacientes

avaliados no estudo, no momento da coleta de amostras.

Pacientes Sexo Idade Doenca Periodontal

EOS Feminino 33 anos Agressiva

FAS Masculino 55 anos Crbnica

IFR Feminino 54 anos Crbnica

JJR Masculino 47 anos Crbnica

LIMR Feminino 57 anos Crbnica
MCFP Feminino 59 anos Crbnica
NAFS Masculino 41 anos Crbnica
RABB Feminino 27 anos Agressiva
RVCM Feminino 39 anos Agressiva
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ANEXO 1

COMITE DE ETICA EM PESQUISA .
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA '
O UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

CERTIFICADO

g | [

O Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP certifica que o projeto de pesquisa "Analise metagenémica e
metatranscriptémica da microbiota oral: Bioprospeccdao de genes associados a periodontite”, protocolo n®
075/2008, dos pesquisadores Daniel Saito, Jose Francisco HOfling, Reginaldo Bruno Gongalves e Sérgio Eduardo Braga da
Cruz, satisfaz as exigéncias do Conselho Nacional de Salude - Ministério da Saude para as pesquisas em seres humanos e foi
aprovado por este comité em 21/08/2008.

The Ethics Committee in Research of the School of Dentistry of Piracicaba - State University of Campinas, certify that the
project "Metagenomic and metatranscriptomic analysis of the oral microbiota: bioprospection of genes
associated with periodontitis”, register number 075/2008, of Daniel Saito, Jose Francisco HOfling, Reginaldoe Bruno
Gongalves and Sérgio Eduardo Braga da Cruz, comply with the recommendations of the National Health Council - Ministry of
Health of Brazil for research in human subjects and therefore was approved by this committee at .

#

S

I A f

/ ii'i//
/ & <
5
Prof. Dr1. Pablo Agustin Vargas Prof. Dr. Jacks Jorge Junior
Secretario Coordenador
CEP/FOP/UNICAMP CEP/FOP/UNICAMP

Mota: O titulo do protocolo aparece coma fornecido pelos pesquisadares, sem gualguer edicéo
Motice: The title of the project appears as provided by the authors, without editing
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Protocolos CENA T-RFLP

ANEXO 2

Precipitacdo dos fragmentos de DNA

Transferir todo o DNA sequenciado {15 pL) para tubos de PCE. Adicionar 2,0 pl.de
Tampdo &cetato de Sodio/EDTA, vortexar e dar wm pulso, em seguida adicionar mais
60 pL de Etanol 100% e vortexar. (Adreionar primeiro o acefiafo)

Centrifugara 12,000 rpre, por 15 minutos, a temperatura ambiente,

Descartar o schrenadante (totalrente) com micropipeta (P 200). Mo deixar a
ponteira tocar o precipitado. Usar a mesta ponteira para todos os tibos;

Lavar com 150 pl de etanol 70% (dihir em dgua ulbapora auoclavada
imediatatnente antes de usar). Vortexar e centrifugar a 12,000 rpea, por 5 minutos, a
ternperatara arabie nte;

Diescartar o sobrenadants (totalmente) com micropipeta (P 2007,
Secar no Concentrador de DHA por 5-10 rainutos 4 45° C;

-Caso as amostras ndo sejamn sequenciadas, atrnazend-las 1o freezer a — 20 °C por no
tdxirmo 3 sermanas;

-Caso as arostras s jara ime diatarne nite sequenciadas no ABI 3100, ressuspender exn
10 pL de Hi-Di Fonmamide (fir-las do freezer durante a secagem do DHA), agitar no

wirex e dar mn pulso na microcentrifuga a 14.000 rpea.

PCR 1)
H20 14 8 ul 357 ul
10% PCR Buffer 28U 5.0ul
MyCI2 1,0l 2,0ul 2
dNTP 05 ul 1,0l
Primer 10uM 27F (fam) 0,5 ul 0,5 ul o
Primer 10uM 1492R 05Ul 0,5 Ul
TAQ 5 Ul 0,2 ul 0,3ul
DNA 5.0l 5,0ul g
Volume Total 2l 50 ul )
Desnaturagao inicial 94°C 3 minuntos
Desnauracao g94°C 30 segundos
Anelamento SN 45 segundos 5
Extensan TG 1 minuta
Extensao find TG 15 minutos 8]
i
Purificacio do produto de PCR
llustra GFX GE
Restricio
Agua 8,29 ul PCR
Buffer da Enzima 1,50 AT C - — 2 horas
BSA 0,15 ul {Hhal) G5°C — 20 rminutos
Enzima 0,06 ul ¢20 Ul B — 8
DNA 5 0ul
Total 15 ul

Hhal (20Ul

Mspl (20U5)

Rigal (10Ul

Fdrrmula Acetato de Sddio/EDTA

- Acetato de So0dio 1,5 M
-EDTA DS M

Adicionar 25 ml de EDTA 0,8M. pesar 6,15 gde acetato de sddio. Ajustar pH para 8.

Completar corm agua para 50 mil. Autoclavar,

Armazenar amostras secas. Mo CEMA, ressuspende em farmamida HIDi e mais o
padrédo ROX.
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