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Resumo

FAVERI, M. Diversidade bacteriana por andlise clonal de 16S rRNA e pela
Hibridacdo DNA-DNA em amostras de biofilme subgengival de individuos
portadores de periodontite agressiva. 2007. 77 f. Tese (Doutorado em
microbiologia) — Instituto de Ciéncias biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2007.

O objetivo deste estudo foi determinar a diversidade bacteriana no biofilme
subgengival de individuos portadores de doenga periodontal agressiva (PA)
usando métodos moleculares independentes de cultura baseados na clonagem
do gene 16S rRNA e pela técnica da Hibridagcdo DNA-DNA. Doze individuos com
PA e 30 individuos com saude periodontal (S) foram selecionados. Medidas de
profundidade de sondagem, (PS), nivel clinico de inser¢gdo, sangramento a
sondagem, sangramento gengival, acumulo de placa supragengival e supuragao
foram mensurados em 6 sitios por dente. Amostras de placa subgengival foram
coletadas de 9 sitios por individuo para analise na técnica da Hibridacdo DNA-
DNA. Para a analise clonal do gene 16S, uma amostra por individuo com
PS>7mm de 10 individuos com PA foram selecionados. O DNA foi extraido e o
gene 16S rRNA foi amplificado usando o par de iniciadores universais 9F e
1525R. Os genes amplificados foram clonados, sequenciados e identificados
comparando com o banco de dados de sequéncias 16S rRNA. Os niveis médios,
propor¢gdo e % de sitios colonizados por 38 espécies subgengivais foram
determinados utilizando a Hibridacgdo DNA-DNA e a diversidade da microbiota
subgengival foi determinada utilizando a analise clonal 16S. Patdgenos

periodontais, tais com T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram encontrados

em alta proporg¢ao no grupo PA (p<0,001) em comparagédo ao grupo S, mesmo



em bolsas rasas (PS<3mm). Espécies consideradas compativeis com o
hospedeiro, tais como Actinomyces e Streptococcus ssp estavam em niveis
elevados na saude periodontal. A. actinomycetemcomitans foi encontrado em
niveis elevados, proporgdes e prevaléncia no grupo PA em comparagdo ao
grupo S utilizando sondas gendmicas. Em relagéo a analise clonal do gene 16S,
120 diferentes espécies foram identificadas em 10 individuos e 1094 clones
foram sequenciados. Destes, 70 espécies foram as mais prevalentes. 57%
destas espécies nao foram cultivadas. Varias espécies de Selenomonas e
Streptococcus foram encontradas em alta prevaléncia e proporgdo em todos os
individuos. De uma maneira geral, 50% da biblioteca gendmica foi formada por
espécies destes dois géneros. Selenomonas sputigena, foi a espécie mais
comumente detectada, sendo encontrada em 9 dos 10 individuos. Outras
espécies de Selenomonas frequentemente presentes em altos niveis, foram
Selenomonas noxia, Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EWO076,
Selenomonas FT050, Selenomonas sp. P2PA 80 e Selenomonas sp. strain
GAA14. A microbiota subgengival do grupo PA difere marcantemente dos
individuos do grupo S e outras espécies, provavelmente espécies de

Selenomonas podem estar associadas a doenga periodontal agressiva.

Palavras-chaves: Doenca periodontal agressiva, microbiota subgengival,

bactérias ndo-cultivaveis, gene 16S rRNA, sondas gendmicas.



Abstract

FAVERI, M. Microbiological diversity by 16S rRNA clonal analysis and by
Checkerboard DNA-DNA Hybridization in subgingival biofilm samples of
subjects with aggressive periodontitis. 2007. 77 f. thesis (Doctorate in
Microbiology) — Instituto de Ciéncias biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2007.

The purpose of this study was to determine the bacterial diversity in the
subgingival plaque of subjects with aggressive periodontitis (AgP) by using
culture-independent molecular methods based on ribosomal 16S rRNA gene
cloning and by using the Checkerboard DNA-DNA hybridization technique.
Twelve subject with AgP and 30 periodontally healthy (PH) subjects were
selected. Measurement of pocket depth (PD), clinical attachment level, bleeding
on probing, gingival bleeding, supragingival plaque accumulation and
suppuration were recorded at 6 sites per tooth. Subgingival plaque samples were
collected from 9 sites per subject for using in the Checkerboard DNA-DNA
technique. For the 16S cloning analysis one sample per subject with PD>7mm of
10 subjects with AgP were selected. DNA was extracted and 16S rRNA gene
amplified with universal primer pairs 9F and 1525R. Amplified genes were
cloned, sequenced and identified by comparison with 16S rRNA database. The
mean counts, proportions and % of sites colonized by 38 subgingival bacterial
species were determined by checkerboard DNA-DNA hybridization and the
diversity of the subgingival microbiota was determined by 16S cloning analysis.
Periodontal pathogens, such as T. forsythia, P. gingivalis and T. denticola were

found in higher proportions AgP groups (p<0.001) than in PH subjects, even in

shallow pockets (PD<3mm). Species considered being host compatible, such as



Actinomyces and Streptococcus ssp. were elevated in periodontal health. A.
actinomycetemcomitans was found in higher levels, proportions and prevalence
in AgP than in PH subjects using genomic probes. As regard the 16S gene
cloning analysis, 120 species were identified from 10 subjects and 1094 clones
sequenced. Of these, 70 species was most prevalent. 57% of the species were
not cultivable. Several species of Selenomonas and Streptococcus were found in
high prevalence and proportion in all subjects. Overall, 50% of the clone libraries
were formed by these two genera. Selenomonas sputigena, the specie most
commonly detected, was found in 9 of 10 subjects. Other species of
Selenomonas were often present in high levels, including Selenomonas noxia,
Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, Selenomonas FTO050,
Selenomonas sp. P2PA_80 and Selenomonas sp. strain GAA14. The subgingival
microbiota of AgP markedly differed from PH subjects using genomic probes and
other species, notably species of Selenomonas, may be associated with disease

in aggressive periodontitis subjects.

Key-words: aggressive periodontitis; subgingival microbiota, uncultivable

bacteria, 16S rRNA gene, genomic probe.
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Arvore filogenética construida a partir da sequéncia de 1.500 pb do
gene 16S rRNA das espécies mais prevalentes observadas na
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biofiilme subgengival de 10 individuos portadores de doencga
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal agressiva é uma infeccdo que acomete individuos
sistemicamente saudaveis, caracterizada por uma grande perda de insergao
clinica associada a wuma rapida destruicdo O&ssea alveolar, atingindo
normalmente individuos jovens (TONETTI e MOMBELI, 1999; ARMITAGE,
1999; LANG et al.,, 1999). Esta periodontite pode apresentar-se na forma
localizada ou generalizada, dependendo da extenséo da infecgdo (ARMITAGE,
1999; LANG et al., 1999; ARMITAGE, 2004).

A microbiota da doenga periodontal agressiva é complexa consistindo
geralmente de bactérias anaerdobias Gram-negativas, tais como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Actinobacillus actinomycetemcomitans; NORSKOV-
LAURITSEN e KILIAN 2006), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Campylobacter rectus e Fusobacterium ssp. (LOESCHE et
al., 1985; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2001, KAMMA et al., 2004). O
papel de bactérias especificas, especialmente do A. actinomycetemcomitans na
forma localizada da doencga periodontal agressiva tem sido extensivamente
estudado em adolescentes e adultos jovens (ZAMBON et al., 1983; TINOCO et
al., 1997; DARBY et al., 2000; CORTELLI et al., 2005; YANG et al., 2005).
SLOTS et al. (1980), analisando por meio de cultura microbiana, amostras de
biofilme subgengival de bolsas periodontais profundas de pacientes portadores
de doenca periodontal agressiva localizada, detectaram A.
actinomycetemcomitans em 9 dos 10 individuos analisados. Outros estudos

detectaram A. actinomycetemcomitans em cérca de 75 a 100% das amostras de
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bolsas periodontais ativas na doenga periodontal agressiva (SLOTS et al., 1980;
MANDELL e SOCRANSKY, 1981; ZAMBON et al., 1983; CHRISTERSSON et
al., 1985; ZAMBON, 1985; RUSSO et al., 1998; LEE et al., 2003; CORTELLI et
al., 2003; YANG et al., 2005) demonstrando assim a relagdo existente entre este
patogeno e a forma agressiva da doenga periodontal. Por outro lado, a
prevaléncia deste patégeno em individuos jovens sem perdas 6sseas alveolares
ou portadores de doenca periodontal cronica € mais baixa, variando entre 19 a
28% (TINOCO et al., 1997; MOMBELI et al., 2002; CORTELLI et al., 2005).
Embora A. actinomycetemcomitans seja considerado como o principal
patdogeno na doenga periodontal agressiva, existem algumas controvérsias na
literatura (HAN et al., 1991; LOPEZ et al.,, 1996; MULLALLY et al., 2000;
KAMMA et al., 2001; ISHIKAWA et al.,, 2002; TREVILATTO et al., 2002;
TAKEUCHI et al., 2003; GAJARDO et al., 2005). MULLALLY et al. (2000), e
KAMMA et al. (2001), estudando populagdes na Irlanda do Norte e na Grécia,
respectivamente, observaram por meio da técnica do PCR (Reagdo em cadeia
da polimerase) uma baixa prevaléncia de A. actinomycetemcomitans (28% e
18,8%) em bolsas periodontais de individuos com doenga periodontal agressiva
localizada. Em outro estudo, HAN et al. (1991) ndo detectaram por cultura A.
actinomycetemcomitans em nenhuma das 23 amostras subgengivais obtidas de
individuos chineses portadores da forma agressiva da doenca periodontal.
TREVILATTO et al. (2002) estudaram uma familia brasileira com doenca
periodontal agressiva (n=14) e relataram uma baixa prevaléncia de A.

actinomycetemcomitans, questionando assim o valor do isolamento deste
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microrganismo como forma de diagndstico para a doenga periodontal agressiva.
Recentemente, GAJARDO et al. (2005) por meio de cultura microbiana isolaram
A. actinomycetemcomitans em apenas 19,4% das bolsas periodontais de 30
individuos com doencga periodontal agressiva em uma populagao chilena. Esta
baixa prevaléncia de A. actinomycetemcomitans na populagdo chilena ja havia
sido reportada por LOPEZ et al. (1996). Complementando, MOMBELLI et al.
(2002), em uma revisao sistematica da literatura, relataram que a presencga ou
auséncia de A. actinomycetemcomitans ndo pode ser um parametro para
diferenciar individuos com doenca periodontal agressiva e com a forma crénica
da doenga. Assim, estes estudos sugerem que outros microrganismos podem
estar associados a etiologia da doenga periodontal agressiva.

Inimeros métodos tém sido utilizados para a identificacdo dos
microrganismos bucais. As técnicas de microscopia de contraste de fase e de
campo escuro podem demonstrar diferengas de tamanho, forma e motilidade
dos microrganismos presentes no biofiime dental. Porém, estes métodos
microscopicos ndo diferenciam as espécies bacterianas (LOESCHE et al., 1985;
BELTRAMI et al., 1987; OMAR et al., 1990; FURUICHI et al., 1996; DAHAN et
al., 2004). O método de cultura, considerado o “padrdo-ouro”, é capaz de
identificar diversos microrganismos presentes no biofilme dental, além de ser
extremamente importante para a busca de novas espécies e para a
determinacao da susceptibilidade microbiana a diferentes antibiéticos (NEWMAN
e SOCRANSKY,1977; ALI et al., 1992; LIE et al., 1995). Entretanto estima-se

atualmente que a cavidade bucal apresente aproximadamente 700 espécies de
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bactérias, sendo que mais de 50% destas espécies ainda ndo foram cultivadas
(KAZOR et al. 2003). Assim, outros microrganismos poderiam estar associados
a doenca periodontal, embora muitos ndo tenham sido ainda cultivados e
caracterizados (PASTER et al., 2001; KUMAR et al., 2005). Desta maneira,
varios métodos independentes de cultura surgiram nos ultimos anos com o
objetivo de obter maiores informagdes sobre a composi¢cdo da microbiota bucal,
entre eles, métodos baseados em sondas de DNA como o a técnica da
Hibridagdo DNA-DNA (Checkerboard DNA-DNA Hybridization), ou na PCR
qualitativa ou quantitativa usando PCR em tempo real.

O método da Hibridagdo DNA-DNA foi desenvolvido por SOCRANSKY et
al. (1994) e utiliza sondas genémicas de DNA para a identificacédo de até 40
espécies bacterianas em 28 amostras de biofilme dental por teste. Esta técnica
permite a elaboracdo de estudos de grande porte para o conhecimento da
microbiota das doengas periodontais, propiciando a avaliagdo de um grande
numero de amostras e de microrganismos bucais ao mesmo tempo. As maiores
vantagens deste método de diagndstico incluem a rapida identificagcdo e a
avaliacdo semiquantitativa dos microrganismos presentes nas amostras, a
identificacdo de bactérias de dificil cultivo e o baixo custo. Sendo assim, a
Hibridaggdo DNA-DNA tém sido utilizada com sucesso na avaliagdo da
composi¢cdo da microbiota subgengival e de outros nichos da cavidade oral
(HAFFAJEE et al., 1997a, b; FERES et al, 1999; CUGINI et al., 2000;

XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; FERES et al., 2001; FAVERI et al., 2006).
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Para determinar a diversidade bacteriana, sem a necessidade do cultivo
dos microrganismos, foram desenvolvidos também métodos baseados na
extragdo do DNA da amostra, amplificagdo da regido do gene 16S rRNA com a
utilizagao de iniciadores universais, clonagem do amplicom em Escherichia coli e
sequenciamento genético (OLSEN et al., 1986; HUGENHOLTZ e PACE, 1996;
HUGENHOLTZ et al., 1998; PASTER et al., 2001; KAZOR et al., 2003; KUMAR
et al., 2005). Investigagdes utilizando esta metodologia em amostras de biofiime
subgengival de individuos portadores de doenga periodontal crénica,
demonstraram a presenga de novos filotipos (espécies) de bactérias que
poderiam estar associados a periodontite crénica (SAKAMOTO et al., 2000;
PASTER et al., 2001; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005). PASTER et al.
(2001) relataram que a comunidade bacteriana presente no ambiente
subgengival consistia em aproximadamente 415 espécies baseados na analise
de 2522 clones 16S rRNA e estimaram que o total da diversidade bacteriana na

cavidade bucal seria de 500 espécies.
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2 OBJETIVOS

Baseado no exposto, os objetivos do presente estudo foram:

Avaliar a microbiota presente na doenga periodontal agressiva pela:

- Determinacdo do perfil microbiano por Hibridaggo DNA-DNA e
comparagao com o perfil obtido de amostras de individuos com saude
periodontal, correlacionando os dados clinicos com os dados
microbiolégicos.

- Estimativa da diversidade bacteriana pela técnica da analise clonal de

16S rRNA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéo da populacao

Foram selecionados 12 individuos portadores de periodontite agressiva
(grupo PA) e 30 individuos com saude periodontal (grupo S - controle). Todos os
participantes foram informados sobre os objetivos do estudo, seus riscos e
beneficios, incluindo os tipos de medig¢des clinicas, forma de coleta de amostras
e terapias que seriam realizadas. Os pacientes que concordaram em participar
do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
01), responderam a um questionario de saude/anamnese (Anexo 2) e quando
necessario receberam a terapia periodontal, estando de acordo com as diretrizes
e normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugéo n° 196/96). O projeto foi
submetido a apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP)

obtendo o parecer favoravel a sua realizagao (Anexo 3).

3.2 Avaliacéo clinica

O exame clinico periodontal foi realizado por um unico examinador
previamente treinado no inicio do estudo com o objetivo de realizar o diagndstico
do individuo e selecionar os sitios-teste.

Todos os dentes, exceto os terceiros molares, foram avaliados em 6 sitios
(mésio-vestivular, vestibular, disto-vestibular, mésio-lingual, lingual, disto-

lingual), para os seguintes parametros:
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-indice de placa visivel - IPV (AINAMO e BAY, 1975): presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0) de placa dentaria supragengival visivel, apés lavagem e
secagem dos dentes.
-indice de sangramento gengival — ISG (AINAMO e BAY, 1975): presenca
(escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento na gengiva marginal apos
percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival.
-Profundidade de sondagem — PS: distdncia, em milimetros, entre a margem
gengival livre e a por¢do mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.
-Nivel clinico de insergdo - NCI: distdncia, em milimetros, entre a jungao
esmalte-cemento e a por¢cdo mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.
-Sangramento a sondagem - SS: presencga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de
sangramento apdés 20 segundos da sondagem com sonda periodontal
milimetrada.
-Supuracéo: presencga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de supuracéo apos 20
segundos da sondagem com sonda periodontal milimetrada.

A metodologia utilizada para a calibragdo do examinador foi preconizada
por ARAUJO et al. (2003) onde se avaliou o erro padrdo da medida (e.p.m) e o
erro médio percentual (e.m.p) para os parametros clinicos periodontais
continuos (profundidade de sondagem e nivel clinico de insergdo). O e.p.m e
e.m.p foram de 0,14mm e 4,3% para a profundidade de sondagem e de 0,31mm
e 7,86% para o nivel clinico de insercao, respectivamente. Para as variaveis
categoricas (indice de placa visivel e indice de sangramento gengival),

considerando somente a presenga ou a auséncia do parametro clinico, foi
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realizada a média do nivel de concordancia para o examinador, sendo
encontrada uma concordancia superior a 92% (Teste Kappa).
Para estes exames foram utilizadas sondas periodontais milimetradas tipo

PCPUNC-BR 15 (HuFriedy do Brasil, RJ, RJ, Brasil).

3.3 Critérios de inclusao e exclusao

3.3.1 Critérios de incluséo
Doenca periodontal agressiva (PA)

Os individuos foram selecionados segundo alguns critérios propostos pela
Academia Americana de Periodontia (AAP) (ARMITAGE 1999): possuir no
minimo 20 dentes, excluindo-se os terceiros molares; possuir minimo de 6
dentes com pelo menos 1 sitio interproximal apresentando profundidade a
sondagem e nivel clinico de insergdo maior do que 5 mm, ndo contiguos,
localizados na regido de incisivos e molares e outros 6 dentes com as mesmas
caracteristicas clinicas localizados em outros grupos de dentes, e idade < 30
anos.

Individuos com saude periodontal (S)

Ter idade superior a 20 anos de idade; possuir no minimo 20 dentes
excluindo-se os terceiros molares; nao apresentar sitios com PS e/ou NCI maior
do que 4 mm; ndo apresentar sinais clinicos de gengivite generalizada e nao

apresentar mais de 30% dos sitios com sangramento a sondagem.
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3.3.2 Critérios de exclusao

Ser fumante; estar gravida ou amamentando; ter realizado tratamento
periodontal previamente; uso de antibibticos sistémicos nos ultimos 12 meses;
ter utilizado antissépticos bucais nos ultimos seis meses; ter historia de doenga
sistétmica que comprometa a resposta do hospedeiro ou exija medicagao

profilatica ao tratamento.

3.4 Selecao dos sitios testes

Foram selecionados aleatériamente 3 sitios com PS < 3 mm, 3 sitios com
PS entre 4 e 6 mm e 3 sitios com PS > 7 mm nos individuos com doencga
periodontal agressiva. Quando o individuo n&o possuia 3 sitios > 7 mm, foram
coletados sitios intermediarios (entre 4 e 6 mm) para completar os 9 sitios. Nos
individuos com saude periodontal foram coletados 9 sitios com PS < 3mm que

n&o apresentavam sangramento a sondagem.

3.4.1 Coleta das amostras de placa subgengival

Apds a remogao da placa supragengival a coleta de amostras de biofilme
subgengival foi feita com curetas Gracey do tipo mini-five (HuFriedy, USA),
posicionadas na por¢cao mais apical dos sitios selecionados. As amostras foram
depositadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml (tubo 1) contendo 200 ul de
solugdo TE (10 mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6). Imediatamente apés a
coleta da amostra, esta foi homogeneizada por 1 minuto em agitador de tubos e

aliquotas de 50 pl foram transferidas para um segundo tubo (tubo 2). Foram
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acrescidos 100 pl de solugdo de NaOH a 0,5 M ao tubo 1 contendo 150 ul de
suspensdo bacteriana em tampado TE, para que o DNA bacteriano
permanecesse viavel por longos periodos de tempo para analise por meio da
técnica da Hibridacdo DNA-DNA (Checkerboard DNA-DNA Hybridization). A
amostra contida no tubo 2 foi utilizada para a extracdo do DNA, e posterior
amplificacdo do gene 16S rRNA. Estes tubos foram identificados e armazenados

a-70°C por um periodo maximo de 3 meses até serem analisados.

3.5 Andlise microbioldgica

3.5.1 Analise microbioldgica por meio da técnica da Hibridacdo DNA-DNA.

Amostras

As amostras para a analise por meio da técnica da Hibridacdo DNA-DNA
foram selecionadas conforme o item 3.4 Selecao dos sitios testes. Assim, foram
avaliadas 108 amostras de individuos portadores de doenca periodontal

agressiva e 270 amostras de individuos com saude periodontal.

Preparo das sondas
Cepas bacterianas e condi¢fes de crescimento

A lista das 38 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo
das sondas de DNA esta apresentada na Tabela 1. As espécies bacterianas

avaliadas foram selecionadas segundo sua associagdo com diferentes tipos de
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doengas ou saude periodontal (SOCRANSKY et al., 1998). Todas as cepas
foram adquiridas liofilizadas da ATCC (American Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo
liofilizado foi rehidratado em caldo Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI,
EUA) e cultivado em meio adequado, a 35°C sob condigdo de anaerobiose (80%
N2, 10% CO3, 10%H>). A maioria das espécies foi cultivada em agar triptone soja
(Difco) com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (BBL, Baltimore Biological
Laboratories, Cockeysville, MD, EUA), e este suplementado quando necessario.
A espécie T. forsythia foi cultivada neste meio acrescido de 10 pg/ml de acido N-
acetil muramico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). P. gingivalis
e P. intemedia foram cultivadas neste meio acrescido de 0,3ug/ml de menadiona
(Sigma) e 5ug/ml de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e T. socranskii
foram cultivadas em caldo Mycoplasma (Difco) suplementado com 1mg/ml de
glicose (Sigma), 400pg/ml de niaciamida (Sigma), 150ug/ml espermina
tetrahidrocloridrica (Sigma), 20ug/ml de isobutirato de Sodio (Sigma), Tmg/ml de
L-cisteina (Sigma), 5ug/ml de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino

(Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).

Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de
placas de agar-sangue, com excecdo das 2 espécies de espiroquetas, que
foram cultivadas em caldo de cultura, por 3 a 7 dias. As colbnias foram raspadas

e depositadas em tubos de microcentrifuga de 1,5ml contendo 1ml de solugéo
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TE (10 mM Tris-HCI, 0,'mM EDTA, pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes
por centrifugacdo na solugdo-tampao de TE a 3.000 g x por 10 minutos. Em
seguida, as células das cepas Gram-negativas foram novamente suspensas e
lisadas com SDS (dodecilsulfato de sédio, C12H25NaO4S) (Labsynth) a 10% e
proteinase K em uma concentragcdo de 20mg/ml (Sigma). As células de bactérias
Gram-positivas foram suspensas em 150ul tampéo TE (pH 8,0). e lisadas apods a
adicao de 15mg/ml de lisozima (Sigma) e 5mg/ml de acromopeptidase (Sigma).
O DNA foi isolado e purificado como descrito por SMITH et al. (1989). As sondas
genbmicas foram preparadas para cada uma das 38 espécies pela marcacao de
1u4g do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer
digoxigenin labeling kit (Roche, EUA), de acordo com o método descrito por

FEINBERG e VOGELSTEIN (1983).

Hibridagdo DNA-DNA

Foram determinados os niveis, prevaléncias e proporgcdes das diferentes
espécies nas amostras de placa subgengival dos 12 individuos com periodontite
agressiva e nos 30 saudaveis, utilizando-se a técnica da Hibridagdo DNA-DNA
(Checkerboard DNA-DNA Hybridization). As suspensdes contidas nos tubos
(tubo 1) foram fervidas em banho-maria por 10 minutos e, em seguida,
neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de acetato de aménia a 5 M. Cada
suspensdo de placa bacteriana contendo o DNA livre foi depositada em uma das
canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, USA), sendo assim,

transferidas para membrana de nylon (15 x 15cm) com carga positiva
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(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas
ultimas canaletas do Minislot 30 (Immunetics) foram ocupadas por controles
contendo uma mistura do DNA das espécies de microrganismos investigadas
pelas sondas, nas concentracdes correspondentes a 10° e 10° células, ou seja,
1ng e 10ng de DNA de cada espécie, respectivamente (SOCRANSKY et al.,
1994; HAFFAJEE et al., 1997a, b). A membrana foi entdo removida do Minislot
30 (Immunetics) e o DNA foi fixado por meio de aquecimento em forno a 120° C
por 20 minutos.

A membrana foi pré-hibridizada a 42° C, por 1 hora, em uma solugao
contendo 50% de formamida, 1% de caseina (Sigma), 5 x tampao salina citrato -
SSC (1 x SSC = 150mM NacCl, 15mM de citrato de sodio, pH 7,0), 256 mM de
fosfato de sddio (pH 6,5) (Na;HPO,4, Labsynth) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura
(Sigma).

Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA) com as linhas de DNA das amostras e controle
perpendiculares as canaletas do aparato. Em cada canaleta do Miniblotter 45
(Immunetics) foi adicionada uma sonda de DNA (diluida a aproximadamente
20ng/ml) em 130 ul de uma solugdo de hibridizagdo composta de 45% de
formamida, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de
levedura (Boehringer Mannheim), 10% de sulfato de dextrano e 1% de caseina

(Sigma). A hibridacgéao foi realizada por um periodo minimo de 20 horas, a 42° C.
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Deteccéo das espécies

Apos o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do Miniblotter
45 (Immunetics) e lavada por 40 minutos a 65°C numa solugdo estringente
composta de 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na;HPO, a fim de
remover as sondas que n&o hibridizaram completamente. Em seguida, a
membrana foi imersa por 1 hora em uma solugédo contendo 1% de acido maléico
(C4H404), 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% de caseina,
pH 8,0, e, logo apds, mantida por 30 minutos na mesma solugdo contendo o
anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina em uma concentragao
de 1:10.000. A membrana foi submetida a lavagem por 2 vezes, por 20 minutos,
com uma solucao de 0,1 M de acido maleico, 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH,
0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em uma solu¢édo de 0,1 M de
Tris HCI, 0,1M de NaCl, 50 mM de MgCl,, pH 9,5.

Para a detecgao dos sinais, a membrana foi incubada por 45 minutos a
37°C em uma solugado detectora a base de fosfatase alcalina, CDP-Star™
Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em um
cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob um
filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente
40 minutos. O filme foi posteriormente revelado manualmente pelo método
convencional temperatura-tempo, de acordo com orientagdes do fabricante. As
solugdes reveladoras e fixadoras utilizadas foram da marca Kodak, mantidas a

temperatura de 20°C.
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Tabela 1. Relagdo das cepas empregadas para a confec¢gdo das sondas de
DNA. As espécies foram ordenadas de acordo com os complexos
descritos por SOCRANSKY et al. 1998

Espécies Cepas Espécies Cepas
Actinomyces sp. Complexo Laranja (cont.)

Actinomyces gerencseriae 23860°  Fusobacterium nuc. ssp. nucleatum 25586°
Actinomyces israelii 12102%  Fusobacterium nuc. polymorphum 109532
Actinomyces naeslundii | 121042  Fusobacterium nuc. ssp. vincentii 49256 °
Complexo Roxo Fusobacterium periodonticum 33693°
Actinomyces odontolyticus 17929%  Peptostreptococcus micros 33270°
Veillonella parvula 10790%  Prevotella intermedia 25611°
Complexo Amarelo Prevotella nigrescens 33563°
Streptococcus gordonii 10558%  Streptococcus constellatus 27823°
Streptococcus intermedius 27335% Complexo Vermelho

Streptococcus mitis 49456°  Tannerella forsythia 43037°
Streptococcus oralis 350372 Porphyromonas gingivalis 33277°
Streptococcus sanguinis 10556 Treponema denticola B1°
Complexo Verde Outras Espécies

A. actinomycetemcomitansa e b € Eubacterium saburreum 3327172
Capnocytophaga gingivalis 336242  Gemella morbillorum 27824°
Capnocytophaga ochracea 335962  Leptotrichia buccalis 1420172
Capnocytophaga sputigena 336122  Prevotella melaninogenica 25845°
Eikenella corrodens 238342  Propionibacterium acnes £
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 332367  Streptococcus anginosus 33397°
Campylobacter rectus 332387  Treponema socranskii S1°
Campylobacter showae 51146°

Eubacterium nodatum 33099°

@ ATCC (American Type Culture Collection)
® Forsyth Institute, Boston, MA, USA.
€: sondas preparadas com as espécies A. actinomycetemcomitans sorotipo a (43718%) e

o A. actinomycetemcomitans sorotipo b (29523 ).
£: sondas preparadas com as espécies P. acnes | (11827 ?) e com P. acnes Il (11828%)
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A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um unico examinador
treinado, da seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda
correspondente a amostra de biofilme foi comparado em intensidade ao sinal
produzido pela mesma sonda nos dois controles contendo 10° e 10° bactérias,
utilizando os cddigos descritos na Tabela 2. Estes registros foram entéo
utilizados para determinar os niveis das diferentes espécies investigadas por

amostra coletada.

Tabela 2. Cddigos utilizados para a determinacdo dos niveis dos
microrganismos nas amostras de placa subgengival, apos
exame visual dos sinais observados para cada amostra e
comparagao com controles em filmes radiograficos obtidos
apo6s a hibridacdo DNA-DNA.

iNDICE NiVEL DO MICRORGANISMO
0 Nao detectado

Menos de 10° células

Aproximadamente 10° células

Entre 10° e 10° células

Aproximadamente 10° células

Mais de 10° células

a ~ ODN -

31



3.5.2 Andlise da microbiota por sequenciamento do gene 16S rRNA

3.5.2.1 Selecao dos sitios testes

Os sitios foram selecionados de maneira aleatoria, considerando o tipo de
analise a ser realizada, sendo:
a) Uma amostra com PS > 7mm de 10 individuos com doenga periodontal
agressiva, com o objetivo de analisar a diversidade bacteriana em individuos
com PA.
b) Uma amostra de um segundo sitio com PS>7mm e um sitio com PS<3mm
sem sangramento a sondagem, com o objetivo de avaliar a diversidade
bacteriana entre sitios dentro do mesmo individuo.
c) Uma amostra de um sitio ja sequenciado, com o objetivo de avaliar a

reprodutibilidade do método.

3.5.2.2 Extrag&o de DNA

O tubo (tubo 2) contendo 50 ul da amostra foi utilizado para extragdo do
DNA segundo o método descrito por DEWHIRST et al. (2000). Apdés o
descongelamento da amostra, foram adicionados 1ul de solugao de proteinase K
em uma concentracdo de 200mg/ml (Sigma) e 5 ul de solugdo de Tween 20 a
5%. A amostra foi aquecida a 55 °C durante 2hs e posteriormente a 95 °C por

10 minutos para inativagdo da Proteinase K em um termociclador (Gen Amp

PCR System 2400, Applied Biosystems, California, EUA).
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3.5.2.3 Amplificacdo da regido 16S rRNA pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

O DNA das amostras foi utilizado como molde na reacdo em cadeia da
polimerase padrdo para amplificacdo da regido 16S rRNA utilizando os
iniciadores universais modificados para organismos procariotas do dominio
Bactéria propostos por PASTER et al. (2001).

Os oligonucleotideos apresentam as seguintes sequéncias:

forward primer 9F 5-GAG TTT GAT YMT GGC TCA G-3’
reverse primer 1525R 5-GAA GGA GGT GWT CCA DCC-3’

Para cada reacdo de amplificagdo da regido 16S rRNA de
microrganismos procariotas foram utilizados: 1ul de DNA molde, 0,5ul de
Platinum Taq polimerase (5 unidades/ul, Invitrogen), 5 ul de tampé&o (10X), 4pul
de dNTPs (10nM) , 1ul de uma solugao de cada iniciador (25 pmoles), 1,5 ul de
cloreto de magnésio (560 mM) e 36 ul agua Milli Q estéril g.s.p. para uma solugao
final de 50 pl.

As reacdes de amplificagdo para microrganismos do dominio Bactéria
foram realizadas segundo as seguintes condicbes (PASTER et al., 2001):
desnaturagdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguindo-se 30 ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, 60°C por 45 segundos e 72°C por 90
segundos, com 1 segundo adicional para cada ciclo e uma extensao final de 15
minutos a 72°C em termociclador (Gen Amp PCR System 2400, Applied
Biosystems, Califérnia, EUA). Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos

a corrida eletroforética em gel de agorose a 1%, em tampao Tris Acetato EDTA
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(TAE, Tris acetato a 40mM, ph 8,5; EDTA a 2mM) e corados com brometo de
etidio. Os fragmentos especificos contendo 1500 pb foram visualizados e

documentados sob luz ultravioleta.

3.5.2.4 Clonagem

Apos a determinacdo da presenca do amplicom, descritos no item -
Amplificacdo da regido 16S rRNA pela reagdo em cadeia da polimerase - estes
foram clonados em E. coli. Para a clonagem foi utilizado o kit comercial TOPO
TA Cloning - Version P (Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante.

Os produtos obtidos foram ligados ao vetor TOPO. A seguir, as células
quimiocompetentes de E.coli TOPO foram transformadas por choque térmico e
meio S.0.C. (2% Triptone, 0,5% extrato de levedura, 10mM NaCL, 2,5 mM KCL,
10mM MgCL2, 10mM MgSO4, 20 mM glucose) foi adicionado em seguida. As
células foram semeadas em placas de Petri contendo agar Luria-Bertani
acrescido de 50ug/ml de Canamicina e posteriormente incubadas a 37° C por
24hs. As col6nias recombinantes foram transferidas para tubos contendo 40 pl

de tampao TE e mantidas em a -70°C até o momento do processamento.

Foram selecionadas 96 colbnias por amostra clonada e em seguida foi
realizada uma reag¢ao de PCR contendo 1 ul de cada amostra para determinar o
tamanho correto dos insertos. Para cada reagdo de amplificagao da regido 16S
rRNA de microrganismos procariotas foram utilizados forward primers M13 (-40)
e M13 reverse primer (KIT TOPO). As condi¢gbes da reagao foram as mesmas ja
descritas no item - Amplificagdo da regido 16S rRNA pela reagdo em cadeia da

polimerase. Os produtos da reacdo de PCR foram submetidos a corrida
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eletroforética em gel de agarose a 1%, em tampéo Tris Acetato EDTA (TAE, Tris
acetato 40mM, pH 8,5; EDTA 2mM) e corados com brometo de etidio. Os
fragmentos especificos foram visualizados e documentados sob luz ultravioleta.
Apos a amplificacdo do fragmento, os produtos das reagdes 16S rRNA foram
purificados por meio do Microcon 100 (Amicon) e a seguir pelo QlIAquick PCR

purification kit (Qiagen).

3.5.2.5 Sequenciamento

Apods a purificagdo dos produtos das reacdes 16S rRNA conforme o item
3.5.9, foram realizadas reacdes utilizando o kit de sequenciamento ABI Prism
(BigDye Terminator Cycle Sequencing kit with AmpliTaqg DNA Polymerase FS;
Perkin-Elmer). Os primers que foram utilizados para o sequenciamento ja foram
descritos anteriormente no item - Amplificagao da regido 16S rRNA pela reagao
em cadeia da polimerase (PASTER et al., 2001). Foram utilizadas as bases
fluorescentes (Big Dye) com 80 uM de primers e como DNA molde 1 pl do
produto de PCR purificado em volume total de 20ul por reacdo. Os ciclos de
sequenciamento foram realizados no sequenciador ABI 9700 PCR (AME
Bioscience Ltd, Norway), com 25 ciclos de desnaturagcdo a 96 °C (10s) e
anelamento e extensdo a 60 °C (4 minutos). Os segmentos de DNA obtidos
durante o processo de sequenciamento foram analisados com o auxilio do

sequenciador ABI 377 DNA (DNASTAR Inc, Madison, EUA).

35


http://www.amebioscience.com/products.htm
http://www.amebioscience.com/products.htm

3.5.2.6 Analise dos dados dos 16S rRNAs sequenciados

Cerca de 96 clones de cada amostra com o tamanho certo do inserto em
12 amostras provenientes de 10 individuos com periodontite agressiva foram
analisados. Uma sequiéncia de aproximadamente 500 pares de base foi obtida
por clone para determinar e identificar a posi¢ao filogenética do microrganismo
(PASTER et al.,, 2001). A sequéncia de DNA obtida foi comparada com
sequéncias 16S rRNA em banco de genes (GenBank). Os dados foram inseridos
em um software (TREECON, Microsoft Windows) e arvores filogenéticas
(dendrograma) foram construidas segundo a metodologia preconizada por
PASTER e DEWHIIRST (1988). As matrizes de similaridade foram corrigidas
para a mudanga de bases pelo método descrito por JUKES e CANTOR (1969).
Matrizes de similaridade foram construidas a partir do alinhamento das

sequéncias e da posicao filogenética.

3.6 Andlise Estatistica

3.6.1 Andlise clinica

A média das medidas clinicas de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insergédo, assim com a média da porcentagem de sitios apresentando
placa visivel, sangramento gengival, sangramento a sondagem e supuragao
foram computadas para cada individuo e, posteriormente, dentro de cada grupo.

As diferengas dentro de cada grupo foram avaliadas utilizando o teste Mann—
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Whitney. A diferenca na distribuicdo do genéro foi avaliada utilizando o teste

Qui-quadrado. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.

3.6.2 Analise microbioldgica (Hibridacdo DNA-DNA)

Os dados microbiolégicos foram expressos em nivel médio de cada
espécie (contagem) em cada sitio. Estes niveis foram computados por sitio, por
individuo e depois dentro de cada grupo. Diferengas entre os grupos em relagéo
aos niveis médios, proporgdes de microrganismos e média de freqiéncia de
sitios colonizados em nivel de contagem > 10° células bacterianas foram

avaliadas por meio do teste de covariancia GLM ajustado para a idade.

Diferengas existentes entre as diferentes categorias de bolsas dentro do
mesmo individuo foram avaliadas por meio do teste Friedman. Os dados de
profundidade de sondagem e os dados microbiolégicos foram submetidos a

correlacdo de Pearson.

A significancia estatistica foi estabelecida em 5%. Todas as analises
foram realizadas utilizando ajustes para comparagdes multiplas, como proposto
por SOCRANSKY et al. (1991). Foi aplicada a formula 0,06=1- (1—k)38,
onde k & o valor equivalente ao p<0,05 quando ajustado para a comparagao de
38 bactérias. Desta forma, as diferencas detectadas no presente estudo foram

consideradas significativas quando p<0,002.
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4 RESULTADOS
4.1 Resultados clinicos

Neste estudo foram analisados pacientes com periodontite agressiva (PA)
e individuos com periodontal normal (S). A Tabela 3 apresenta os dados
epidemioldgicos e os valores médios dos parametros clinicos dos individuos nos
dois grupos experimentais. Os grupos foram homogéneos em relagdo a
distribuicdo do género (teste Qui-quadrado, p>0,05). O grupo S apresentou
média de idade significativamente superior comparado ao grupo PA. Foram
observadas diferengas significativas entre os grupos para as variaveis clinicas
de média de profundindade de sondagem e nivel clinico de inser¢aéo e para o
percentual de sitios com sangramento gengival, sangramento a sondagem e
supuragao. O grupo PA apresentou maiores médias para estes parametros
cinicos comparado com o grupo S. O percentual de placa visivel foi semelhante
ente os dois grupos estudados.

Uma descricdo mais detalhada dos pardmetros clinicos dos
individuos portadores de doenga periodontal agressiva esta apresentada na
Tabela 4. Foram avaliados clinicamente 1937 (6 sitios para cada elemento
dental; ver item 3.2.-Avaliagdo Clinica). De acordo com a Profundidade a
Sondagem, os sitios foram categorizados em sitios rasos (PS < 3mm), sitios
intermediarios (PS 4-6mm) e sitios profundos (PS > 7mm). Em relagcdo ao Nivel
Clinico de Insergdo, este parametro foi categorizado em perdas leves (NCI <
3mm), perdas moderadas (NCI 4-6mm) e perdas avangadas (NCI > 7mm). Nota-

se que apenas 40,7% dos sitios examinados nos individuos do grupo PA

38



apresentavam bolsas rasas e 40,0% perda de insercao leve. Os demais sitios

estavam distribuidos entre bolsas intermediarias e profundas (39,5% e 19,8%,

respectivamente) e perdas de insergéo clinica moderadas e avangadas (39,5% e

20,5%, respectivamente).

Tabela 3. Média (xDP) dos parametros demograficos e clinicos para os
individuos periodontalmente saudaveis e portadores de doenca

periodontal agressiva.

Saude Periodontal

Doencga Periodontal

Variaveis N=30 Agressiva
N=12
ldade * 41,10+8,5 26,00+3,0
30-46 20-29
Género (F/M) 20/10 9/3
Profundidade de sondagem * 2,16+0,2 4,72+0,75
Nivel clinico de insergao * 2,20+0,2 4,65+1,14
% sitios
Indice de placa visivel 43,74+17,8 53,30+14,8
Indice gengival * 6,52+5,5 14,20+11,0
Sangramento a sondagem * 27,73+20,5 69,90+16,2
Supuracéao * 0,0 4,21+3,19

* Teste U Mann-Whitney; *p<0,05
M=masculino; F=feminino
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Tabela 4. Frequéncias médias de sitios de acordo com diferentes categorias de
Profundidade a Sondagem e Nivel Clinico de Inser¢cdo no grupo
Periodontite Agressiva (PA).

Doencga Periodontal

Variaveis Agressiva
n=12
Numero de sitios examinados 1.937

% sitios (n) com
Profundidade de sondagem (PS)

PS <3 mm 40,7 % (788)

PS = 4-6mm 39,5% (765)

PS > 7mm 19,8% (384)
Nivel Clinico de Insercao (NCI)

NCI <3 mm 40,0% (783)

NCI = 4-6mm 39,5 % (765)

NCI > 7mm 20,5 % (389)

4.2 Analise microbiolégica

4.2.1 Hibridagdo DNA-DNA

Médias de contagem (x10° células), da proporcédo de sondas de DNA e do
percentual de sitios com contagens iguais ou superiores a 10° células
bacterianas/amostra

As médias de contagem (x10° células), da proporgdo de sondas de DNA e
o porcentual de sitios colonizados pelas espécies ao nivel > 10° células frente as
38 espécies bacterianas analisadas em amostras de biofilme subgengival de 30

individuos periodontalmente saudaveis e 12 individuos com periodontite
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agressiva estdo apresentados na Figura 1. As espécies foram agrupadas de
acordo com os complexos microbianos descritos por SOCRANSKY et al. (1998).

Os niveis de contagem de 19 espécies foram significativamente diferentes
entre os grupos PA e S apdés o ajuste para comparagbes multiplas
(SOCRANSKY et al. 1991) e para a idade. Destas, Veillonella parvula, A.
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga ochracea, C. rectus, Campylobacter
showae, Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum ssp. nucleatum,
Fusobacterium nucleatum ssp. polymorphum, Fusobacterium nucleatum ssp.
vincentii, Fusobacterium periodonticum, Peptostreptococcus micros, P.
intermedia, Prevotella nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis, Treponema
denticola, Prevotella melaninogenica e Selenomnas noxia foram detectados em
niveis superiores no grupo PA, enquanto Actinomyces naeslundii 1 foi detectado
em niveis superiores no grupo S (p<0,001). Considerando as proporgdes destas
espécies, Actinomyces gerencserieae, Actinomyces israelli, A. naeslundi 1,
Streptococcus sanguinis e C. ochracea apresentaram proporgdes
significativamente superiores nas amostras dos individuos com saude
periodontal (p<0,001). Ja as espécies A. actinomycetemcomitans, C. rectus, E.
nodatum, P. nigrescens, T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram
encontradas em propor¢des significativamente superiores no grupo PA. O
porcentual de sitios colonizados com niveis > 10° foi significamente superior no
grupo PA para 14 espécies bacterianas. As principais diferengas foram

observadas nas espécies dos complexos laranja e vermelho. Vale destacar que
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Figura 1. Perfil microbiano das médias de contagem (x10° células), da propor¢do das sondas de DNA e do
percentual de sitios colonizados das 38 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme
subgengival de 30 individuos periodontalmente saudaveis e 12 individuos com periodontite agressiva
generalizada. Analise de covariancia ajustada para idade: * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001. Os resultados
foram ajustados para comparag¢des multiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991).




A. actinomycetemcomitans foi detectado em  contagens, proporgbes e
percentual de sitios colonizados superiores no grupo PA quando comparado ao

grupo de individuos com saude periodontal.

Propor¢cdes dos complexos microbianos

As proporgdes dos complexos microbianos estdo apresentadas na Figura
2. A area do gréfico foi ajustada para refletir a diferenga da contagem total de
bactérias nas amostras de biofilme subgengival entre os grupos. As espécies
bacterianas identificadas por meio de sondas de DNA foram agrupadas de
acordo com os complexos microbianos descritos por SOCRANSKY et al. (1998).
As proporgdes das espécies pertencentes a cada complexo foram somadas e a
proporgao total de cada complexo foi determinada. A contagem total das 38
espécies bacterianas subgengivais foi de 21,7 x 10° para o grupo PA e 2,4 x 10°
para o grupo S, sendo que estes resultados foram significativamente diferentes
entre os grupos (p<0,01). Os complexos vermelho (32,3%) e laranja (31,1%)
apresentaram proporgdes superiores no grupo PA (p<0,01%) em comparagao
aos individuos periodontalmente saudaveis (4,3% e 23,3%, respectivamente). O
grupo PA apresentou uma meédia de proporgéo significativamente inferior de
Actinomyces sp. (5,2%) em comparagao ao grupo S (32,9%). Somando-se os
complexos que abrigam a maioria dos patégenos (vermelho e laranja) e aqueles
que abrigam as espécies compativeis com o hospedeiro (amarelo, roxo, verde e
azul), houve uma grande divergéncia entre os grupos. Nos individuos com

periodontite agressiva os patogenos somaram 63,4% e os benéficos 29,7% da



microbiota avaliada; enquanto que nos individuos com saude periodontal essas

proporcoes foram de 27,6% e 63,3%, respectivamente.

Saude Periodontite
Periodontal agressiva

6,9%

*
2,4X108 21,7X108

Figura 2. Média da contagem total (x 10°) e média das proporcdes dos complexos
microbianos descritos por SOCRANKY et al. (1998), presentes nas
amostras de placa subgengival dos individuos nos grupos PA e S. O grupo
azul é constituido por 3 espécies de Actinomyces. A area dos graficos foi
ajustada para refletir a diferenca da contagem total de bactérias entre os
dois grupos experimentais. Analise de covaridncia ajustada para idade
(*p<0,01).
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Sitios categorizados de acordo com a profundidade de sondagem

Com a finalidade de fazer uma avaliagdo mais detalhada do perfil
microbiolégico dos diferentes grupos experimentais, os sitios dos grupos PA
foram subdivididos em 3 categorias de profundidade de sondagem: rasas (<
3mm), intermediarias (4-6 mm) e profundas (> 7mm).

A analise estatistica foi repetida, ou seja, os dados foram computados
para cada individuo e, posteriomente, subdivididos em cada categoria de bolsa.
Como os individuos pertencentes ao grupo S possuem apenas sitios rasos, 0s
resultados foram repetidos em todas as categorias de profundidade de

sondagem a fim de tornar possivel a comparagao entre os dois grupos.

A Figura 3 apresenta a média de propor¢gao das sondas de DNA nas
amostras de biofilme subgengival de 30 individuos periodontalmente saudaveis
e 12 individuos com periodontite agressiva, nas diferentes categorias de
profundidade de sondagem. P. gingivalis, T. forsythia e P. intermedia foram
encontrados em propor¢des elevadas em todas as categorias de profundidade
de sondagem do grupo PA, enquanto A. naeslundii 1 foi encontrado em
propor¢cdes superiores nos individuos periodontalmente saudaveis. Outras
diferengas significantes foram observadas no grupo PA, incluindo altas
proporcdes de V. parvula e F. nucleatum ssp. polymorphum em sitios rasos; A.
actinomycetemcomitans, E. nodatum, F.nucleatum ssp. polymorphum e T.

denticola em sitios profundos.
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Figura 3. Perfil microbiano das médias da proporcéo das sondas de DNA das 38 espécies bacterianas presentes
nas amostras de biofiime subgengival de 30 individuos periodontalmente saudaveis (sitios com
profundiade de sondagem PS < 3mm) e 12 individuos com periodontite agressiva generalizada (sitios
separados por categoria de profundidade de sondagem — PS, sendo rasos: <3mm, intermediarios: 4-
6mm e profundos: >7mm. Anadlise de covaridncia ajustada para idade: * p<0,05; e *** p<0,001. Os

resultados foram ajustados para comparacdes multiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991).




4.2.2 Correlacgdes clinicas e microbiologicas

A dispersdo da propor¢cdo de A. actinomycetemcomitans presente nos
diferentes sitios analisados nos individuos periodontalmente saudaveis e com
doenga periodontal agressiva e a correlagdo de Pearson entre a proporgao de A.
actinomycetemcomitans e a profundidade de sondagem esta apresentada na
Figura 4A e 4B. A. actinomycetemcomitans foi detectado em baixas proporgdes
nos sitios dos individuos periodontalmente saudaveis. Em 85,1% dos sitios esta
espécie nao foi detectada, e naqueles positivos, a maior proporcao foi de 0,41%
(Figura 4A).

Entre 108 sitios dos individuos com doenga periodontal agressiva, 22,2%
nao apresentavam A. actinomycetemcomitans, sendo que a proporgao de
A.actinomycetemcomitans variou entre 0,01% nos seus niveis mais baixos e
2,6% em seus niveis mais elevados (Figura 4A). Foi observada auséncia de
correlagdo (Pearson) entre a proporgdo de A.actinomycetemcomitans nos sitios
dos individuos portadores de doenga periodontal agressiva e a profundidade de

sondagem (r=0,301; p=0,092; Figura 4B).

Nota-se na Figura 4B que mesmo em bolsas profundas, a propor¢ao de
A. actinomycetemcomitans na grande maioria dos sitios analisados nao

ultrapassou 0,5% da microbiota analisada.
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Figura 4A e 4B. Gréfico de dispersdo da proporgdo de A. actinomycetemcomitans distribuidos nos diferentes sitios
analisados nos individuos periodontalmente saudaveis e com doenga periodontal agressiva e a
correlacdo de Pearson entre a proporgdo de A. actinomycetemcomitans nos individuos com doencga

periodontal agressiva e a profundidade de sondagem.



A dispersdao da proporcdo do complexo vermelho distribuido nos
diferentes sitios analisados nos individuos com saude periodontal e com doencga
periodontal agressiva e a correlagcdo de Pearson entre a proporgao deste
complexo e a profundidade de sondagem estdo apresentadas na Figura 5A e
5B. As proporgdes das espécies pertencentes a este complexo, P.gingivalis, T.
forsythia e T. denticola, em cada sitio foram somadas, depois entre cada
individuo e posteriormente dentro de cada grupo. Foi observada correlagdo de
Pearson significante entre a propor¢cédo das espécies do complexo vermelho
somadas nos sitios dos individuos portadores de doenga periodontal agressiva e
a profundidade de sondagem (r=0,81; p=0,0012, Figura 5B). Nota-se que com o
aumento da profundidade de sondagem ocorreram também um aumento na

proporcao deste complexo.

Os valores médios das proporgdes e das contagens (x10° células) das 38
espécies subgengivais avaliadas nos individuos portadores de periodontite
agressiva em sitios rasos (PS< 3mm), intermediarios (PS= 4-6mm) e profundos
(PS> 7mm) estdo apresentados na Figura 6. As proporgdes e 0s niveis de
contagem das espécies pertencentes em cada sitio foram somadas, depois
entre cada individuo e posteriormente dentro do grupo. Os niveis de contagem
(x10°%) de 5 espécies foram estatisticamente diferentes entre as categorias de
profundidade de sondagem. Além disso, a propor¢cédo média de 7 espécies foram

significantemente diferentes entre as categorias de profundidade de sondagem.
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Figura 5A e 5B. Gréfico de dispersdo da proporgédo do complexo vermelho distribuido nos diferentes sitios analisados nos
individuos com saude periodontal e com doenga periodontal agressiva e a correlagao de Pearson entre
a proporgcdo deste complexo e a profundidade de sondagem nos individuos com doencga
periodontal agressiva. As propor¢cbes das espécies pertencentes a este complexo, P.gingivalis, T.
forsythia e T. denticola, em cada sitio foram somadas individualmente, depois entre cada individuo e
posteriormente dentro de cada gupo.



As proporgbes dos 3 patdgenos do complexo vermelho foram mais
elevadas em bolsas profundas e intermediarias comparadas as bolsas rasas. As
proporgdes meédias de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram de
17,4+10,1, 23,3+11,2 e 4,942, 7 respectivamente, na categoria de bolsas
profundas; 15,5+9,7, 17,8+12,9 e 3,6+2,8 na categoria de bolsas intemediarias;
e de 5,4+6,0, 6,0+5,2 e 1,9+1,9 na categoria de bolsas rasas. As propor¢des de
3 espécies correlacionadas com saude periodontal, uma do complexo roxo (V.
parvula), uma do complexo amarelo (S. sanguinis) e uma do complexo verde (C.
ochracea), foram maiores em amostras de bolsas rasas do que em amostras de

bolsas intermediarias e profundas.

Os microrganismos que se apresentaram em niveis de contagem mais
elevados em bolsas profundas foram 2 espécies do complexo laranja (F. nuc. ss.
polymorphum e P. nigrescens; 2,7x10° e 2,3x10° células, respectivamente) e 2

espécies do complexo vermelho (T.forsythia e P.gingivalis, 5,0x10° e 5,3x10°).
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Figura 6. Grafico de area das médias das proporcdes e dos niveis de contagem das 38 espécies bacterianas
avaliadas nas amostras de biofilme subgengival nos individuos portadores de periodontite agressiva
em bolsas rasas (PS< 3mm), bolsas intermediarias (PS= 4-6mm) e bolsas profundas (PS> 7mm).
Teste Friedman (*p<0,05). Os resultados foram ajustados para comparag¢des multiplas segundo
SOCRANSKY et al. (1991).



4.2.3 Analise da microbiota por sequenciamento do gene 16S rRNA

Com o objetivo de estudar a diversidade bacteriana presente nas
amostras de biofilme subgengival dos individuos portadores de doenga
periodontal agressiva foi realizado o sequenciamento de amplicons 16S rRNA.
Nesta fase foram selecionadas aleatoriamente 10 amostras de biofilme
subgengival de sitios com profundidade de sondagem > 7mm de 10 individuos

portadores de doenca periodontal agressiva.

A Figura 7 apresenta os produtos da reagado de amplificagdo da regiao do
gene 16S rRNA com o tamanho aproximado de 1.500pb, que posteriormente
foram clonados e sequenciados. O total de 1.094 clones foi sequenciado, sendo
que o numero de clones 16S rRNA por amostra variou entre 71 e 96 clones, com
uma média de 84 clones analisados por amostra e um desvio padrdo de 7,9
clones. Foram identificadas 156 diferentes espécies bacterianas. O Anexo 4
apresenta a lista de frequéncias e proporgcao de todas as espécies identificadas
baseadas na sequéncia do gene 16S rRNA nas 12 amostras (13 reagdes, ver
item 3.5.2.1 Selecdo dos sitios testes) de biofilme subgengival de individuos

portadores de doenca periodontal agressiva estudadas

Para identificacdo das espécies bacterianas foram sequenciados os
primeiros 500 pb do gene 16S rRNA (variacdo de 459 até 562pb). Estas
sequéncias foram comparadas com o banco de dados (BLAST, GenBank).Todos
os clones obtidos apresentaram uma similaridade em torno de 99% com suas

respectivas espécies, e entdo foram obtidas no banco de dados a sequéncia



completa dos genes 16SrRNA (1.500pb) no banco de dados, e estas utilizadas
para a constru¢ao das arvores filogenéticas (Figura 8 e 9).

Com o objetivo de estudar a diversidade bacteriana existente no biofilme
subgengival do grupo com doengca periodontal, 10 amostras foram
selecionadas. Foram detectadas nestas amostras 120 espécies, 50 foram
observadas apenas uma vez em um unico individuo (120 — 50 = 70), e foram
excluidas da construcdo da arvore filogenética. Assim sendo, a Figura 8
apresenta a arvore filogenética construida com base na biblioteca génomica das
70 espécies mais prevalentes obtidas por meio da clonagem de 10 amostras de
biofiilme subgengival de 10 individuos portadores de doenga periodontal
agressiva. Na arvore filogenética (figura 8) estdo apresentados 71 ramos, pois
estdo apresentados Dialister invisus e Dialister sp. BS095, embora estes sejam
considerados a mesma espécie, por apresentarem homologia em 16SrRNA
maior que 98,5%. Segundo andlise do banco de dados, quarenta das 70
especies, ou seja 57%, ainda ndo foram cultivadas e foram designadas como
‘clones”. As espécies identificadas pertencem a 4 diferentes filos: Firmicutes
(Streptococcus, Eubacterium, Peptostreptococcus, Selenomonas e géneros
correlacionados), Espiroquetas (Treponemas), Actinobacteria (Actinomyces e
géneros correlacionados) e Bacteroidetes (Porphyromonas e Capnocytophaga).

Foram observadas diferencas no perfil bacteriano detectado em amostras
de diferentes individuos, e estas estdo apresentadas na Figura 8. Espécies de
Selenomonas e Streptococcus foram encontradas em alta prevaléncia e

proporgao em todos os individuos. De uma maneira geral, 50% da biblioteca
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gendmica construida foi formada por estes dois géneros. Selenomonas

sputigena foi a espécie mais prevalente, sendo encontrada em 9 entre 10

1kbplus 1 10 11 12

2
1500pb "N - ”“"”"m

Figura 7. Fotografia de gel de agarose (1%) em tamp&o TAE, onde os produtos das
reacdes de amplificagdo de diferentes amostras clinicas (canaletas de 1-12)
utilizando os iniciadores relacionados no item 2.5.9 foram submetidos a
eletroforese e apresentam tamanho aproximado de 1.500pb. Em (+) Controle
positivo - E.coli ATCC 33270; (-) Controle negativo; 1kb plus: Peso Molecular
1kb plus DNA ladder (Invitrogen).
amostras, sendo que em 3 amostras (amostra 6, 7 e 8, Figura 8) esta espécie foi
detectada um alta proporcdo variando de 19 a 30% da microbiota. Outras
espécies de Selenomonas também estavam presentes em altos niveis, incluindo
S. noxia, Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, Selenomonas
FTO050, Selenomonas sp. P2PA 80 e Selenomonas sp. strain GAA14. Espécies
do género Streptococcus como Streptococcus anginosus (50 clones, 57%),
Streptococcus gordonii (18 clones, 21%), Streptococcus intermedius (17 clones,
21%), Streptococcus sp. FX003 (9 clones, 11,1%) e Streptococcus cristatus (15
clones, 20%) foram encontradas em niveis elevados em 5 diferentes amostras
(amostra 1, 4, 7, 9 e 10, Figura 8). Outras espécies predominantes foram

Dialister invisus, Anaeroglobus geminatus Veillonella sp. AA050, Gemella

morbillorum, Gemella sp. strain 933-88 e Capnocytophaga granulose (Figura 8).
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Figura 8. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia de 1.500 pb do gene 16S
rRNA das espécies mais prevalentes observadas na biblioteca genémica obtida
por meio da clonagem de 10 amostras de biofilme subgengival de 10 individuos
portadores de doencga periodontal agressiva. Foram detectadas 70 diferentes
espécies de bactérias. A barra superior representa a diferenca de 5% na
sequéncia genbmica entre as espécies.
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Com o objetivo de analisar a diversidade entre sitios dentro do mesmo
individuo, os clones 16S rRNA oriundos de amostras subgengivais de dois sitios
com PS>7mm e de um sitio com PS<3mm que n&o apresentava sangramento a
sondagem foram sequenciados.

A Figura 9 apresenta a arvore filogenética construida a partir dos dados
de 16SrRNA obtidos de amostras de dois sitios profundos e de um sitio raso
com caracteristicas clinicas saudaveis do mesmo individuo. Vinte e uma
espécies diferentes foram encontradas no sitio raso e 43 espécies foram
encontradas nos sitios profundos. A espécie V. parvula foi encontrada em maior
proporcao no sitio raso e Selenomonas sp. EW076, Selenomonas sp. GAA14 e
Eubacterium saphenum foram encontradas em niveis elevados nos sitios
profundos. Apenas as espécies Selenomonas sp. P2PA_80 e Streptococcus
mitis foram encontradas nas 3 amostras do mesmo individuo.

Aleatoriamente a amostra 4 (Figura 8) foi selecionada para que a
metodologia fosse realizada em duplicata, a fim de se observar a
reprodutibilidade do método de amplificagdo e clonagem. A Tabela 5 apresenta
a frequéncia e a proporgdo das espécies detectadas pela clonagem e
sequenciamento da amostra em duplicata. Noventa e um clones foram
sequenciados com sucesso na primeira reagao e 87 clones na segunda reagéao.
Foram detectadas 35 espécies diferentes para ambas reagdes. Algumas
diferencas foram observadas, incluindo 11 espécies que foram encontradas
somente na reagcao 01 e outras 10 espécies que foram encontradas apenas na

reacao 02. Quatorze espécies foram detectadas em ambas as reagdes e muitas
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Figura 9. Arvore filogenética construida a partir da sequéncia de 1.500 pb do gene 16S rRNA
das espécies observadas na biblioteca gendmica obtida por meio da clonagem de
2 amostras de biofilme subgengival de sitios profundos (PS>7mm; P-1 e P-2) e de
uma amostra de sitio raso (PS<3mm; S) de um mesmo individuo. A barra superior
representa a diferenca de 5% na seqiiéncia gendmica entre as espécies.
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delas apresentaram niveis semelhantes de prevaléncia, tais como: Gemella
morbilorum, A. geminatus, S. noxia, Selenomonas sp. GA014, Selenomonas
sputigena, Streptococcus anginosus, Streptococcus constellatus, Veillonela
parvula/dispar.

A principal diferenga observada entre as duas reagdes realizadas com o mesmo
molde de DNA (amostra 4, Figura 08) foi observada em relagdo a prevaléncia da
espécie Selenomonas genomosp. C2, encontrada somente na reagdo 02 em

uma alta prevaléncia (14,9%).

59



Tabela 5. Frequéncia e propor¢cao das espéceis encontradas pela clonagem e
sequenciamento de uma amostra individual realizada em duplicata.

Amostra 4 (reacdo 01) n % Amostra 4 (reacdo 02) n %
Dialister invisus 2 2,2 Dialister invisus 5 5,7
Dialister sp. 55A-29 2 2,2
Dialister sp. BS095 2 2,2 Dialister BS095 1 1,1

Dialister GB027 2 2,2
Eubacterium infirmum 1 1,1

Eubacterium saburreum 2 2,2
Eubacterium sp. DO016 1 1,1 Eubacterium sp. DO016 1 1,1
Eubacterium sp. IR009 1 1,1 Eubacterium sp. IR0O09 1 1,1
Eubacterium sp. JNO88 3 3,3

Eubacterium sp. BP2-88 2 2,2
Filifactor alocis 1 1,1
Firmicutes sp. FO58 1 1.1 Firmicutes sp. FO58 1 ,

Fusubacterium nucleatum 1 ,
Gemella morbilorum 8 8,8 Gemella morbilorum 5 5,7
Anaeroglobus geminatus 30 33,0 Anaeroglobus geminatus 14 161

Peptostreptococcus sp. FLO0O8 1 1,1

Peptostreptococcus sp. HE064 1 :

Peptostreptococcus sp. BS044 1 1,1
Selenomonas genomosp. C2 1
Selenomonas noxia 4 4.4 Selenomonas noxia 6 6,9
Selenomonas sp. AA024 1
Selenomonas EW076 2

Selenomonas sp. CS015 2 2,2

Selenomonas sp. DS051 3 3,3

Selenomonas sp. GA014 3 3,3 Selenomonas sp. GA014 4 4.6
Selenomonas sputigena 6 6,6 Selenomonas sputigena 8 9,2
Shuttleworthia satelles 1 1,1

Streptococcus anginosus 3 3,3 Streptococcus anginosus 5 5,7
Streptococcus constellatus 3 3,3 Streptococcus constellatus 5 57
Streptococcus cristatus 2 2,2

Streptococcus mitis bv2 1 1,1

Streptococcus mitis 2 2,2 Streptococcus mitis 2 2,2

Streptococcus oralis 1 1,1

Veillonela parvula/dispar 4 4,4 Veillonela parvula/dispar 3 ,
Veillonella sp. BU0O83 4 4.4

Total 91 100 87 100




5 DISCUSSAO

O Encontro Internacional para classificacdo das doencas periodontais
ocorrido em 1999 (ARMITAGE, 1999; LANG et al.,, 1999; ARMITAGE 2004)
substituiu os termos periodontite juvenil localizada (PJL), doenga periodontal de
acometimento precoce e doencga periodontal de rapida progressdao por um unico
termo denominado doenca periodontal agressiva. Esta ainda pode ser classificada
de acordo com a extensdo da doencga em localizada ou generalizada (ARMITAGE
1999; LANG et al., 1999). Esta infecgdo periodontal é vista como uma entidade
clinica especifica, com sinais clinicos distintos, que a diferem da periodontite
cronica. Existe um forte consenso na literatura quanto ao envolvimento da espécie
bacteriana A. actinomycetemcomitans na etiopatogenia da doenga periodontal
agressiva (SLOTS et al., 1980; ZAMBON et al., 1985; SCHENKEIN et al., 1993;
TINOCO et al., 1997, CORTELLI et al., 2005). Porém, poucos estudos avaliaram
de forma mais complexa a composi¢cdo da microbiota subgengival de individuos
com periodontite agressiva (ALBANDAR et al.,, 1997; CHRISTERSSON et al.,
1985; CORTELLI et al, 2005). De modo geral, os estudos utilizaram a cultura
microbiana ou PCR para determinacdo da microbiota associada a periodontite
agressiva (ALBANDAR et al. 1997; TINOCO et al, 1997; GAJARDO et al, 2005;
KAMMA et al., 1999, 2001, 2004, GAJARDO et al., 2005). O advento de novas
técnicas microbiolégicas e o avango na identificacdo de novas espécies de
microrganismos vem demonstrando que alguns individuos portadores de doenca
periodontal agressiva ndo apresentam ou apresentam baixas proporgbes de A.

actinomycetemcomitans (HAN et al., 1991; KAMMA et al. 2001; MULLALLY et al.,
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2000; LOPEZ et al., 1996; TREVILATTO et al., 2002; KAMMA et al., 2004). Esses
dados sugerem que outras espécies bacterianas poderiam estar relacionadas ao

inicio e progressao desta doenca.

Sendo assim, o principal objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil
microbiano subgengival por meio da técnica da Hibridagdo DNA-DNA e a
diversidade bacteriana por analise clonal do gene 16S rRNA em amostras de
biofiilme subgengival em uma populagdo brasileira portadora de doenga

periodontal agressiva.

Primeiramente, € relevante a discussdo do perfil clinico dos individuos
selecionados. O grupo Saudavel apresentou todos os parametros clinicos
compativeis com saude periodontal, como valores significativamente inferiores dos
parametros de profundidade de sondagem, nivel clinico de insergédo, sangramento
a sondagem, sangramento gengival e supuragcdo em relagdo ao grupo de
individuos portadores de periodontite agressiva. O unico parametro clinico que
nao diferiu significativamente entre os grupos foi o indice de placa visivel. Embora
uma das caracteristicas da doenga periodontal agressiva seja a baixa quantidade
de biofilme supragengival, os individuos selecionados para este estudo
apresentavam um indice de placa relativamente alto, em torno de 53,30+14,8,
enquanto o grupo Saudavel apresentou média de 43,7+17,8 para este parametro.
Valores semelhantes de indice de placa visivel foram relatados na literatura entre
individuos saudaveis (XIMENEZ-FLYVIE et al., 2000) e individuos portadores de

doenga periodontal agressiva (GAJARDO et al., 2005).
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Em relacdo a extensdo da doenca, de acordo com as caracteristicas
clinicas observadas, pode-se sugerir que o grupo PA é formado por individuos que
apresentam doenga periodontal agressiva generalizada. Além de ter sido
observada uma média elevada de profundidade de sondagem e nivel clinico de
insercao (4,72 +0,75 e 4,65+1,14, respectivamente), 59,3% dos sitios analisados
apresentavam PS>4mm, e 60% apresentavam NCI>4 mm. Perfis clinicos
semelhantes de individuos com doenga periodontal agressiva generalizada foram
relatados por outros autores (DARBY et al., 2000; KURU et al., 1999; MULLALLY

et al., 2000; KAMMA et al., 2004; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006).

Muitos estudos microbiolégicos envolvendo individuos com doenga
periodontal agressiva tém avaliado poucas espécies bacterianas (SLOTS et al.,
1980; ZAMBON et al., 1985; SCHENKEIN et al., 1993; TINOCO et al., 1997;
CORTELLI et al., 2005). No entando, o biofilme subgengival € composto por
diversas espécies de microrganismos altamente relacionadas entre si. As
associagbes entre determinadas espécies, como a co-agregacdo, mediada por
diferentes adesinas presentes nas superficies celulares, e as relagdes de
cooperagao e antagonismo, e as diferentes fontes de nutricdo irdo caracterizar as
propriedades do biofilme que sera formado (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005;
KOLEMBRANDER et al.,, 2006). Assim sendo, é de suma importancia que o
biofiilme subgengival dos individuos com doencga periodontal agressiva seja
estudado de uma maneira mais complexa do que a analise de poucas espécies
bacterianas, que representariamuma pequena porcentagem do total de células

microbianas na amostra.
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Os resultados obtidos neste estudo com a técnica de Hibridagdo DNA-DNA
indicam que ha diferengas quantitativas e qualitativas nos padrbes de colonizagao
das 38 espécies avaliadas entre os dois grupos clinicos estudados (Figuras 1 e 2).
Foram observadas proporgbes médias significativamente mais altas de A.
gerencseriae, A. israelii, A. naeslundiil, S. sanguinis e C. ochraceae em amostras
de individuos saudaveis (S) comparadas as do grupo PA (Figura 1). Esses
achados corroboram estudos anteriores que indicam que essas espécies estao
associadas a saude periodontal (COLOMBO et al., 2002; LOPEZ et al., 2004,
SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; HAFFAJEE et al., 2006; XIMENEZ-FYVIE et
al., 2006).

Todas as espécies analisadas pelo método da Hibridacdo DNA-DNA foram
detectadas em amostras de individuos saudaveis e de individuos portadores de
doenga periodontal agressiva. Entretanto, varios microrganismos periodontais
foram encontrados em prevaléncias, niveis e propor¢cdes mais elevados nos
individuos com doenga periodontal agressiva do que nos saudaveis. Entre essas
espécies, podem-se destacar algumas espécies do complexo laranja; F.
nucleatum ssp. polymorphum, P. intermedia, F. nucleatum ssp. nucleatum, P.
nigrescens, F. nucleatum ss. vincentii, E. nodatum, P. micros, C. rectus; espécies
do complexo vermelho, P.gingivalis, T.forsythia e T. denticola e outros
microrganismos que nao se agrupam em nenhum complexo, tais como, S.noxia e
P. melaninogenica. Algumas destas espécies s&o consideradas patdgenos
periodontais verdadeiros ou possiveis patogenos (SLOTS et al.,, 1980; HOLT et

al., 1991; SOCRANSKY et al.,, 1998, HAFFAJEE et al., 2006) e tém sido
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relacionadas a diferentes formas de doengas periodontais (DZINK et al., 1988;
HAFFAJEE et al., 1988; HAFFAJEE et al., 1997a; SOCRANSKY e HAFFAJEE,
2005; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). Os achados do presente estudo estdo de
acordo com estudos microbiologicos anteriores que identificaram um grande
numero de patdgenos periodontais em individuos com doenga periodontal
agressiva, dentre eles, espécies do complexo vermelho e laranja (LOESCHE et al.
1972; MOORE et al. 1982; KAMMA et al., 1995; KAMMA et al. 1999; MOORE et
al., 2000; MULLALLY et al., 2000; MOMBELLI et al., 2002; KAMMA et al., 2004,

XIMENEZ-FLYVIE et al., 2006).

As espécies bacterianas relacionadas com doenca periodontal detectadas
em maior frequéncia, propor¢céo e nivel no grupo com peridontite agressiva foram
as espécies T. forsythia e P. gingivalis que pertencem ao complexo vermelho.
Estes achados corroboram com outros estudos que encontraram uma alta
prevaléncia destes patdogenos em individuos com doenga periodontal agressiva
(DARBY et al., 2000; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2004; XIMENEZ-
FLYVIE et al., 2006). KAMMA et al. (2004) analisaram 66 individuos com doenca
periodontal agressiva por meio de cultura e observaram que a propor¢éo de T.
forsythia e de P. gingivalis na microbiota viavel foi de 17,3% e 23,8%,
respectivamente. As proporgdes encontradas no presente estudo para estes
patégenos foram ligeiramente inferiores as relatadas por estes autores, sendo que
a T. forsythia representava 14,1% da microbiota subgengival e P. gingivalis 17,4%.
Sabe-se que os resultados de cultura referem-se ao total da microbiota viavel e os

resultados da Hibridagdo DNA-DNA refere-se apenas a propor¢céo das 38 sondas
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utilizadas. Além das diferengas entre metodologia entre os dois estudos (cultura,
KAMMA et al., 2004 e Hibridagdo DNA-DNA, presente estudo), o fato de os
individuos analisados no estudo de KAMMA et al. (2004) terem apresentado uma
média de profundidade de sondagem superior a dos pacientes analisados em

nosso estudo, poderia também explicar tais diferengas.

No presente estudo, outras espécies encontradas em prevaléncias e
propor¢gdes mais elevadas nos individuos com doenga periodontal agressiva do
que nos individuos saudaveis foram P. intermedia e P. nigrescens. Esses
microrganismos representavam 5,3% e 6,4% das espécies avaliadas e estavam
presentes, respectivamente, em 38,9% e 37,3% dos sitios avaliados em nivel de
contagem 210° células nos individuos com periodontite agressiva. Estes
resultados estdo de acordo com o estudo de ALBANDAR et al. (1997) que
analisaram individuos com doenca periodontal agressiva com idade variando entre
19 e 25 anos, por meio de sondas de DNA, e encontraram uma alta prevaléncia
para estas espécies de Prevotella. KURU et al. (1999), MULLALLY et al. (2000) e
KAMMA et al. (2004) também obtiveram resultados semelhantes aos obtidos no
presente estudo, demonstrando altas prevaléncias e proporgdes destes patdgenos
no biofilme subgengival de individuos portadores de doenga periodontal agressiva.
Complementando, espécies de Fusubacterium também foram encontradas em
prevaléncia e niveis de contagem elevados nas amostras subgengivais de
individuos com doenga periodontal agressiva em comparagéo aos individuos com
saude periodontal. Assim, esses resultados corroboram com estudos ja realizados

que detectaram uma alta prevaléncia de F. nucleatum em individuos com doenca
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periodontal agressiva (KURU et al., 1999; ALBANDAR et al., 1997; KAMMA et al.,

2004; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006).

No presente estudo, A. actinomycetemcomitans foi detectado em apenas
9% dos sitios em nivel de contagem superior ou igual a 10° células/amostra nos
individuos com doenga periodontal agressiva. Por outro lado, utilizando como
ponto de corte o nivel de sensibilidade do Checkerboard DNA-DNA Hybridization
(10* células) foi possivel notar que o porcentual de sitios colonizados por A.
actinomycetemcomitans foi de 70,3% para os individuos com periodontite
agressiva (Anexo 5). Esse resultado estda de acordo com outros estudos que
observaram uma alta prevaléncia deste patégeno em individuos portadores de
doenga periodontal agressiva (ZAMBON 1985; SCHENKEIN et al., 1993; TINOCO
et al.,, 1997; CORTELLI et al., 2005). Entretanto, apesar desta alta prevaléncia ao
nivel de 10* células, este periodontopatdégeno foi detectado em baixas propor¢des
e contagens nas amostras destes individuos. A proporcdo de A.
actinomycetemcomitans detectada no presente estudo esta de acordo com outros
estudos (KAMMA et al., 2004; HAN et al., 1991; VAN DER VELDEN et al., 1989).
KAMMA et al. (2004) detectaram 34 espécies bacterianas em amostras de
biofilme subgengival de individuos com doenga periodontal agressiva por meio de
cultura microbiana e observaram que A. actinomycetemcomitans correspondia a
cerca de 5,9% da microbiota viavel. Estudos de cultura mostram que A.
actinomycetemcomitans esta presente em uma propor¢cdo em torno de 4-5% do
total de espécies viaveis (RAMS et al., 1997; KAMMA et al., 2004). Os dados aqui

apresentados revelaram uma propor¢cdo media de A. actinomycetemcomitans de
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4,7% nas amostras de periodontite agressiva, em relagdo ao total de organismos
analisados por sonda de DNA. As baixas propor¢des de A.
actinomycetemcomitans levaram BRAGD et al. (1987) e RAMS et al. (1997) a
sugerir que este microrganismo apresenta uma alta patogenicidade mesmo em
baixas proporgdes no ambiente subgengival. Complementando, HAMLET et al.
(2001) sugeriram que provavelmente A. actinomycetemcomitans seria um dos
principais responsaveis pelo inicio da doenga periodontal agressiva e
posteriormente o0 aumento da profundidade de sondagem e a diminuigdo da taxa
de oxigénio no ambiente subgengival permitiiam que espécies anaerdbias
estritas, tais como P. gingivalis, se desenvolvessem. Pode-se observar por nossos
resultados que P. gingivalis foi detectado em niveis, proporgdo e prevaléncia
elevados nos sitios intermediarios e profundos dos individuos com doenca
periodontal agressiva, maiores do que nas amostras de individuos com saude
periodontal (Figura 3). Estes resultados estdo de acordo com estudos que
associaram a presenga do P. gingivalis a doenga periodontal agressiva
generalizada (TAKEUCHI et al., 2003; HAMLET et al., 2001; KAMMA et al., 2004;

XIMENEZ-FYVIE et al., 2006).

Apenas recentemente, a técnica da Hibridagdo DNA-DNA foi usada para
analisar o perfil microbiolégico de 19 individuos mexicanos com doenga
periodontal agressiva generalizada (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006). Os resultados
obtidos por estes autores foram semelhantes aos resultados do presente estudo,

onde foram observados niveis, propor¢cdes e prevaléncia elevadas de espécies do
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complexo laranja e do complexo vermelho no biofilme subgengival do grupo com
doenga periodontal agressiva quando comparados a individuos saudaveis.

Em relacdo as limitagdes deste estudo pode-se citar o numero de
individuos avaliados no grupo com doenga periodontal agressiva. Apesar de
varios estudos usarem um numero pequeno de individuos com doenga periodontal
agressiva (ZAMBOM et al., 1983; LEE et al., 2003; XIMENEZ-FLYVIE et al.,
2006), devido a especificidade da doenga, o aumento deste numero poderia
aumentar a poténcia do estudo, realgcar as diferencas ja apontadas e,
eventualmente, identificar outras diferencas importantes que nao foram notadas.
Outro ponto que deve ser considerado é que as sondas de DNA aqui empregadas
nao diferenciam clones virulentos de nao-virulentos. Talvez o mais importante
exemplo desta limitagdo seja o caso de A. actinomycetemcomitans. Embora A.
actinomycetemcomitans seja considerado um patégeno na doenga periodontal
agressiva, sabe-se que clones altamente leucotoxicos estdo associados com as
formas mais agressivas da doenca (HAUBEK et al., 2001). Desta maneira, apesar
deste patogeno ter sido encontrado nos individuos com doenga periodontal
agressiva numa prevaléncia elevada, uma sonda que diferenciasse clones

virulentos de clones nao-virulentos seria util em estudos futuros.

Considerando que a Hibridagdo DNA-DNA tém a capacidade de analisar
somente os organismos homodlogos as sondas empregadas, o presente estudo
também analisou a diversidade bacteriana empregando a analise clonal por 16S
rRNA. Esta ultima tem demonstrado, nos ultimos anos, a grande diversidade de

microrganismos presentes no ambiente subgengival e em outros nichos da
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cavidade bucal (SAKAMOTO et al., 2000; PASTER et al., 2001; KAZOR et al.,
2003; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005).

No presente estudo foram analisadas amostras de 10 individuos com
doenga periodontal agressiva, sendo que as reagdes de amplificagdo do gene 16S
rRNA, clonagem em E. coli e posterior sequenciamento foram realizados em 12
amostras previamente selecionadas (ver item 3.5.2.1- Seleg&o dos sitios testes).
Um mil e noventa e quatro clones foram analisados nos quais foram encontradas
156 espécies diferentes de bactérias (Anexo 4). A Figura 8 apresenta as 70
espécies mais prevalentes. A analise da literatura revelou que 40 destas 70
espécies (57%) ainda nao foram cultivadas (Figura 8). Este resultado representa
uma alta proporcao de espécies ainda nao cultivadas em comparacido a média de
40% de espécies ainda nao cultivadas encontrada em estudos de doenca
periodontal crénica (PASTER et al., 2001; PASTER et al., 2002; KUMMAR et al.,
2005; AAS et al.,, 2005) ou de outras infecgbes orais (KAZOR et al.,, 2003;
SAKAMOTO et al., 2006).

Foi possivel observar que o género Selenomonas, seguido por espécies de
Streptococcus, foram as espécies predominantes nos sitios com PS>7mm. De um
modo geral, 50% da biblioteca genémica observada foi constituida por estes dois
géneros (Figura 8). Foram encontradas 31 espécies diferentes de Selenomonas,
sendo a espécie Selenomonas sputigena a mais prevalente, encontrada em 9
entre os 10 individuos. Este bacilo, multiflagelado, dotado de motilidade,
anaerobio estrito e Gram-negativo (mesmo pertencente ao filo Firmicutes;

KOLENBRANDER et al.,, 1984) tem sido associado com casos de periodontite
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ulcerativa necrozante (GMUR et al., 2004), periodontite de progressao rapida
(KAMMA et al., 1994) e lesbes periodontais ativas (HAFFAJEE et al., 1984; DZINK
et al., 1988; TANNER et al., 1998). Outras espécies de Selenomonas encontradas
em alta prevaléncia foram: Selenomonas sp. oral clone EW084/ EWO076/ FT050/
strain GAA14/ P2PA_80 e Selenomonas noxia. Estes resultados corroboram com
outros estudos que encontraram alta prevaléncia destas espécies em infeccbes
orais (PASTER et al., 2001; PASTER et al., 2002; KUMAR et al., 2005; de LILLO
et al., 2006). Embora esta colonizagdo predominante por diferentes espécies de
Selenomonas n&o fosse esperada, alguns relatos descreveram um grande
aumento de bactérias moveis em sitios ativos com doenga periodontal (TANNER
et al., 1998). Assim sendo, os resultados deste estudo corroboram com a hipotese
de um papel relevante destas espécies na etiologia da doenga periodontal

agressiva.

Outras 3 espécies que vem sendo associadas com diferentes formas de
doenca periodontal e que foram encontradas em alta prevaléncia no presente
estudo foram as espécies Anaeroglobus geminatus (Megasphaera sp. BB166),
Dialister invisus e Capnocytophaga granulosa. Ambos, Anaeroglobus geminatus e
D. invisus, tém sido detectados em grande numero no ambiente subgengival de
individuos com doenga periodontal, mas ndo em individuos saudaveis (PASTER
et al., 2001; KUMAR et al., 2003; KUMAR et al., 2005). Aléem disso, C. granulosa
foi recentemente associada com doenga periodontal crénica (CIANTAR et al.,

2001; CIANTAR et al., 2005).
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Em um estudo similar, HUTTER et al. (2003) analisaram 578 clones
(sequéncias) provenientes de amostras do biofilme subgengival de 26 individudos
com doenga periodontal agressiva e observaram uma maior diversidade
bacteriana do que a detectada no presente estudo. Os autores relataram a
presenca de espécies periodontopatogénicas tais como P. gingivalis e Treponema
socranskii. No presente estudo, a diversidade bacteriana foi menor e os
patdgenos classicos ndo foram encontrados pela clonagem 16S rRNA. Estas
diferencas nos resultados poderiam ser em virtude da populagao estudada, uma
vez que HUTTER et al. (2003) selecionaram individuos com média de idade de
46 anos (variagdo de 22 a 73 anos), portanto superior a do presente estudo
(média de 26 anos, variagao de 20 a 29 anos), e os critérios para classificagdo de
periodontite agressiva diferiram entre os estudos. Associado a este fator, os
primers universais utilizados no presente estudo e no estudo de HUTTER et al.
(2003) nao foram iguais, o que pode ter contribuido para a diferenga entre os
resultados.

Com base nos resultados deste estudo é possivel sugerir que existem
variagbes quantitativas e qualitativas no perfil de colonizagdo bacteriana do
ambiente subgengival entre diferentes individuos e entre diferentes sitios do
mesmo individuo (Figura 8 e 9). Esta variacdo no perfil de colonizagéao
subgengival intra e inter-individuos foi recentemente descrita por TELES et al.
(2006) usando a Hibridacdo DNA-DNA e por outros autores utilizando cultura e
métodos moleculares (MOORE et al., 2000; KAMMA et al., 1995). TELES et al.

(2006) sugeriram que diferentes individuos podem possuir perfis de colonizagéo
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microbiana diferenciados, indicando que diversos patéogenos podem ser
responsaveis pela etiologia da doenga periodontal. Entretanto, existem grupos de
espécies que podem ser agrupadas por meio de analise de clusters ou outras
técnicas estatisticas, contudo, a andlise de um grande numero de amostras €&
necessaria.

No presente estudo foram analisadas 12 amostras diferentes provenientes
de 10 individuos com doenca periodontal agressiva. Uma das amostras (amostra
4) foi analisada em duplicata, e os dados apresentados na tabela 5. Entre as 35
espécies detectadas nesta amostra, 14 foram detectadas em ambas amostras.
Todas as espécies com prevaléncia maior que 5% foram detectadas em ambos
ensaios, com exceg¢ao do clone Selenomas genomosp C2, que foi detectado em
13 clones, na reacao 02. Estas diferencas poderiam possivelmente ser superadas
se maior numero de clones fossem sequenciados a cada reacdo, ou que mais de
um par de primers universais fossem utilizados. Entretanto, os procedimentos de
clonagem e sequenciamento sao financeiramente onerosos e demandam muito
tempo de laboratorio, o que torna impraticavel a analise de um grande numero de
amostras.

Foram sequenciados no presente estudo 86 clones por amostra em média.
Este numero é similar ao relatado por PASTER et al. (2001, 2002) e Aas et al.
(2005). Porém, outros estudos como os descritos por SAKAMOTO et al. (2000,
2006), e o estudo com pacientes com periodontite agressiva de HUTTER et al
(2003) analisaram um numero muito menor de clones (variagdo de 15 a 25 por

amostra). Portanto, a analise por 16S rRNA é apenas descritiva, sinalizando a
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presenca de diferentes espécies em um determinado nicho, mas a real
prevaléncia das diferentes espécies deveria ser confirmada por outros métodos,
analisando maior numero de sitios, em um grande numero de pacientes.

Quando comparamos os resultados obtidos pela Hibridagdo DNA-DNA e os
resultados da analise clonal da regido do gene 16S rRNA sdo observadas
diferengas significativas entre os dois métodos microbioldgicos. O delineamento
experimental do presente estudo n&do teve como objetivo a comparagao entre os
métodos microbiolégicos, entretanto algumas consideragées podem ser feitas.
Foram avaliadas pela Hibridacdo DNA-DNA 108 amostras de biofilme subgengival

e pelo sequenciamento e clonagem do gene 16S rRNA 12 amostras.

Podemos sugerir que nas amostras avaliadas, a proporgdo das espécies
mais prevalentes encontradas pelo método da Hibridacdo DNA-DNA estavam
abaixo do limite de deteccdo do método da andlise clonal, ou seja < 2% da
microbita total (PASTER et al. 2001). Outros aspectos a serem considerados sdo
0s vieses que a propria técnica de amplificacdo pode induzir em amostras
multigenémicas. De LILLO et al. (2006) utilizaram 3 primers universais para
Bactérias e observaram que bibliotecas genémicas diferentes foram encontradas
apo6s a utilizacdo do mesmo molde de DNA proveniente de amostra de biofilme
subgengival. Além disso, o numero de ciclos de amplificagdo também pode
favorecer os vieses nos estudos de ecologia. BONNET et al. (2002) observaram
que diferentes resultados foram encontrados variando o numero de ciclos de
amplificacdo de 10 até 25 ciclos. Resultados semelhantes haviam sido descritos

anteriormente por SUZUKI e GIOVANNONI (1996). Além disso, métodos de
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extracdo de DNA podem influenciar a biblioteca genémica formada (ZOETENDAL
et al. 2001, SCUPHAM et al. 2007). Os mecanismos que causam estas diferentes
bibliotecas gendmicas a partir do mesmo molde de DNA n&o s&o conhecidos e
necessitam de mais investigagdes. Outros aspectos podem ser considerados, tais
como o risco de reagao cruzada existente quando utilizamos sondas genémicas
totais, como é o caso do método da Hibridagdo DNA-DNA aqui empregado.
SOCRANSKY et al. (2004) relataram que o risco de reagao cruzada deste método
é inferior a 5% e que normalmente esta ocorreria entre espécies do mesmo
género. Assim sendo, outros estudos sdao necessarios para explicar a diferencga

nos resultados entre os métodos utilizados no presente estudo.

O maior ponto positivo deste estudo foi a utilizacdo de duas técnicas
moleculares para detecgdo microbioldgica, tendo em vista que o biofiime
subgengival € altamente complexo e que a interagdo entre as espécies ira
determinar o papel patogénico desta massa bacteriana (SOCRANSKY e
HAFFAJEE 2005; KOLENBRANDER et al., 2006). Assim, a Hibridagdo DNA- DNA
permitiu a analise de 38 espe’cies bacterianas em um grande numero de
amostras em individuos com doenga periodontal agressiva. Por outro lado, a
analise clonal 16S rRNA nao requer a selecdo prévia da microbiota a ser
estudada, permitindo uma visualizagdo possivelmente mais proxima a realidade
da microbiota. A Hibridacdo DNA-DNA tém a capacidade de além de identificar a
presencga ou a auséncia de microrganismos, também quantificar os niveis dessas
espécies nas amostras analisadas. O teste possui uma sensibilidade de detecgao

de 10* células bacterianas. Este nivel de deteccdo é satisfatério, principalmente
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porque sabe-se que a principal diferenga entre individuos saudaveis e individuos
doentes esta nos niveis das espécies no biofime dental, e ndo na simples
presenga ou auséncia destas no ambiente subgengival. Sendo assim, diversos
autores tém considerado no calculo de prevaléncia, os sitios colonizados apenas
aqueles com contagens bacterianas superiores a 10* ou 10° células

(SOCRANSKY e HAFAJEE et al. 2005; HAFFAJEE et al., 2006).

Assim sendo, pode-se observar nas Figuras 1 e 3, uma alta prevaléncia de
bactérias periodontopatogénicas, tais como espécies do complexo vermelho (T.
forsythia, P. gingivalis e T. denticola) e laranja (F. nucleatum ssp. nucleatum, F.
nucleatum ssp. polymorphum, F. nucleatum ssp. vincentii, E. nodatum, P.
intermedia, P. nigrescens), por meio das sondas de DNA. Enquanto que a analise
da diversidade obtida pela clonagem e sequenciamento do gene 16S rRNA
revelou a predominancia de diferentes espécies de Selenomonas e Streptococcus

sp. (Figura 8).

Assim sendo, estes dados sugerem a necessidade de maiores estudos que
revelem a real associagdo dos microrganismos detectados por analise clonal de
16SrRNA com o inicio e progressao da doenga periodontal agressiva. Além disso,
estudos que revelem os fatores de viruléncia e a resposta do hospedeiro a estes
organismos, muitos ainda nao cultivaveis s&do relevantes para o entendimento da
etiologia da doencga. Por ultimo, estudos longitudinais que revelem as mudancgas
na microbiota como um todo associadas ao sucesso e ao insucesso da terapia
periodontal suportariam a inclusdo de certas espécies no grupo dos organismos

considerados periodontopatdgenos.
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6 CONCLUSAO
Baseados na metodologia empregada podem concluir que:

Os perfis de colonizagdo microbiana determinados por Hibridagdo DNA-
DNA de individuos brasileiros com doenga periodontal agressiva e

periodontalmente saudaveis sao distintos, sendo que:

- 0 grupo com periodontite agressiva apresentou frequéncia, niveis e proporgdes
mais elevados de espécies relacionadas a periodontite, principalmente do
complexo vermelho, e mais baixos de microrganismos benéficos do que o grupo

de individuos com saude periodontal.

- A. actinomycetemcomitans apresentou-se em niveis, propor¢cdo e prevaléncia
mais elevados nas amostras dos individuos com periodontite agressiva, sugerindo
a sua associagdo com a doenga. No entanto, A. actinomycetemcomitans estava
presente em baixas propor¢des, ndo apresentado correlacdo com os parametros

clinicos da doenga periodontal analisados.

- Houve uma correlagéo entre a profundidade de sondagem e a proporgéo das
espécies do complexo vermelho nos individuos com periodontite agressiva,

sugerindo a sua participagédo na doenca.

A microbiota subgengival determinada por Analise clonal de 16S rRNA de
amostras de individuos brasileiros com doencga periodontal agressiva é constituida

por:

- microrganismos nao cultivaveis em cerca de 57%.
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- Espécies de Selenomonas, principalmente S. sputigena, em alta

proporgao.

- Por espécies dos géneros Streptococcus e Selenomonas em cerca de

50%.
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Universidade de Sio Paulo ST
Instituto de Ciéncias Biomédicas
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE LARECI DO PACI

ESTUDO: Identificacio de possiveis organismos associados i periodontite agressiva por
anilise clonal de 16SrRNA

Voeé estd sendo convidadofa) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento
abaixo contém todas as informagdes necessdrias sobre a pesquisa que estamos fuzendo, Sua
colaboragdo neste estudo serd de muita imporidncia para nds, mas se desistir a qualquer

momento, isso ndo causard nenhum prejuizo a vocé.,

Eu, ( inserir o nome, profissdo, residente e domiciliado na .........voervoeenon, , portador da Cédula
de identidade, RG ......ooceeceeveeenenn. , € inscrito no CPE/MF .o nascido(a) em
I/, abaixo assinado(a), concordo de livre ¢ espontinea vontade em participar como
voluntirio(a) do estudo “Identificaglio de possiveis organismos associados 4 periodontite
agressiva por andlise clonal de 16SrRNA”. Declaro que obtive todas as informagdes

necessirias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto as dividas por mim

apresentadas.

Estou ciente que:

}] O estudo se faz necessdrio para que se possam descobrir as possiveis causas da doenga
denominada “Doenga periodontal agressiva™ que pretende estudar o perfil de bactérias
presentes na doenga periodontal agressiva ¢ identificar novas bactérias (zermes) que
possam estar associadas a doenga. A doenga periodontal agressiva ¢ uma inflamagio
das gengivas e pode levar até 4 perda dos dentes:

1) Serdo feitas coletas de placa dentaria (sujeira dos dentes) presente em trés diferentes
dentes, sendo realizadas no mesmo dia:

Ill)  Essa coleta serdo feitas apenas para este estudo e em nada influenciard o tralamento;
ndo vai me curar; ndio vai me causar nenhum problema, exceto o pequeno incomodo
momento da coleta (introdugiio da cureta entre o espago existente entre o dente ¢ a
gengiva);

IV)  Todos os voluntirios receberiio o tratamento periodontal gratuitamente. O tratamento
utilizado serd de raspagem das superficies dos dentes: coroa e raiz e o uso da
associaglo de antibioticos (Amoxacilina 500 mg 3x/dia durante 14 dias e
Metronidazole 400mg 3x/dia durante 14 dias) utilizados no tratamento das doengas

periodontais agressivas que ira ajudar na eliminagiio dos microrganismos (germes)



presentes na placa dentdria causadora da doenga nas gengivas. Todos esses
procedimentos sdo simples e ndo apresentam riscos para o paciente.

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragio neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagio;

VI) A desisiéncia niio causard nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico. Ndo vird
interferir no atendimento ou tratamento odontolégico;

VII)  Os resultados obtidos durante este ensaio serio mantidos em sigilo, mas concordo que
sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais ndo sejam
mencionados;

VIIl) Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final

desta pesquisa

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
( ) Nio desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

S0 Paulo, de de 2001

( ) Paciente / () RESPONSAVEL ...oovoceeeeeccr e st sss st s sr et e e sessens s sme e s ees s e e

Testemunha 1 :

MNome / RG / Telefone

Testemunha 2 :

Nome / RG / Telefone

Responsivel pelo Frojer:.

Dr. Marcelo de Faveri, Periodontista, CRO-PR: 15.431

Dividas: Marcelo de Faveri
Rua Piracema, n 71 apto 71, Santa Terezinha, $30 Paulo
Tel: 8456-4521

Davidas e reclamagies ;
Secretaria da Comissdo de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — ICB/USP -Fone 30917733
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ANEXO 3

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitaria “ Armando de Salles Oliveira”

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - cep. 05508-000 Sao Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55) (11) 3091.7733 - telefax : (55) (11) 3091-7438

e-mail: cep@ icb.usp.br

Sao Paulo, 02 de fevereiro de 2006.

PARECER 685/CEP

Prezado Senhor,

Atendendo sua solicitagao, a Comissio de Etica em Pesquisas
com Seres Humanos do ICB, em sua 62* reuniao, analisou o projeto de sua
responsabilidade intitulado: "ldentificacido de possiveis organismoes associados a
periodontite agressiva por andlise clonal de 165rRNA "

Informo que, ap0s andlise e discussao, o referido projeto, foi
aprovado por esta Comissao.

Esclareco a V.Sa. que dentro de 12 meses, relatério do referido
projeto devera ser encaminhado a Secretaria deste CEP.

Atenciosamente,

e u O"o

Prof. Dr. Luiz VlCE&\JTE Rizzo
Coordenador da Comissao de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - ICB /USP

IImo. Sr.

MARCELO DE FAVERI

Departamento de Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP

Comissao de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP
Aprovada pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, em 10 de fevereiro de 1998,
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ANEXO 4

FreqUéncias e a propor¢ao da relagao de todas as espécies identificadas a partir do gene 16S rRNA

AMOSTRAS

Espécies 01 02 03

04

05

06 07 08 09 10

11

12

13

Actinomyces gerencseriae
Atopobium parvulum

Atopobium rimae

Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga granulosa
Catonella sp. AH153

Catonella sp. EZ006

Clostridium sp. UQ083 1(1,2)
Clostridium sp. UW009 11,2
Desulfobullus sp. CH031 1(1,2)
Dialister invisus

Dialister pneumosintes
Dialister sp. 55A-29
Dialister sp. BS095
Dialister sp. GB027
Eubacterium brachy
Eubacterium tardum
Eubacterium sp. CK047
Eubacterium infirmum
Eubacterium saburreum
Eubacterium nodatum
Eubacterium saphenum
Eubacterium sp. BP2-88
Eubacterium sp. BUO14
Eubacterium sp. DO008
Eubacterium sp. DO008
Eubacterium sp. DO016
Eubacterium sp. IR009
Eubacterium sp. JM048
Eubacterium sp. JNO88
Eubacterium sp. PUS9.170
Eubacterium sp. JS001
ubacterium yurii

6(6,9)
4(4,8)

2(2,4)
1(1,2)

3(3,7)

2(2,2)
2(2,2)

1(1,1)

1(1,1)
1(1,1)

3(3,3)

2(2,4)
1(1,2)
2(2,4)

1(1,2)

6(7,1)
1(1,2)

3(3,5)

1(1,2)

3(4,1) 3(4,1) 8(8,7)

17(18)

3(3,1)  1(1,4) 8(10)

1(1,4)
2(2,1)
1(1,4)

1(1,1)

4(4,3) 2(2,2)

1(1,1)

5(7,0)

1(1,4)

4(5,6)

3(4,2)

2(2,6)

2(2,6)
5(6,5)

1(1,3)
27(35)

4(5,2)
1(1,3)
1(1,3)

5(5,7)

1(1,1)

2(2,2)

2(2,2)

2(2,2)




Espécie

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12

Filifactor alocis

Firmicutes sp. AO068
Firmicutes sp. F058

Firmicutes sp. MCE7_107
Fusubacterium nucleatum

G. proteobacterium sp.
uwo42

Gemella haemolysans
Gemella morbillorum

Gemella sp. Strain 933-88
Granulicatella adiacens
Granulicatella elegans
Kingella oralis
Lachnospiraceae genomosp C1
Lachnospiraceae sp. MCE9_31
Anaeroglobus germinatus
Megasphaera sp. BU0O57
Megasphaera sp. CS025
Mogibacterium neglectum
Peptococcus sp. 1070
Peptococcus sp. MCE10_265
Peptostreptococcus micros
Peptostreptococcus sp. BS044
Peptostreptococcus stomatis
Peptostreptococcus sp. FG014
Peptostreptococcus sp. FLO08
Peptostreptococcus sp. HE064
Peptostreptococcus sp. HE064
Porphyromonas sp. DA064
Porphyromonas sp. DA065
Pseudoramibacter alactolyticus
Selenomnas sp. P2PA_80
Selenomonas genomosp C2
Selenomonas infelix
Selenomonas noxia

26(31)
12(14)
2(2,4)

2(2,4)

2(2,3)

3(3,4)
1(1,1)

4(4,9)

1(1,2)

3(3,7)

3(3,7)

2(2,5)

1(1,2)

2(2,5)

7(8,6)

1(1,1)

1(1,1)

8(8,8)

30(33)

1(1,1)

4(4,4)

6(7,1)

1(1,2)

2(2,2)

1(1,1)

2(2,2)

5(5,4)

1(1,0)

1(1,0)

4(4,2)

2(2,7)

5(6,8)
1(1,4)

2(2,2)

3(3,3)

1(1,1)

32(35)

2(2,6)

5(6,5)

2(2,6)

8(10)

2(2,6)

1(1,3)

7(9,1)

2(2,8)

1(1,4)

1(1,4)
5(7,0)

2(2,8)

2(2,8)

3(3.,9)

1(1,3)

2(2,6)
1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

5(6,5)

14(16)

13(15)

6(6,9)
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Espécie

01

02

03

04

05

06

07

08

09 10

11

12

13

Filifactor alocis

Firmicutes sp. AO068
Firmicutes sp. FO58

Firmicutes sp. MCE7_107
Fusubacterium nucleatum

G. proteobacterium sp.
Uwo42

Gemella haemolysans
Gemella morbillorum

Gemella sp. Strain 933-88
Granulicatella adiacens
Granulicatella elegans

Kingella oralis
Lachnospiraceae genomosp C1
Lachnospiraceae sp. MCE9_31
Anaeroglobus germinatus
Megasphaera sp. BU0O57
Megasphaera sp. CS025
Mogibacterium neglectum
Peptococcus sp. 1070
Peptococcus sp. MCE10_265
Peptostreptococcus micros
Peptostreptococcus sp. BS044
Peptostreptococcus stomatis
Peptostreptococcus sp. FG014
Peptostreptococcus sp. FLO0O8
Peptostreptococcus sp. HE064
Peptostreptococcus sp. HE064
Porphyromonas sp. DA064
Porphyromonas sp. DA065
Pseudoramibacter alactolyticus
Selenomnas sp. P2PA_80
Selenomonas genomosp C2
Selenomonas infelix
Selenomonas noxia

26(31)
12(14)
2(2,4)

2(2,4)

2(2,3)

4(4,9)

1(1,2)

3(3,7)

3(3,7)

2(2,5)

1(1,2)

2(2,5)

7(8,6)

1(1,1)

1(1,1)

8(8,8)

30(33)

1(1,1)

4(4,4)

6(7,1)

1(1,2)

1(1,2)

5(5,9)
4(4,7)

2(2,2)

1(1,1)

2(2,2)

5(5,4)

1(1,0)

1(1,0)

4(4,2)

2(2,7)

1(1,4)

2(2,7)

5(6,8)
1(1,4)

2(2,6)
2(2,2)
5(6,5)

2(2,6)

3(3,3)

1(1,1)

8(10)

2(2,6)

1(1,3)

32(35)  7(9,1)

2(2,8)

2(2,8)

3(3.9)

1(1,3)

2(2,6)
1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

1(1,3)

5(6,5)

1(1,1)

1(1,1)

5(5,7)

14(16)

1(1,1)

1(1,1)

13(15)

6(6,9)
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Espécie

01 02 03 04

05

07

08

09

10

11

12

13

Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.
Selenomonas sp.

AA024
AJ036
Cl1002
CS002
CS015
CS024
DO042
DS051
EQO054
EW011
EW076
EW079
EW084
EY047
EZ011
FNA3
FT050
GI064
GT010
IK004
1Q048
1Q048
JS031
MB5_C08
P2PA_80
GAA14

Selenomonas sputigena
Shuttleworthia satelles
Solobacterium moorei
Sreptococcus anginosus
Streptococcus constellatus
Streptococcus cristatus
Streptococcus gordonii
Streptococcus intermedius

2(2,2)

3(3,3)

1(1,1)

3(3,4)
1(1,1)

2(2,4) 4(4,6) 44,9 6(6,6)

50(57) 3(3,3)
1(1,2)  4(4,6) 3(3,3)
3(3,6) 2(2,2)
18(21)

101,1)  17(21)

4(4,7)

8(9.4)

18(19)

4(4,2)

2(2,1)
12(12)
1(1,0)

16(17)
1(1,0)

2(2,1)

2(2,7)
3(4,1)

13(18)

2(2,7)

6(6,5)

2(2,2)

2(2,2)

2(2,2)

2(2,2)

2(2,6)

2(2,6)

8(10)

2(3)
15(20)

2(2,8)

2(2,8)

2(2,8)
2(2,8)

2(2,8)

5(7,0)

3(4,2)
6(8,5)
2(2,8)

3(3,9)

1(1,1)

2(2,3)

4(4,6)
8(9,2)

5(5,7)
5(5,7)
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Espécie

01

02

03 04

05

06

07

08

09

11

12

13

Streptococcus mitis bv2

Streptococcus
mitis/pneumoniae

Streptococcus oralis

Streptococcus parasanguinis

Streptococcus sanguinis

Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.
Streptococcus sp.

AY020
EKO048
FNO042
FX003
H3-M2
strain 7A

Streptococcus sp. UR053
Treponema I1:13
Treponema IV sp. JU025
Treponema V sp. AT040
Treponema vincentii
Veillonella atypica
Veillonella parvula/dispar
Veillonella sp. AA050
Veillonella sp. BUO83

7(8,3)

1(1,2)

3(3,6)

1(1,1)

1(1,1)

1(1,1)
8(9,2)

1(1,1)
2(2,2)

3(3,7)
1(1,2)
4(4,9)

9(11,1)

4(4,4)

4(4,4)

3(3,5)

1(1,2)

1(1,2)

1(1,1)

4(4,3)

2(2,2)
2(2,2)

3(3,1)

1(1,0)

4(4,2)

10(14)

1(1,4)

2(2,7)

4(4,3)
2(2,2)

6(6,5)

2(2,6)

2(2,6)

2(2,6)

1(1,3)

6(8,5)

1(1,4)

12(17)

5(6,5)

6(7,8)

2(2,6)

2(2,6)

2(2,2)

1(1,1)

3(3,4)

Total de clones

84

87

81 91

85

93

96

73

92

77

71

77

87

97



% sitios colonizados

A, gerencseriae
A. Israelii *

A. naeslundii 1*
A. odontolyticus *
V. parvula *

S. gordonii *

S. intermedius *
S. mitis *

S. oralis *

S. sanguinis *

A >

C. gingivalis *

C. ochracea *

C. sputigena *

E. corrodens *

C. gracilis *

C. rectus *

C. showae *

E. nodatum *

F. nuc ss nucleatum *
F. nue ss polymorphum *
F. nuc ss vicentii *
F. periodonticum *
M. micros *

P. intermedia *

P. nigrescens *

S. constellatus *

T. forsythia *

P. gingivalis *

T. denticola *

E. saburreum *

G. morbillorum *

L. buccalis *

P. acnes *

P. melaninogenica *
S. anginosus *

S. noxia *

T. Socranski *i

ANEXO 5

Saudavel Doenca Periodontal Agressiva

25 50 75 100% 0 25 50 75 100%

Perfil microbiano do percentual de sitios colonizados por niveis superioreres ou iguais 10* células das 38 espécies
bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival de 30 individuos periodontalmente saudaveis e 12 individuos
com periodontite agressiva generalizada. Analise de covaridncia ajustada para idade: * p<0,05. Os resultados foram
ajustados para comparag¢des multiplas segundo SOCRANSKY et al. (1991).
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