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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar possiveis diferengas no perfil de
similaridade da microbiota subgengival de individuos com diagnéstico clinico de
doenga periodontal. Duzentos e vinte individuos com doenga periodontal,
participantes de diferentes pesquisas clinicas sobre terapia periodontal,
desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do Programa de Pdés-graduacdo em
Odontologia da Universidade Guarulhos (UnG) foram incluidos neste estudo.
Os parametros clinicos avaliados em seis sitios por dente foram: profundidade
de sondagem (PS), nivel clinico de insercao (NCI), placa visivel, sangramento
gengival, sangramento a sondagem e supuracdo. Nove amostras de biofilme
subgengival foram coletadas por individuo, de acordo com as seguintes
categorias de PS: rasas (PS < 3mm), intermediarias (PS 4-6mm) e profundas
(PS = 7mm). As amostras foram avaliadas, quanto aos niveis e proporcdes de
40 espécies bacterianas subgengivais pela técnica Checkerboard DNA-DNA
Hybridization. Os microrganismos do complexo vermelho e laranja
apresentaram as maiores médias de contagem e proporcao. Com o objetivo de
estudar o perfil de similaridade dos individuos, dendogramas foram construidos
de acordo com os dados microbioldgicos. Nove clusters foram definidos
considerando um perfil de similaridade > 45%. Os niveis de contagem de 19
espécies foram significativamente diferentes entre os grupos. As contagens das
espécies bacterianas dos complexos laranja e vermelho nos grupos lll, IV e VIII
foram baixas, com niveis inferiores a 5 x 10° bactérias. As maiores proporcdes
do complexo vermelho foram observadas nos grupos V (44,0%) e VII (42,6%),
seguidos dos grupos Il (39,6%), VI (34,5%) e | (27,6%), e dos grupos IX
(24,9%), IV (22,7%), VIl (20,7) e Il (12,2%). Em relacdo ao complexo laranja,
os grupos | (39,6%) e VIl (38,9%) apresentaram as propor¢cdées mais elevadas.
Por outro lado, inesperadamente, os microrganismos considerados benéficos
se destacaram em alguns grupos com proporcdes elevadas. O complexo azul
representou 17,5% no grupo lll e 26% no grupo IV; e o complexo amarelo
representou 20,6% no grupo lll e 16,2% no grupo VIIl. Em conclusao, existem
diferengas no perfil de similaridade da microbiota subgengival de individuos
com diagnéstico clinico de doenca periodontal. Outros microrganismos, além
dos patégenos classicos do complexo vermelho, podem fazer parte da etiologia
da doenca periodontal.

Palavras chaves: Doenca periodontal; Microbiota subgengival; sondas de
DNA.



ABSTRACT

The objective of this study was to analyze possible differences in the
profile of similarity of the subgingival microbiota in subjects with clinical
diagnosis of periodontal disease. Two hundred and twenty subjects with
periodontal disease, participant of different clinical research on periodontal
therapy developed for the group of research of the Periodontology Graduate
Program of the Guarulhos University (UnG) were included in this study. The
clinical parameters evaluated at 6 sites per tooth at baseline were: probing
depth (PD), clinical attachment level (CAL), visible plaque, gingival bleeding,
bleeding on probing and suppuration. Nine subgingival biofilm samples were
collected per subject, 3 samples in each of the following initial PD categories:
shallow (PS < 3mm), moderate (PS 4-6 mm), and deep (PS = 7mm). The
samples were evaluated for the presence and levels of 40 bacterial subgingival
species using ckeckerboard DNA-DNA hybridization. The samples were
evaluated for the levels and proportions of 40 bacterial subgingival species
using checkerboard DNA-DNA hybridization. The microorganism of the red and
orange complex presented the higher mean level of counts and proportion. With
the objective to study the profile of similarity of the individuals, dendogram had
been constructed in accordance with the microbiological data. Nine clusters
were formed at > 45% similarity. The levels of 19 species had been significantly
different between the groups. The counts of species of the orange and red
complexes were lowest in groups lll, IV and VIII, with the inferior levels at 5 x
10° bacteria. The more elevated ratios of the red complex had been observed in
groups V (44.0%) and VIl (42.6%), followed of the groups Il (39.6%), VI (34.5%)
and | (27.6%), and of the groups IX (24.9%), IV (22.7%), VIl (20.7) and llI
(12.2%). About orange complex, the groups | (39.6%) and VIl (38.9%) showed
the more elevated proportions. On the other hand, unexpectedly, in some
groups the benefit microorganisms were in high ratios. The blue complex
represented 17.5% in group Il and 26% in group IV; and the yellow complex
represented 20.6% in group Il and 16.2% in group VIII. In conclusion, there are
differences in the profile of similarity of subgingival microbiota of the individuals
with clinical diagnosis of periodontal disease. Other microorganisms can to do a
role in the periodontal disease etiology, above the classic pathogens of the red
complex .

Key-words: Periodontal disease; subgingival microbiota; DNA probe.
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1 INTRODUCAO

A doenga periodontal € caracterizada como uma doenca infecciosa
que tem como fator etiolégico microrganismos especificos presentes no
biofilme bucal, que acometem as estruturas de protecdo e sustentacdo dos
dentes, levando a perda de insercao, de tecido 6sseo e eventualmente do
elemento dentario (SOCRANSKY et al., 1998; AAP, 1999; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2005). A forma mais comum da doenca periodontal € a crénica e
apesar de sua etiopatogenia ser conhecida e bem estudada, ainda ndo existe
um padrao ideal de terapia para todos os pacientes.

O ponto de partida para se definir uma terapia, seja em odontologia
ou nas diversas areas da medicina, € a compreensao da etiologia e progressao
das diferentes enfermidades. Neste contexto, vale ressaltar que as doencas
periodontais sdo um grupo de infeccdes que possuem como fator etioldgico
primario as bactérias presentes na cavidade oral, especialmente as que
colonizam as superficies dos dentes, supra e subgengivalmente. Muitos
avancos, ocorridos principalmente nas duas ultimas décadas, facilitaram o
entendimento da etiopatogenia das periodontites, incluindo a microbiota
patogénica relacionada a cada tipo de doenca e o perfil do hospedeiro. Esses
conhecimentos tém facilitado o direcionamento de terapias mais especificas
para cada paciente.

Em termos da microbiota, ja esta bem estabelecido na literatura que
a gengivite é decorrente do acumulo indiferenciado de bactérias na margem
gengival, enquanto que a destruigdo periodontal se relaciona ndo somente a
quantidade de biofilme, mas, principalmente, a sua composi¢cao (HAFFAJEE &
SOCRANSKY, 2006). Varios estudos demonstraram que certos
microrganismos ou grupos de microrganismos se relacionam com o inicio e a
progressdo da perda de insercao periodontal, enquanto que outras espécies,
consideradas compativeis com o hospedeiro, estdo mais associadas com
saude periodontal (TELES et al., 2006).

Até o momento ainda ndao é decisivo porque alguns pacientes,
sistemicamente saudaveis, com quadros clinicos semelhantes respondem de

maneira mais limitada as terapias periodontais do que outros. Dessa forma, o
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estudo detalhado da composi¢do do biofilme subgengival em individuos com
doenca periodontal crénica podera contribuir para o maior entendimento da

importancia da microbiota na escolha terapéutica.

1.1 Etiologia da doenca periodontal

Certos microrganismos presentes nos biofilmes orais tém sido
relacionados com o inicio e a progressao da periodontite (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2005). Porém, a simples presenca dessas bactérias na cavidade
bucal ndo determina que o individuo desenvolva a doencga. O equilibrio entre o
hospedeiro e a microbiota bucal é uma situacao benigna e nao oferece riscos
para as estruturas de suporte dos dentes. Ocasionalmente, um grupo de
bactérias pode proliferar ou exibir novas propriedades que levem a destruicéo
do periodonto. Pode-se assim considerar que a doenca periodontal se
desenvolve a partir de um desequilibrio na interacdo entre o hospedeiro e 0s
microrganismos (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005). O percentual de sitios
colonizados por esses patdégenos e a capacidade do organismo em combater
0S microrganismos agressores sao condicdes fundamentais para o
aparecimento de sinais clinicos da doenca periodontal. O classico estudo de
“gengivite experimental” (LOE et al. 1965) mostrou que o acimulo de placa
bacteriana na auséncia de higiene oral, em individuos saudaveis, por um
periodo de 21 dias, leva impreterivelmente a instalacdo de um processo
inflamatério gengival. Este mesmo estudo demonstrou que a remocao da placa
e a instituicdo de habitos de higiene bucal sdo capazes de reverter 0 processo
inflamatério.

Naquela época, acreditava-se que a doenca periodontal era oriunda
de um supercrescimento da placa bacteriana, de forma que qualquer
microrganismo presente no ambiente subgengival poderia contribuir ativamente
para a destruicao dos tecidos; e este conceito ficou conhecido como “Hipétese
da Placa Nao Especifica” (LOVDAL et al., 1958; SCHEI et al., 1959; LOE et al.,
1965; THEILADE et al., 1966; LOE et al., 1967; RUSSEL, 1967). Todavia,
investigacoes epidemiolégicas realizadas na década de 80 vieram a contradizer
esta hipotese (LOE et al., 1986; BAELUM et al., 1988). Nestes estudos foram

observados individuos que, mesmo com uma quantidade consideravel de placa
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bacteriana, nao desenvolviam doenca periodontal, enquanto outros individuos
com quantidades reduzidas de placa apresentavam uma rapida destruicao
tecidual. Retomou-se, entdo, o conceito da especificidade microbiana da
doenca periodontal, que ficou conhecido como “Hip6tese da Placa Especifica”
(LOESCHE, 1976). Esta hip6tese é aceita até os dias atuais e sugere que a
placa bacteriana subgengival presente em lesdes de periodontite € qualitativa e
quantitativamente diferente da placa presente em sitios saudaveis
(ROSENBERG et al.,1981; HINRICHS et al.,, 1985; DZINK et al., 1988;
ADRIAENS et al., 1988; ALBANDAR et al., 1990; CHRISTERSSON et al.,
1992; LOESCHE, 1992) e que diferentes formas da doenca estdo associadas
as diferentes espécies bacterianas ou grupos de bactérias (LOESCHE et al.
1985; MARSH, 1992; HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994; SOCRANSKY et al.,
1998). Sabe-se hoje que apesar de mais de 600 espécies bacterianas terem
sido isoladas e identificadas na cavidade bucal (SLOTS, 1977; MOORE et al.,
1987; LOESCHE & KAZOR, 2002), nem todas possuem papel determinante na
etiologia da doenca periodontal.

O desenvolvimento, na década de 90, de técnicas imunoldgicas e de
biologia molecular para a deteccdo dos microrganismos que compdem o0s
biofilmes orais foi importante para uma descricdo mais precisa das espécies
bacterianas subgengivais relacionadas a diferentes formas de periodontite
(CHRISTERSSON et al., 1987; AVILA-CAMPOS et al., 1999; SOCRANSKY et
al., 1994; GOMES et al., 2006). A grande vantagem dessas técnicas é a
possibilidade de deteccdo de microrganismos fastidiosos como a Tannerella
forsythia e as espiroquetas, espécies dificeis de serem detectadas pelos
métodos tradicionais de diagnostico, como a cultura bacteriana.

Socransky et al. (1994) descreveram a técnica de diagndstico
microbiolégico do Checkerboard DNA-DNA Hybridization que utiliza sondas de
DNA para o diagnéstico microbiolégico, e analisaram as associagdes entre 40
espécies bacterianas presentes na microbiota subgengival de individuos com
periodontite crénica (SOCRANSKY et al.,1998). Os autores observaram a
presenca de cinco complexos bacterianos principais neste ambiente
subgengival, de acordo com a relagao entre as diferentes espécies. Um dos
complexos, composto pelas espécies T. forsythia, Porphyromonas gingivalis e

Treponema denticola, chamado de complexo vermelho, foi fortemente
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relacionado com profundidade de sondagem e sangramento a sondagem.
Outro complexo, o laranja, que parece preceder a colonizacdo do complexo
vermelho foi dividido em dois grupos, um central, composto por Fusobacterium
nucleatum (Fusobacterium nucleatum ss. nucleatum, Fusobacterium nucleatum
ss. polymorphum, Fusobacterium nucleatum ss. vincentii), Fusobacterium
periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Parvimonas
micra; e outro grupo periférico, formado por Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e
Streptococcus constellatus. Os outros trés complexos, o amarelo, o verde e o
roxo, demonstraram grande associacao entre si € menor associagcdo com 0s
dois primeiros, e sao compostos por diversas espécies consideradas
compativeis com o hospedeiro. O complexo verde é formado por
Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga
ochracea, Eikenella corrodens e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
sorotipo a; o complexo amarelo € composto por um grupo de estreptococos:
Streptococcus  mitis,  Streptococcus  sanguinis,  Streptococcus  oralls,
Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius; e 0 complexo roxo inclui
Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As espécies de Selenomonas
noxia e Aggregatibacter actinomycetencomitans sorotipo b ndo se
correlacionaram com outras espécies. Posteriormente, algumas espécies de
actinomicetos (Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces
naeslundii genoespécies | e II) foram agrupadas no complexo azul
(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

1.1.1 Outros possiveis patogenos

Alguns estudos em microbiologia oral, realizados na ultima década,
tém proporcionado evidéncias adicionais do papel de outros patégenos na
etiologia da doenga periodontal e, assim, novos candidatos estdo sendo
sugeridos. Neste contexto, o foco dos pesquisadores esta voltado para outros
microrganismos diferentes daqueles usualmente considerados
periodontopatégenos (A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. gingivalis).
Na maioria dos casos, estudos de associacdo confirmaram a relagdo entre
espécies ja consideradas possiveis patdogenos e a etiologia das doencas
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periodontais, incluindo P. intermedia, Prevotella melaninogenica, F. nucleatum,
P. micra, E. corrodens, P. nigrescens, C. gingivalis, T. denticola, Treponema
socranskii, V. parvula e C. rectus (CHOI et al., 2000; PAPAPANOU et al., 2000;
SANZ et al., 2000; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; van WINKELHOFF et al.,
2002; DAROUT et al., 2003; HAFFAJEE et al., 2004; LOPEZ et al., 2004;
GAJARDO et al., 2005; van WINKELHOFF et al., 2005). Outras espécies
também tém sido associadas com a doenca periodontal, porém com menor
frequéncia: Eubacterium saphenum e Mogibacterium timidum (MAYANAGI et
al., 2004), Prevotella corporis, Prevotella disiens e Peptostreptococcus magnus
(SALARI et al., 2004), E. nodatum e Slackia exigua (BOOTH et al., 2004), e
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Bartonella sp (COLOMBO et al.,
2002).

Kumar et al. (2003), por meio da técnica PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), observaram associa¢cdes com periodontite crbnica para algumas
novas espécies ou filotipos, incluindo clones n&o-cultivaveis: Deferribacteres,
Bacteroides, OP11 e TM7, bem como as espécies denominadas E. saphenum,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella denticola e Cryptobacterium curtum.
Dewhirst et al. (2000) encontraram uma forte associacdo de uma populacao de
Treponema em sitios periodontais, envolvendo espécies cultivaveis e nao-
cultivaveis: T. denticola, Treponema maltophilum e Treponema sp. Smibert-3.
Wyss et al. (1996, 1997, 1999, 2001, 2004) isolaram cinco espécies de
treponemas de lesbes periodontais e sugeriram a nova nomenclatura:
Treponema amylovorumin sp. nov., Treponema parvum sp. nov., Treponema
lecithinolyticum sp. nov., Trepoenma putidum sp. nov., Treponema matophilum
sp. nov. Também tem sido sugerido que a espécie Exiguobacterium
aurantiacum pode representar um papel potencial na doenca periodontal
(ZIUNGE et al.,, 2003). Em 2008, LaGier & Threadgil, mais uma vez,
destacaram a possivel importante participacdo do C. rectus em alguns casos
de doenca periodontal. Mais recentemente, Vartoukian et al. (2009)
demonstraram a diversidade e morfologia de membros do filo Synergistetes na
saude e doenca periodontal. A partir dos resultados obtidos, os autores
sugeriram a associacdo da Synergistetes OTU 4.2 com a periodontite e,

consequentemente, com a patogenia da doenca.
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Desde 1996 a literatura (AAP, 1996) confirmou o papel do A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis como o0s verdadeiros
patdgenos periodontais. A partir dai, novas investigacdes sugeriram uma
extensa lista com outros microrganismos. Entretanto, muitas das pesquisas que
indicaram novos patégenos sdo estudos de associagdo que examinaram um
namero limitado de individuos, amostras e/ou espécies. A presente
investigacao tentara entender a participacdo de patégenos periodontais por
meio da analise da microbiota subgengival de um grande nimero de individuos
com periodontite. Provavelmente, a andlise desses dados tornard evidente o
fato de que muitos individuos com doenca apresentam baixos niveis e
proporcoes dos patégenos considerados verdadeiros (A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis) e, talvez, outras espécies

estarao associadas com a doencga nesses individuos.
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2 PROPOSICAO

Analisar possiveis diferencas no perfil de similaridade da microbiota
subgengival de individuos com diagndstico clinico de periodontite.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao da amostra

Os dados iniciais dos exames clinico e microbioldégico de 220
individuos participantes de diferentes pesquisas clinicas sobre terapia
periodontal, desenvolvidos pelo grupo de pesquisa do Programa de Poés-
graduacdao em Odontologia da Universidade Guarulhos (UnG) foram incluidos
neste estudo. A amostra total foi selecionada, de acordo com os critérios de
inclusao e exclusao abaixo descritos, a partir de um banco de dados com 350
pacientes. Independentemente do estudo ao qual o individuo participava, a
selecdo foi realizada por mestrandos em Odontologia (n=3), area de
concentracdo em periodontia, sob supervisdo dos professores da disciplina.
Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus
riscos e beneficios, incluindo os tipos de medicées clinicas e coletas
necessarias, além das terapias propostas. A participacao foi voluntaria e os
individuos assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
estando de acordo com a Resolucdo n° 196/96 das Diretrizes e Normas do
Conselho Nacional de Saude. Todas as pesquisas de origem dos pacientes
foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Guarulhos.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao

Para a inclusao no estudo, a selecdo dos participantes respeitou 0s
seguintes critérios:
- Voluntarios portadores de doenca periodontal generalizada - crbnica ou
agressiva;
- Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares;
- Minimo de seis dentes com pelo menos um sitio interproximal, ndo contiguo,
com profundidade de sondagem (PS) e nivel clinico de insercao (NCI) entre 5

e 10mm, preferencialmente distribuidos em sextantes distintos.
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Critérios de exclusao

Os critérios de exclusado foram os seguintes:
- Gestantes ou lactantes;
- Histérico de tratamento periodontal prévio nos Ultimos seis meses;
- Histérico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;
- Histdrico de uso de antissépticos orais nos ultimos seis meses;
- Doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou
exigisse medicacao profilatica ao tratamento;
- Reabilitagdes protéticas extensas.

3.3 Delineamento experimental

Apds a selecdo, os participantes do estudo responderam a um
questionario de saude (anamnese). Inicialmente todos os individuos foram
submetidos a exame clinico-periodontal completo e coleta de amostras de
biofilme subgengival, de acordo com o protocolo especificado nas duas
sessbes seguintes (ver 3.4 Avaliacdo clinico-periodontal e 3.5 Avaliacao
microbioldgica). Todos os individuos receberam terapia periodontal de acordo

com o protocolo terapéutico especifico da pesquisa a qual ele pertencia.

3.4 Avaliacao clinico-periodontal

O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo a fim de
realizar o diagnéstico do individuo. Trés examinadores foram treinados e
calibrados com o objetivo de conseguir a maxima reprodutibilidade nas
medicdes realizadas por cada um deles e entre eles. A metodologia utilizada
para a calibracao foi preconizada por Araujo et al. (2003), que avaliaram o erro
padrdao da medida (e.p.m.) e o erro médio percentual (e.m.p.) para 0s
parametros clinicos periodontais continuos (profundidade de sondagem e nivel
clinico de inser¢do). O e.p.m e o e.m.p variaram entre 0,09 mm - 0,31 mm e
2,0% - 5,79%, respectivamente. Para as variaveis categoricas considerando a

presenca ou auséncia do parametro clinico, foi realizada a média do nivel de
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concordancia para cada examinador e entre eles, obtendo-se concordancia
superior a 92% (Teste Kappa).

As mensuracgdes clinicas foram realizadas em seis sitios por dente
(mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual, distolingual),
em todos os dentes (exceto terceiros molares), utilizando-se sonda periodontal
milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15 HuFriedy do Brasil, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Os parametros clinicos avaliados incluiram:

e indice de Placa Visivel - (IPV) (AINAMO & BAY, 1975): presenca
(escore 1) ou auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel,

e indice de Sangramento Gengival - (ISG) (AINAMO & BAY, 1975):
presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento da gengiva
marginal, apds percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco
gengival;

e Profundidade de Sondagem - (PS): distancia, em milimetros, entre
a margem gengival livre e a porcao mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

¢ Nivel Clinico de Insercao - (NCI): distancia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a porcdo mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

e Sangramento a Sondagem - (SS): presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0) de sangramento, apdés 20 segundos da sondagem com a
sonda periodontal milimetrada;

e Supuracao - (SUP): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0)
de SUP espontanea ou apdés 20 segundos da sondagem com a sonda
periodontal milimetrada.

3.5 Avaliacao microbioldgica

3.5.1 Selecao dos sitios-teste

Foram selecionados nove sitios em cada voluntario, distribuidos
uniformemente de acordo com a profundidade de sondagem inicial nas
seguintes categorias (irés sitios por categoria): rasas (PS < 3mm),
intermediarias (PS 4-6 mm), e profundas (PS = 7mm). Quando um dos trés
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sitios profundos n&o foi encontrado, o mesmo foi substituido por sitio
intermediario. Estes sitios estavam localizados em faces dentais interproximais
nao-contiguas, e preferencialmente distribuidos entre os quatro quadrantes.
Sitios localizados em dentes com proteses mal adaptadas, lesdo de carie
extensa e/ou lesao endo-periodontal ndo foram utilizados.

3.5.2 Checkerboard DNA-DNA Hybridization

Cepas bacterianas e condicoes de crescimento

Todas as cepas foram adquiridas liofilizadas da ATCC (American
Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) ou do Forsyth Institute (Boston,
MA, USA). O conteudo liofilizado foi reidratado em caldo para crescimento de
Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA) e cultivado em &gar triptose
de soja contendo 5% de sangue de ovelha desfibrinado (BBL, Baltimore
Biological Laboratories, Cockeysville, MD, USA) a 35°C sob condigdo de
anaerobiose (80% Nz, 10% CO,, 10%H,). Algumas bactérias foram cultivadas
em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades
nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em &agar triptose de soja
com 5% de sangue de ovelha desfibrinado e 10 pg/ml de &cido N-acetil
muramico (NAM) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA); enquanto P.
gingivalis cresceu em um meio similar, suplementado com 5% de sangue de
ovelha desfibrinado, 0,3ug/ml de menadiona (Sigma) e 5ug/ml de hemina
(Sigma). T. denticola e T. socranskii foram cultivados em caldo para
crescimento de Mycoplasma (Difco) suplementado com 1mg/ml de glicose,
400ug/ml de niaciamida, 150ug/ml espermina tetraidrocloridrica, 20ug/ml de
isobutirato de Na, 1mg/ml de L-cisteina, 5ug/ml de tiamina pirofosfato e 0,5%

de soro bovino.

Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram anaerobicamente cultivadas na
superficie de agar-sangue contido em placas de Petri, com excecédo das duas
espécies de espiroquetas, que foram cultivadas em caldo de cultura, por 3 - 7
dias. As colbnias foram raspadas e depositadas em tubos de microcentrifuga
de 1,5ml contendo 1ml de solugado TE (10 mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6).

As células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo na solucao-tampéao de
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TE a 3.500 gp por 10 minutos. Em seguida, as células das cepas Gram-
negativas foram novamente suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de
sédio, C12H25Na04S) a 10% e proteinase K em uma concentragdo de 20mg/ml
(Sigma). As cepas Gram-positivas foram lisadas em 150yl de uma mistura
enzimatica contendo 15mg/ml de lisozima (Sigma) e 5mg/ml de
acromopeptidase (Sigma) em solucdo tampao de TE (pH 8,0). O DNA foi
isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As sondas multi-
gendmicas (whole-genomic) foram preparadas para cada uma das 40 espécies
pela marcacdo de 1ug do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do
random primer digoxigenin labeling kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN,
USA), de acordo com o método descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). As
espécies bacterianas avaliadas foram selecionadas segundo sua associacao
com diferentes tipos de doencas ou saude periodontal (HAFFAJEE &
SOCRANSKY, 1994).

Coleta de amostras de biofilme subgengival

Apéds a remocao do biofilme supragengival, as amostras de biofilme
subgengival foram coletadas utilizando curetas Gracey do tipo mini-five
(HuFriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), posicionadas na por¢cdo mais
apical dos nove sitios previamente selecionados para o exame microbiol6gico.
As amostras foram imediatamente depositadas em tubos plasticos individuais
contendo 150ul de solucdo TE (pH 7,6), ao qual foram adicionados 100ul de
NaOH a 0,5 M para que o DNA bacteriano permanecesse viavel por longos
periodos de tempo. Estes tubos foram entdo identificados e armazenados até
serem analisados por meio da técnica do Checkerboard DNA-DNA
Hybridization para as 40 cepas bacterianas descritas na Tabela 1, no

laboratério de microbiologia da Universidade Guarulhos.

Hibridizacao DNA-DNA

As suspensdes contidas nos tubos foram fervidas em banho-maria
por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de acetato
de amobnia a 5 M. Cada suspensao de biofilme bacteriano contendo o DNA livre
foi depositada em uma das canaletas do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA,
USA- Figura 1) ficando, assim, concentrada em uma membrana de nylon (15 x
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15cm) com carga positiva (Boehringer Mannheim). As duas ultimas canaletas
do Minislot (Immunetics) foram ocupadas por controles contendo uma mistura
do DNA das espécies de microrganismos investigadas pelas sondas, nas
concentragdes 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 (Immunetics) e o
DNA nela concentrado foi fixado por meio de aquecimento em forno a 120° C
por 20 minutos.

Colocar amostras em 150 pl
TEpH 7,6

Colocar 100|.|_I NaOH a 0,5M

Ferver durgnte 10 minutos

Colocar 800ul Acetato de Amonia
Canaletas a 5M

Membrana de

Depositar amostras nas
nylon

canaletas do MiniSiot
Filtro '

Fixar DNA na membrana a 120°
por 20 min

Figura 1. Representacado grafica do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA,
USA) e resumo da preparacdo e deposicao das amostras de biofilme
subgengival (técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

A membrana foi pré-hibridizada a 42° C, por 1 hora, em uma solucao
contendo 50% de formamida, 1% de caseina (Sigma), 5 x standard saline
citrate -SSC (1 x SSC = 150mM NaCl, 15mM de citrato de sédio, pH 7,0), 25
mM de fosfato de sédio (pH 6,5) e 0,5 mg/ml de RNA de levedura (Boehringer
Mannheim).
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Tabela 1. Relacdo das cepas empregadas para a confeccao das sondas de

DNA. As espécies estdo agrupadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY
et al., 1998; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas
Actinomyces sp Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 23860 |Fusobacterium nucleatum ssp.
Actinomyces israelii 12102*  |nucleatum 255862
Actinomyces naeslundii | 12104% |Fusobacterium nucleatum ssp.
Actinomyces naeslundii Il 43146 |polymorphum 10953°?
Complexo Roxo Fusobacterium nucleatum ssp.
Actinomyces odontolyticus 17929%  |vincentii 492562
Veillonella parvula 10790 |Fusobacterium periodonticum 33693%

Parvimonas micra 33270%
Streptococcus gordonii 10558  |Prevotella intermedia 256112
Streptococcus intermedius 27335%  |Prevotella nigrescens 33563
Streptococcus mitis 49456 (Streptococcus constellatus 278232
Streptococcus oralis 35037 |Complexo Vermelho
Streptococcus sanguinis 10556° |Tannerella forsythia 430372

Porphyromonas gingivalis 332772
Aggregactibacter 437187 |Treponema denticola B1®
actinomycetemcomitans a+ b 29523% |Qutras Espécies
Capnocytophaga gingivalis 33624% |Eubacterium saburreum 332712
Capnocytophaga ochracea 33596% |Gemella morbillorum 278242
Capnocytophaga sputigena 33612% |Leptotrichia buccalis 14201°
Eikenella corrodens 23834%  |Neisseria mucosa 19696°
Complexo Laranja Prevotella melaninogenica 258452
Campylobacter gracilis 33236% |Propionibacterium acnes | + Il 118272
Campylobacter rectus 33238 11828°?
Campylobacter showae 51146® |Selenomonas noxia 435412
Eubacterium nodatum 33099% |[Streptococcus anginosus 333972

Treponema socranskii S1P

& ATCC (American Type Culture Collection)

® Forsyth Institute
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Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter (Immunetics,
Figura 2) com as linhas de DNA perpendiculares as canaletas do aparato. Em
cada canaleta do Miniblotter (Immunetics) foi adicionada uma sonda de DNA
(diluida a aproximadamente 20ng/ml) em 130 pl de uma solugdo de
hibridizacdo 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 hibridizacdo ocorreu por um

periodo minimo de 20 horas, a 42° C.

Girar a membrana 90°

Sondas de DNA genﬁmicaé marcadas com digoxigenina

Pré-hibridizagdo a 42°C 1 hr.

Hibridizagdo em solugao de formamida a42°C
por 20 hs

Canaletas de
hibridizagao

Lavagem de alta ads!rin'géncia a 65°C por 40 min.

Membrana de A 1 Anticorpo contra digoxigenina conjugado a
nylon ; = fosfatase alcalina (1:10.000)

Deteccéo por quimioluminescéncia com
CDP-Star em filme RX

Figura 2. Representacao grafica do Miniblotter (Immunetics, Cambridge, MA,
USA) e resumo das etapas de hibridizacdo e deteccdo das espécies
bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival (técnica
Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

Deteccao das espécies

Ap6s o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do
Miniblotter (Immunetics) lavada por 40 minutos, a 65°C numa solugéo
adstringente composta de 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na,HPOy4, a
fim de remover as sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, a
membrana foi imersa por 1 hora em uma solugdo contendo 1% de &acido
maleico (C4H404), 3 M de NaCl, 0,2 M de NaOH, 0,3% de Tween 20, 0,5% de
caseina, pH 8,0, e, logo apés, por 30 minutos, na mesma solugcédo contendo o

anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina em uma
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concentragdo de 1:10.000. A membrana foi depois lavada 2 vezes, por 20
minutos, em 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 solucao de
0,1 M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, 50 mM de MgCl,, pH 9,5.

Os préximos passos foram a incubagdo da membrana por 45 minutos
a 37°C em uma solucdo detectora & base de fosfatase alcalina, CDP-Star™
Detection Reagent (Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire,
England, UK). A seguir, a membrana foi colocada em um cassete, Chassi
Radiografic 30x40cm (Konex, Ind. Bras., SP, Brasil), sob um filme radiografico
de marca Kodak X-Omat K, 18x24cm (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Sao
José dos Campos, SP, BR) por 40 minutos. O filme foi posteriormente revelado
(Figuras 3 e 4) manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de
acordo com orientacdes do fabricante. As solugdes utilizadas foram da marca
Kodak, sempre mantidas a temperatura de 20°C.

Identificacio
positiva

(sinal)

Figura 3. Representacao grafica do padrdo de hibridizagdo entre as bactérias
presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica
Checkerboard DNA-DNA Hybridization).
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Figura 4. Representacdo esquematica do padrdo de hibridizacdo entre as
bactérias presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica
Checkerboard DNA-DNA Hybridization). Nesta figura estdo apresentadas 40
bactérias, e as amostras de biofilme sdo de todos os dentes de um mesmo

individuo.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um dnico
examinador treinado, da seguinte forma: cada sinal produzido por uma
determinada sonda na amostra de placa foi comparado em intensidade ao sinal
produzido pela mesma sonda nos dois controles contendo 10° e 10° bactérias.
Desta forma, o numero 0 foi registrado quando nao houve deteccao do sinal; 1
equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10° células; 2 equivaleu
a aproximadamente 10° células; 3, entre 10° e 10° células; 4 aproximadamente
10° células e 5, mais de 10° células (Tabela 2). Estes registros foram entdo
utilizados para determinar os niveis das diferentes espécies investigadas nos

sitios e individuos do estudo.
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Tabela 2. indice utilizado para a determinagéo dos niveis dos microrganismos
nas amostras de biofilme subgengival.

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Nao detectado 0
1 Menos de 10° células 10.000
2 Aproximadamente 10° células 100.000
3 Entre 10° e 10°células 500.000
4 Aproximadamente 10° células 1.000.000
5 Mais de 10° células 10.000.000

3.6 Perfil de similaridade

Os dados microbiol6gicos foram expressos em niveis de contagem
x10° células bacterianas para cada espécie dentro de cada sitio. Em seguida,
os dados microbiolégicos dos trés sitios rasos, trés sitios intermediarios e trés
sitios profundos foram agrupados individualmente dentro de cada individuo. Os
dados microbiol6gicos foram ajustados conforme o perfil clinico do exame
inicial, ou seja, foram atribuidos pesos para cada categoria de PS de acordo
com a respectiva porcentagem de sitios presentes na boca. Posteriormente a
este ajuste, matrizes de similaridade (dendogramas) foram construidas
utilizando-se o coeficiente de Chord (LUDWIG & REYNOLDS, 1988) e os
resultados foram ponderados pela classificacdo da associagdo das médias
(SNEATH & SOKAL, 1973).

3.7 Analise estatistica

3.7.1 Avaliacéo clinica
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A média das medidas clinicas de PS e NCI, assim como a média da
porcentagem de sitios apresentando placa visivel, sangramento gengival, SS e
supuracao foram computadas para cada individuo e, posteriormente, dentro do
grupo. As diferengcas entre os grupos formados a partir da analise de
similaridade (clusters) foram avaliadas utilizando o teste Kruskal-Wallis e teste
U de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p <
0,05).

3.7.2 Avaliacao microbioldgica

Os dados microbioldgicos foram computados para cada individuo e
depois dentro do grupo. Em seguida foram expressos em contagens (niveis) e
% de contagem das sondas de DNA (proporcao de cada espécie em relacédo as
demais, n=40). Diferencas nos niveis ou nas propor¢coes das diferentes
espécies entre os clusters foram avaliadas utilizando o teste Kruskal-Wallis e
teste U de Mann-Whitney. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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4 RESULTADOS

A analise dos dados obtidos na avaliacao clinica e microbioldgica
dos 220 individuos esta apresentada nas Tabela 3 e Figura 5. Os dados da
Tabela 3 demonstram que os individuos selecionados para o estudo eram
portadores de periodontite e apresentaram médias de boca toda para os
parametros de PS e NCI de 3,98 + 0,7 mm e 4,47+ 0,9 mm, respectivamente.

Tabela 3. Média (+ Desvio Padrao) dos parametros clinicos de individuos com

periodontite.

Variaveis Média (+ DP)
Género (%Masculino / %Feminino) 37,3/62,7
Idade (anos) 422 + 15,8
Profundidade de Sondagem (mm) 3,98 +0,7
Nivel Clinico de Insercdo (mm) 4,47 +0,9

% sitios com

Placa Visivel 74,14 + 18,9
Sangramento Gengival 33,36 + 26,7
Sangramento a Sondagem 70,5+ 21,3
Supuracao 3,18 +7,3

Em relacdo a avaliagdo microbiol6gica, a Figura 5 mostra a média de
contagem (x10°) e a média da proporcéo das sondas de DNA das 40 espécies
bacterianas analisadas nas amostras de biofilme subgengival. Considerando
tanto a variavel contagem como a variavel proporcao, as maiores médias foram
observadas para os complexos laranja e vermelho. A Figura 6 apresenta as
proporcoes dos complexos microbianos nas amostras de biofilme subgengival
de todos os individuos. As 40 espécies microbianas identificadas por meio das
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sondas de DNA foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos
descritos por Socransky et al. (1998). As proporgcdes das espécies
pertencentes a cada complexo foram somadas e a proporcéo total de cada
complexo foi determinada. Pode-se observar que as maiores proporg¢des foram
dos complexos microbianos laranja (30,8%) e vermelho (21,1%). As proporcoes
dos demais complexos foram as seguintes: azul, 13,9%; roxo, 5,1%; amarelo,
8,9%; verde, 9,3% e outras espécies, 10,9%.
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Figura 5. Médias de contagem (x10°) e da proporgdo das sondas de DNA das 40 espécies
bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival de individuos com doenca
periodontal.
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Figura 6. Proporcoes (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme
subgengival de individuos com doenga periodontal.

Com o objetivo de estudar o perfil de similaridade dos individuos,
dendogramas foram construidos pelos os dados microbioldgicos (Figura 7).
Considerando um perfil de similaridade de 45%, os resultados demonstraram a
formagdo de nove clusters entre os 2195 individuos selecionados para o
estudo. Além disso, 25 individuos ndo se enquadraram em nenhum dos perfis
de similaridade e, dessa forma, foram reunidos em um unico grupo. A Tabela 4
apresenta a média das variaveis PS, NCI e percentual de sitios com PS > 7mm
para os dez grupos encontrados, e os resultados demonstraram que esses
grupos eram homogéneos em relacdo aos parametros clinicos (p>0,05).

A Figura 8 apresenta a média de contagem (x10°) das 40 espécies
bacterianas analisadas e o numero total de individuos incluidos em cada um
dos dez grupos encontrados. Os niveis de contagem de 19 espécies foram
significativamente diferentes entre os grupos, sendo: A. naeslundii 2, V.
parvula, S. gordonii, S. sanguinis, C. gingivalis, C. ochracea, C. gracilis, C.
rectus, C. showae, E. nodatum, P. intermedia, T. forsythia, P. gingivalis, T.
denticola, E. saburreum, L. buccalis, P. acnes, P. melaninogenica, S. noxia.
Sao notaveis as baixas contagens das bactérias dos complexos laranja e
vermelho nos grupos llI, IV e VIII, com niveis inferiores a 5 x 10° bactérias. O
complexo vermelho nos demais grupos apresentou, em média, 13 x 10°
bactérias.

As proporgdes dos complexos microbianos estdo apresentadas na
Figura 9. A area dos graficos foi ajustada para refletir a diferenca da contagem
total de bactérias nas amostras de biofiime subgengival entre os grupos
encontrados. As espécies bacterianas identificadas por meio das sondas de
DNA foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos descritos por
Socransky et al. (1998). As proporcbes das espécies pertencentes a cada
complexo foram somadas e a proporcao total de cada complexo foi
determinada. As diferencas estatisticas foram destacadas na prépria Figura 9.
As maiores proporg¢des do complexo vermelho foram observadas nos grupos V
(44,0%) e VII (42,6%), seguidos dos grupos Il (39,6%), VI (34,5%) e | (27,6%),
e dos grupos IX (24,9%), IV (22,7%), VIII (20,7) e lll (12,2%). Em relagdo ao
complexo laranja, os grupos | (39,6%) e VII (38,9%) apresentaram as
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proporcbes mais elevadas. Por outro lado, inesperadamente, os
microrganismos considerados benéficos se destacaram em alguns grupos com
proporcoes elevadas. O complexo azul representou 17,5% no grupo lll e 26%
no grupo IV; e o complexo amarelo representou 20,6% no grupo Il e 16,2% no
grupo VIII.
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Figura 7. Dendogramas construidos a partir dos dados microbiol6gicos de individuos com periodontite.
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Tabela 4. Média (£ DP) dos parametros clinicos de individuos com doencga periodontal, nos dez grupos encontrados.

Grupos Experimentais
Variaveis NI I | ]! v '} Vi "l VIl IX
N= 25 12 6 6 47 7 29 10 26 52

PS(mm) 39+0,7 44+09 47+19 37+04 41+07 35+03 41+08 39+06 39+08 39+08

NClI (mm) 45+11 49+12 51+1,7 44+06 46+11 39+07 44+11 46+08 43+1,1 45+1,0

PS>7mm 7,2+6,5 9,0+7,9 10,2+6,4 7,0+5,8 11,5+142 49+2,79 13,2+11,7 12,8+13,8 9,5+11,6 9,5+11,0
(% sitios)

PS: Profundidade de Sondagem; NCI: Nivel Clinico de Insergao; NI: N&o incluido nos clusters.
Diferengas entre os grupos: Teste Kruskal-Wallis (p>0,05).



% i i I Rl

F -
3

JSRE
> }

m ¢ © %0 £ M@ 0 & @ &0 & @ w0 &
Figura 8. Médias de contagem (x1 05) das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival nos dez grupos encontrados.
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Complexos microbianos: EEazul; BEroxo; [Camarelo; Elverde; 3 laranja; BW vermelho;, 3 outros.

Figura 9. Proporgdes (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival nos dez grupos encontrados.
NI: Nao incluido nos clusters. Teste U de Mann-Whitney (p<0,05): Letras distintas indicam diferencgas significativas entre os grupos.
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5 DISCUSSAO

O inicio e a progressao da doenca periodontal estdo associados a
presenca de microrganismos especificos no sulco gengival e/ou sitio
periodontal. Os subprodutos derivados desse metabolismo microbiano também
contribuem para o desenvolvimento da doenca periodontal (PENNEL &
KEAGLE, 1977; LOESCHE et al., 1985), ja que estimulam uma resposta do
sistema imunolégico do hospedeiro. A medida que se estabelecem alteragdes
inflamatérias no tecido gengival induzidas pelo biofilme, ocorrem alteragdes
quantitativas e qualitativas da microbiota dental (LOE et al., 1965). Na década
de 90, com o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas e de biologia
molecular, foi possivel a deteccdo mais precisa das espécies bacterianas que
compdem os biofilmes orais e a relacdo dos diferentes perfis microbianos com
as diferentes formas de periodontite (CHRISTERSSON et al., 1987;
SOCRANSKY & HAFFAJJE et al., 1994b; AVILA-CAMPOS et al., 1999;
GOMES et al., 2006).

A compreensdao mais detalhada sobre a composicdo do biofilme
supra e subgengivais associados ao periodonto saudavel ou doente permitiu
que se tracassem metas microbiologicas para as terapias periodontais. Esse foi
um dos passos mais importantes no sentido de aperfeicoar e,
consequentemente, personalizar as diversas formas de tratamento em
periodontia. Apesar de todo o conhecimento cientifico dos dias atuais ainda
nao é sabido o motivo que leva alguns pacientes sistemicamente saudaveis a
responderem de maneira tdo limitada as diversas formas de terapia periodontal
(HAFFAJEE et al., 1997; ROSLING et al., 2001).

Primeiramente, é relevante a discussdao do perfil clinico e
microbiolégico dos individuos selecionados. Os resultados desta investigacao
demonstraram que as médias de PS e NCI dos individuos participantes do
estudo (Tabela 3) sdo compativeis com a condicdo clinica de doenca
periodontal moderada-severa (FAVERI et al., 2006; MATARAZZO et al., 2008).
Além disso, em relagcdo aos achados microbioldgicos (Figuras 5 e 6), T.
forsythia, P. gingivalis e T. denticola estavam em niveis e proporgoes elevados.
Dados similares foram reportados por Lopez et al. (2004) e Colombo et al.



41

(2002), que também utilizaram a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization
para avaliar 40 espécies subgengivais em 26 chilenos e 25 brasileiros com
periodontite crénica, respectivamente. O fato interessante é que essas duas
populacdes, de brasileiros (COLOMBO et al., 2002 e o presente estudo) e de
chilenos (LOPEZ et al., 2004), apresentaram propor¢cées e niveis mais
elevados destes patdbgenos em comparacdo com individuos norte-americanos
(HAFFAJEE et al.,, 2004), mexicanos (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006a,b) e
suecos (HAFFAJEE et al.,, 2004). Essas divergéncias podem ser devidas a
diferencas na microbiota especifica de cada uma das populacbes destas
regides geograficas, ou podem estar relacionadas ao nivel de infec¢cdo dos
individuos incluidos nos varios estudos.

Outras espécies bacterianas também encontradas em grandes
quantidades e proporcdes foram F. nucleatum ss. nucleatum, F. nucleatum ss.
polymorphum, F. nucleatum ss. vincentii, F. periodonticum, P. micra, P.
intermedia, P. nigrescens. Essas espécies podem ser consideradas como
possiveis patdégenos periodontais e tém sido previamente associadas com a
etiologia da doenga periodontal (HAFFAJEE et al., 2004; van WINKELHOFF et
al., 2005). P. micra foi encontrada em altas proporcdes em suecos (HAFFAJEE
et al.,, 2004) e a P. nigrescens, em chilenos (LOPEZ et al., 2004), com
periodontite crénica. Também é importante enfatizar que, de maneira geral, as
contagens e propor¢des das espécies consideradas benéficas (complexos azul,
roxo, amarelo e verde) encontraram-se reduzidas em comparagdo aos
patdgenos (complexos laranja e vermelho). Esse perfil de colonizacao foi
descrito também para outras populacées (COLOMBO et al., 2002; HAFFAJEE
et al., 2006; LOPEZ et al., 2004; SOCRANSKY et al., 1998; XIMENEZ-FYVIE et
al., 2000).

Em relagédo ao perfil de similaridade, com base nos resultados deste
estudo é possivel sugerir que existem variacées quantitativas e qualitativas no
perfil de colonizagdo bacteriana do ambiente subgengival entre diferentes
individuos. Esta variacdo foi recentemente descrita por Teles et al. (2006)
utilizando a técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization e por outros autores
que usaram cultura ou métodos moleculares (KAMMA et al., 1995; MOORE et
al., 2000). O unico artigo publicado em periédico que usou uma metodologia
semelhante a aplicada nesta investigacao foi o estudo de Teles et al. (2006).
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Dados microbiologicos de 461 individuos com doencga periodontal obtidos pela
técnica do Checkerboard DNA-DNA Hybridization foram analisados por meio
de um dendograma, resultando na formacdo de dez clusters a partir da
aplicagéo do percentual de similaridade de 43%. Os autores sugeriram que 0s
individuos podem possuir perfis de colonizagdo microbiana diferenciados,
indicando que diversos patégenos podem ser responsaveis pela etiologia da
doenca periodontal. Também é importante ressaltar a comparacdo dos
resultados obtidos nos dois estudos (TELES et al., 2006 e 0 nosso).
Considerando um percentual de similaridade de 45%, nove clusters foram
formados apds a analise dos dados desta investigacdo. Além disso, ambos 0s
estudos encontraram alguns clusters com baixos niveis e propor¢cdes do
complexo vermelho, o que nao é compativel com a doenca periodontal.

Outro ponto importante em relacdo aos resultados obtidos pode ser
destacado quando se foca na terapia periodontal. Os principais objetivos da
terapia periodontal s&o reducdo da profundidade de sondagem, do
sangramento a sondagem e da supuracao e aumento do nivel de insercao. Os
estudos cientificos demonstram que esses resultados clinicos sdo atingidos
guando os niveis, proporcdes e percentual de sitios colonizados por diferentes
periodontopatégenos sao efetivamente reduzidos. Adicionalmente, deve-se
estabelecer uma nova comunidade microbiana no biofilme subgengival com
niveis e propor¢des mais elevadas de microrganismos compativeis com saude
periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994; TELES et al.,, 2006).
Aparentemente, esse perfil microbiano compativel com salude € mais
facilmente instalado na cavidade oral quando a terapia empregada permite uma
rapida e drastica reducdo dos patdégenos, ndo somente nos sitios profundos,
mas em toda a cavidade oral, incluindo sitios rasos e mucosas.

Neste contexto, a partir da terapia comumente empregada -
raspagem e alisamento radicular (RAR) - alguns patégenos subgengivais nao
sdo removidos por estarem localizados em regides fora do alcance da RAR,
como algumas lesdes de furca e dentina radicular (ADRIAENS & ADRIANES,
2004). Dessa forma, a busca de uma terapia periodontal mais eficaz é
continua, ja que alguns pacientes ou sitios continuam a apresentar progressao
de doenca, mesmo apds o tratamento convencional de RAR (HAFFAJEE et al.,
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1997; ROSLING et al., 2001, XIMENEZ-FYVIE et al., 2000a; PETERSILKA et
al., 2002).

Haffajee et al. (2006) apresentaram a resposta a diferentes terapias
do mesmo grupo de individuo que tiveram o perfil microbioldégico analisado
anteriormente por Teles et al. (2006). Como esperado, as respostas
terapéuticas foram diferentes e dependentes da composi¢cdo da microbiota
subgengival. Por exemplo, o grupo de individuos que mostraram as maiores
perdas de insercdo pos-terapia possuia a microbiota dominada por A.
naeslundii | e Il. Os individuos com altos niveis de E. nodatum também
apresentaram respostas clinicas insatisfatérias. Por outro lado, esses dois
grupos demonstraram baixos niveis de complexo vermelho.

E importante salientar que os estudos de associacdo de espécies
microbianas com a doenca periodontal representam apenas o0 primeiro passo
no desenvolvimento de uma sequiéncia de evidéncias necessdrias para definir
os patogenos periodontais. Os resultados deste estudo sugerem a importancia
de investigacbes adicionais com foco na viruléncia dos microrganismos,
resposta do hospedeiro, fatores de risco, efeito da supressao/eliminacao das
espécies na progressao da doenca. Além disso, estudos longitudinais sobre
terapia periodontal, com a inclusdo de um numero maior de individuos em cada
um dos clusters, poderao fornecer informacdes valiosas em relacdo a resposta
do hospedeiro frente as diversas combinacdes terapéuticas considerando a
especificidade de seu perfil microbiolégico.
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6 CONCLUSAO

*

Existem diferengas no perfil de similaridade da microbiota
subgengival de individuos com diagndstico clinico de doenca periodontal.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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