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INTRODUCAO:

A periodontite € uma doenca inflamatéria de etiologia multifatorial, desencadeada pela resposta
imune-inflamatéria do hospedeiro aos periodontopatégenos presentes no biofiime subgengival,
caracterizada clinicamente pela destruicdo 6ssea e perda de insercdo conjuntiva, que se nao tratada pode
levar & perda dos dentes. A Academia Americana de Periodontia classificava, até 2018, duas formas
principais de periodontite: a periodontite crénica (PC) e a periodontite agressiva (PA). Enquanto a PC tem
prevaléncia maior, progressado lenta, afetando geralmente adultos, e apresenta boa resposta a
descontaminacdo mecéanica, a PA é uma forma particularmente grave de doenca periodontal, acomete
individuos sistemicamente saudaveis, e é caracterizada por inicio precoce, rapida progressao, agregacao
familiar dos casos e pobre resposta as abordagens terapéuticas (Albandar 2014a; 2014b; Armitage, 1999;
Deas DE, Mealey BL, 2010). Entretanto, recentemente foi indicada uma nova abordagem classificatéria
onde a Periodontite se divide em estagio e graus (estagio I, Il, lll e IV; grau A, B e C), de acordo com a

progresséo e severidade da doenca.

Vérias caracteristicas microbiol6gicas tém sido fortemente associadas as diversas formas de
doenca periodontal. Nosso grupo de pesquisa comparou anteriormente a reclassificacdo, a microbiota
subgengival de pacientes com PC e PA e observou diferencas na colonizagéo bacteriana, onde o grupo PA
apresentou maiores contagens de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas
gingivalis (Pg) comparando com o grupo PC bem como altera¢des imunoinflamatérias (Casarin et al.,2010).
Essas diferencas microbiolégicas encontradas e corroboradas com varios outros estudos (Cortelli et al.,
2005; Gajardo et al., 2005; Kéndnen E, Miller HP, 2014) nas duas formas de doenca periodontal podem
ajudar a entender diferencas na patogenicidade.

Assim, através do biofilme coletado in vivo, pdde-se avaliar o transcriptoma do biofilme periodontal
nos individuos com Periodontite Grau C, antes e apds tratamento, identificando vias especificas e a
ocorréncia dessas alteracdes em individuos jovens, aumentando o conhecimento dessa condigcdo. Sabe-se
gue o agente Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) € uma das principais bactérias associados a
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Periodontite Grau C e o objetivo do presente projeto foi avaliar a expressao diferencial dos genes dessa
bactéria alvo nos dois tempos.

METODOLOGIA:

Foram selecionados 3 pacientes que procuraram tratamento na clinica de Extenséo/Pos-Graduacao
da area de Periodontia da FOP/UNICAMP segundo os seguintes critérios de inclusdo: 1) Pacientes maiores
gue 18 anos e menores que 35 anos; 2) Diagndéstico de periodontite agressiva generalizada, de acordo com
a American Academy of Periodontology - AAP, 1999 (confirmada pela presenga de bolsas periodontais e
perda o6ssea radiografica em pacientes com idade inferior a 35 anos no momento da realizagdo do
diagndéstico); 3) Presenga de pelo menos 15 dentes na cavidade oral; 4) Presenca de pelo menos 6 dentes
que contenham 6 sitios profundos (=7 mm), os quais ndo se localizem em areas de bifurcacéo; 5)
Apresentar menos de 20% de indice de placa (IP) e de sangramento a sondagem (SS); 6) Consentimento
formal para a participagao na pesquisa, apés a explicacdo dos riscos e beneficios por individuo envolvido

na mesma.

Foram excluidos os pacientes que apresentavam as seguintes condicfes: 1) Alteragao periapical ou
pulpar; 2) Alteragao sistémica ou uso de medicamentos (6 meses anteriores ao estudo) que pudessem
influenciar na resposta ao tratamento periodontal; 3) Gravidas e lactantes; 4) Realizagao de tratamento
periodontal incluindo instrumentagao subgengival nas 6 semanas anteriores ao estudo; 5) Dentes com
envolvimento de bifurcagdo; 6) Dentes com mobilidade acentuada; 7) Patologias orais; 8) Histérico de
alergia a qualquer componente do estudo; 9) Cirurgia periodontal prévia na regidao de interesse; 10)

Usuarios cronicos de alcool.

Foi realizado um estudo longitudinal no qual a varidvel de interesse primaria era a expressédo de
genes antes e apés a terapia mecéanica associada a antibioticoterapia sistémica. Dessa forma, os pacientes

foram tratados na seguinte sequéncia:

1. Terapia inicial: Todos os pacientes foram instruidos sobre as causas e consequéncias da doenca
periodontal bem como sobre técnicas preventivas, incluindo técnica de escovacao sulcular e uso de
fio dental. Foram fornecidas aos individuos escovas macias em conjunto a um dentifricio fluoretado.
Foi realizada remocgao profissional de biofilme e calculo supragengival, além de fatores de retencao

de biofilme quando necessario.

Os parametros clinicos coletados foram: 1) indice de Placa- IP (Ainamo e Bay, 1975): Avaliag&o

da presenca/auséncia de placa num padrdo binominal. Numero de faces envolvidas com placa divididas
pelo nimero de faces presentes em todos os dentes do paciente. 0- Auséncia de placa visivel; 1- Presenca

de placa visivel. 2) Sangramento & Sondagem — SS (Muhlemann e Son, 1971): padréo dicotémico.0O-

Auséncia de sangramento; 1- Presenc¢a de sangramento. 3) Nivel de Inserc&o Clinico - NIC: distancia entre

a JCE e a porgdo mais coronal do epitélio juncional, ou fundo da bolsa periodontal. 4) Recesséo Gengival —

RG: deslocamento apical da margem gengival em relagédo a juncdo cemento esmalte. 5) Profundidade de

sondagem (NIC - RG): distancia da margem gengival a base, clinicamente detectavel, da bolsa periodontal.
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2. Tratamento periodontal basico: A realizagdo de instrumentagdo periodontal subgengival foi
realizada em todos os dentes que apresentaram indicagao, por meio de raspagem manual com o
uso de curetas (Hu-friedy, Chicago, IL- EUA) e ultrassbnica (Cavitron, Dentsply, Rio de Janeiro-BR),
utilizando inserto Universal 30 KHZ (Hu-friedy, Chicago, IL- EUA). A raspagem foi realizada
seguindo o protocolo de Desinfeccéo Ultrassdnica de Boca-toda (Casarin et al, 2013). Ao final da
terapia mecanica, os pacientes receberam dois frascos contendo capsulas/comprimidos a serem
ingeridos como descrito: uma capsula de Amoxicilina 500 mg + um comprimido de Metronidazol
400mg, a cada 8 horas, por 10 dias.

Posteriormente a fase ativa do tratamento, os pacientes foram incluidos em terapia de suporte
com controles quinzenais no primeiro més e mensais, até o final do estudo, sempre associado com
orientag&o de higiene e profilaxia.
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CA) associado com uma adi¢do prévia Figura 1 Andlise da amostra de RNA analisada pelo Bioanalyser.

dos seguintes buffers de extragdo:

Lisozima 20mg/ml (Thermo Fischer Scientific, MA) + Mutanolisina 5,000U/ml (Thermo Fischer Scientific,
MA) + Tris -1M HCI, pH 8.0. O RNA extraido foi armazenado em freezer a -80°C até o sequenciamento do
RNA.

Antes do sequenciamento, as amostras foram re-analisadas quanto a qualidade e pureza, no
aparelho Bioanalyzer, necessitando de um RIN adequado e concentracdo minima, como mostra a figura
acima (Figura 1). Apos determinar quantidade e qualidade, as amostras passaram pelo tratamento com
RIBOO (Ribo-Zero; Gold Epidemiology Kit, lllumina) que remove rRNA mitocondrial de humano/animal e de
micro-organismos unicelulares, resultando em uma amostra com RNAmM com maior pureza. As amostras
foram entdo tratadas para inclusdo de tags, clusterizadas e sequenciadas 2 x 100 no equipamento
HiSeq2500. A partir do sequenciamento, foi iniciada a andlise de bioinformética, realizada pela Dra. Melline
Fontes (Core for Research Informatics- University of lllinois at Chicago — UIC). O pipeline utilizado inclui a
leitura das sequéncias no software FastQC (Andrews 2010), o tratamento de qualidade das sequéncias
pelos softwares Fastx clipper 0.0.12 (the FASTX-toolkit) Trimmomatic 0.38 (Bolger et al, 2014), utilizando
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pardmetros de andlise: ILLUMINACLIP:2:30:10, LEADING:15, TRAILING:15, SLIDINGWINDOW:4:20 e
MINLEN:50. A remocéo de rRNA residual foi realizada pelo software SortMeRNA 2.1 e do genoma humano
residual pelo Bowtle2. Os dados do transcriptoma foram mapeados contra um genoma de referéncia do A.
actinomycetemcomitans utilizando a ferramenta HISAT2. A montagem do genoma foi realizada pelo
programa Stringtie e a quantificacdo dos transcritos pelo Kallisto. A analise de expresséo diferencial entre

0s grupos baseline e pos-tratamento foi realizada com a ferramenta Sleuth.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Clinicamente, os pacientes do estudo apresentaram reducdes significativas (p<0.05) nos
parametros de: profundidade de sondagem (3,69+1,78 baseline versus 2,98+1,70 pos-tratamento);
profundidade de sondagem do sitio coletado (6,29+0,95 baseline versus 3,29+0,95 pds-tratamento); e
sangramento a sondagem (0,54+0,50 baseline versus 0,29+0,46 pds-tratamento). A reducédo significativa
desses valores ap0s 3 meses utilizando essa posologia de antibidtico em pacientes com esse perfil de
doenca periodontal também foi encontrada como sendo significativa em resultados prévios anteriores
(Casarin et al., 2012).

A andlise de expressdo diferencial mostrou que ndo houve diferencas nos transcritos de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans entre os dois grupos. A andlise linear discriminante (LDA) mostrou
um padrdo de expressdo no baseline caracteristico pela expressdo de dois transcritos em cada grupo
(Figura 2). Os transcritos do baseline parecem estar mais expressos com 0 metabolismo de acidos
nucléicos, bem como regulacdo do DNA e RNA (Ofengand, 2002). Enquanto isso, os transcritos mais
associados com o pés-tratamento parecem estar relacionados com o metabolismo de lactato (Hwang et al.,
2013) e metabolismo de proteinas de ligacdo (Barnett et al., 2003).

Apesar desse estudo ndo ter 3
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patogeno no biofilme subgengival Figura 2: Andlise linear discriminante dos transcritos associados com A.
(Casarin et al., 2012; Aimetti et al., 2012),  actinomycetemcomitans antes e depois do tratamento periodontal.
e a reducdo na proporcdo dessa espécie
pode estar relacionado até mesmo com os beneficios clinicos obtidos (Guerrero et al., 2014). Em conjunto
com os achados de manutencdo da expressdo génica nesse estudo, pode ser hipotetizado que os
beneficios clinicos obtidos apds a terapia periodontal podem estar relacionados & reducdo quantitativa
desse patdgeno, mesmo que ele ainda mantenha uma expressao semelhante apds o tratamento.

Levando em consideracdo que a periodontite € uma doenca polimicrobiana e que o ecossistema
subgengival é altamente complexo e dinamico, a alteracdo na proporcao de determinadas espécies
bacterianas pode influenciar na dindmica de colonizagdo de outras espécies e aumento do potencial de

viruléncia dessas, ou seja, através de uma acao indireta (Hajishengallis, Lamont, 2012). Dessa forma, o
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans pode atuar como sendo uma dessas espécies que podem agir
sinergicamente com outras espécies, promovendo interagbes metabdlicas com outros membros da
comunidade subgengival e aumentando o potencial de viruléncia de maneira indireta (Hajishengallis,
Lamont, 2016). Isso explicaria, por exemplo, o impacto da reducdo desse patdgeno na melhoria dos

parametros clinicos apés o tratamento.

CONCLUSAO:

Independente do debridamento mecanico associado a antibioticoterapia em pacientes com periodontite grau

C, 0 A. actinomycetemcomitans mantém seu perfil de expressao génica.
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