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INTRODUCAO:

A doenca periodontal e o diabetes mellitus (DM) sdo doencgas crbnicas altamente prevalentes e
inter-relacionadas, tendo uma relacéo bidirecional. A hiperglicemia do diabetes resulta em altera¢des do
sistema imune que podem exacerbar a doenca periodontal induzida por bactérias; por outro lado, a
infeccdo periodontal pode complicar a gravidade do diabetes e o controle metabdlico glicémico. Essa
dupla via sugere que o controle da infec¢édo periodontal é essencial para 0 manejo do diabetes mellitus,
assim como o controle glicémico € importante para a prevencdo e controle da doenca periodontal
(Negrini et al., 2021).

A influéncia da hiperglicemia sobre a doencga periodontal, se da por diferentes vias. Na presenca
da DM, ocorre um acumulo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGESs) no plasma e tecidos, que
tém a capacidade de se ligar a receptores de membranas das células (RAGE — receptor de produtos
finais glicosilados) presentes em células endoteliais, mondcitos/macréfagos, células do sistema nervoso
e também células musculares. A interacdo entre AGEs e RAGE, aumenta o estresse oxidativo celular, o
gue resulta em maior producao e secrecao de citocinas pro-inflamatorias, associadas a diferenciacéo e
atividade de osteoclastos, causando maior reabsorcéo 6ssea e a producao de metaloproteases da matriz
(MMPs). Contudo, outra via de relagdo entre o avango da periodontite e a presenca da DM é a alteracéo
microbiolégica no ambiente subgengival (Smiga et al., 2021).

Casarin et al (2013), observaram uma microbiota subgengival diferente entre pacientes com DM
e periodontite. Entretanto, assim como mostrado por Ganesan et al. (2017), individuos com DM
apresentaram um grande nimero de bactérias Gram-positivas em pacientes diabéticos, sugerindo um
papel maior dessas bactérias na progressédo da doenca e ao fracasso dos tratamentos. No entanto, a
maioria dos estudos tem focado apenas na constituicdo da comunidade microbiana e n&o na expressao
de fatores de viruléncia desta ou de seus principais agentes.

Dessa forma, a identificacao de vias de expresséo diferenciais em individuos periodontais com e
sem diabetes, bem como a influéncia de periodontopatégenos nesse perfil de expressao génica permitira
uma maior compreensdo do impacto que a associacdo com a diabetes mellitus pode promover no
biofilme subgengival desses pacientes.

METODOLOGIA:

1. Selecédo dos pacientes
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Foram selecionados 0s pacientes que preenchiam os seguintes requisitos:

- Grupo Controle (n=3): individuos classificados como periodontite estagio IlI/IV e grau A/B de acordo
com os critérios definidos pela nova classificacdo das doencas periodontais, sem presenca de diabetes
mellitus.

- Grupo Diabetes (n=3): individuos classificados como periodontite estagio Ill/1V grau B/C de acordo
com os critérios definidos pela nova classificacdo das doencas periodontais, com diagnéstico de diabetes
mellitus.

Foi coletado biofilme subgengival de 6-8 sitios de cada individuo, preferencialmente primeiros
molares e incisivos, com curetas estéreis apos isolamento relativo da regido. As amostras foram
acondicionadas em RNAlater, armazenadas por 2 horas em geladeira e, ap0s esse tempo, em freezer -
80°C até a analise.

2. Coleta do biofilme subgengival e analise metatranscriptbmica

O RNA extraido foi sequenciado através da plataforma llluminaHiSeq 2,500. As bibliotecas de RNA-
seq foram ajustadas e sequenciadas na mesma faixa utilizando 2x100 pares de bases de reads no
sequenciador llluminaHiSeq. Em seguida, as sequéncias passaram por um controle de qualidade
utilizando o software FastQC (Andrews, 2010). As sequéncias dos microrganismos foram extraidas em
dois passos: 1) Foram eliminadas as leituras que foram alinhadas com o genoma humano, através do
mapeamento com o bowtie2 (Langmead and Salzberg, 2012). 2) Em seguida, as leituras de RNA
ribossomal foram filtradas e eliminadas dos dados do metatranscriptoma, através do bowtie2 (Kopylova
et al., 2012). Essas sequéncias foram alinhadas com um genoma de referéncia, que foi utilizado a base
de dados do Microbioma Oral Humano (Human Oral Microbiome Database - HOMD) (F. Escapa et al.,
2020). Além disso, foi realizada uma montagem novamente para identificar leituras bacterianas
presentes nas amostras que ndo foram mapeadas com o microbioma oral humano. A quantificacdo dos
dados no nivel de genes e transcritos foi realizada utilizando o software Kallisto v0.49 (Bray et al., 2016).
Os genes diferencialmente expressos foram identificados utilizando o pacote Sleuthv0.30.0 package
(Pimentel et al., 2017). Os ortélogos funcionais, denominados KO (KEGG Orthology), que engloba um
grupo ao invés de um Unico gene ou proteina, foram identificados através da base de dados do KEGG
(Kanehisa et al., 2016) no intuito de encontrar evidéncias de genes que podem ser associados com mais
de um organismo presente no microbioma.

RESULTADOS:
1. Identificag@o dos genes diferencialmente expressos

Foram identificados 25 genes diferencialmente expressos entre 0s grupos, evidenciando
diferencas no perfil funcional microbiano do biofilme subgengival em pacientes diabéticos (Tabela 1).

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos regulados positivamente no grupo de pacientes diabéticos.

KEGG Definicdo do Gene
K02959 RP-S16, MRPS16, rpsP; small subunit ribosomal protein S16
K01610 pckA; phosphoenolpyruvate carboxykinase (ATP)

K00262 gdhA; glutamate dehydrogenase (NADP+)

K02986 RP-S4, rpsD; mall subunit ribosomal protein S4

K00962 pnp, PNPT1; polyribonucleotide nucleotidyltransferase

K09458 fabF, OXSM, CEM1; 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase Il
K02968 RP-S20, rpsT; small subunit ribosomal protein S20
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K02519 infB, MTIF2; translation initiation factor IF-2
K00024 mdh; malate dehydrogenase
K02939 RP-L9, MRPLY, rpll; large subunit ribosomal protein L9
K02355 fusA, GFM, EFG; elongation factor G
K19304 mepM; murein DD-endopeptidase
K02863 RP-L1, MRPL1, rplA; large subunit ribosomal protein L1
K01880 GARS, glyS1; glycyl-tRNA synthetase
K03072 secD; preprotein translocase subunit SecD
K01006 ppdK; pyruvate, orthophosphate dikinase
K03046 rpoC; DNA-directed RNA polymerase subunit beta'
K01835 pgm; phosphoglucomutase
K03040 rpoA; DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
K03076 secY; preprotein translocase subunit SecY
K03286 TC.OOP; OmpA-OmpF porin, OOP family
K02933 RP-L6, MRPLS, rplF; large subunit ribosomal protein L6
K06158 ABCF3; ATP-binding cassette, subfamily F, member 3
K02867 RP-L11, MRPL11, rplK; large subunit ribosomal protein L11
K03733 xerC; integrase/recombinase XerC
Tabela 2. Bactérias associadas ao top 10 de genes positivamente expressos no grupo de diabéticos.
KEGG Definicao Género/Espécies
K02959 small subunit Multiespécies
ribosomal protein S16
K01610 phosphoenolpyruvate Tanerella sp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
carboxykinase Bacterioidetes sp., Capnocytophaga sp., Cardiobacterium hominis,
Haemophilus parainfluenzae, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
denticola, Prevotella fusca, Prevotella sp., Selenomonas sp.,
Tannerella forsythia, Tannerella sp.
K00262 glutamate Prevotella veroralis, Actinobaculum sp., Actinomyces dentalis,
dehydrogenase Actinomyces sp., Bacteroidetes, Bifidobacterium longum,
Capnocytophaga, Cardiobacterium valvarum, Eubacterium brachy,
Eubacterium,  Porphyromonas gingivalis, Prevotella sp.,
Selenomonas sp., Streptococcus, Tanerella sp.
K02986 small subunit Multiespécies
ribosomal protein
K00962 polyribonucleotide Actinomyces sp., Aggregatibacter sp., Capnocytophaga sp.,
nucleotidyltransferase Cardiobacterium valvarum, Corynebacterium, Eubacterium
nodatum, Fretibacterium, Leptotrichia sp., Neisseria,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella, Rothia, Selenomonas,
Tannerella sp., Treponema, Veillonella parvula
K09458 3-oxoacyl-[acyl- Actinomyces sp., Aggregatibacter  sp., Bacteroidetes,
carrier-protein] Campylobacter, Capnocytophaga, Cardiobacterium,
synthase Il Fretibacterium, Fusobacterium, Kingella, Leptotrichia, Neisseria,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella, Selenomonas,
Streptococcus, Tannerella, Veillonella
K02968 small subunit Multiespécies

ribosomal protein S20
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K02519 translation initiation Multiespécies
factor IF-2
K00024 malate Actinobaculum sp., Actinomyces, Capnocytophaga,
dehydrogenase Corynebacterium, Porphyromonas gingivalis, Prevotella,
Selenomonas sp., Tannerella sp.
K02939 large subunit Multiespécies
ribosomal protein L9

DISCUSSAO:

O conhecimento do microbioma associado a doenca periodontal vem cada vez mais mostrando
gue a presenca ou auséncia de determinadas bactérias por si s6 ndo explica inteiramente como a doenca
periodontal surge ou progride. Para 0 nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo que compara dois
perfis de biofilmes disbioticos: diabéticos (grau C) versus periodontite grau A/B.

Alguns genes encontrados na Tabela 1, mais expressos no grupo de pacientes diabéticos, estao
associados a alguns fatores de viruléncia adicionais que podem estar associados a maior progressao
da doenca. O gene relacionado a porina OmpA-OmpF pode ser importante nesse aspecto, visto que sdo
proteinas associadas a manutencao da integridade da membrana, principalmente em bactérias Gram-
negativas (Pages et al., 2008). Dessa forma, as porinas podem mediar a difusdo passiva de agentes
antimicrobianos e componentes téxicos, tornando-as mais resistentes a perturbacdes exdégenas (Choi &
Lee, 2019), o que pode facilitar a perpetuacéo e patogénese de bactérias Gram-negativas no ambiente
subgengival.

Além disso, uma grande parte dos KEGGs diferencialmente expressos parecem estar
relacionados a genes de RNA n&o-codificadores, que sdo elementos bacterianos associados a regulagéo
do seu perfil funcional. Atualmente, essas sequéncias de RNA vém sendo cada vez mais estudadas e
sabe-se que hoje elas desempenham um papel central no controle da expresséo génica da comunidade.
Recentemente, alguns transcritos de sequéncias nao-codificadoras de RNA foram identificados e
associados a doenca periodontal, na qual sugere-se um papel significativo na modulagdo génica da
comunidade bacteriana através de alguns mecanismos regulatérios de transcrigdo e traducdo (Ram-
Mohan & Meyer, 2020). Dessa forma, nossos achados indicam que no ambiente subgengival de
diabéticos, esse mecanismo regulatério € ainda mais evidente e crucial para a manutengdo de um
ambiente patogénico.

A andlise das bactérias associadas aos KEGGs mostra que existe uma participacado
predominante de bactérias que sdo encontradas mais abundantemente no microbioma subgengival de
diabéticos com doenca periodontal, como: Neisseriaceae, Corynebacterium, Actinomyces, Veillonella,
Eikenella (Qin et al., 2022), bem como bactérias Gram-negativas do complexo vermelho. Além disso,
véarias bactérias estdo associadas a um mesmo ortélogo de genes, 0 que sustenta a ideia de que ndo
sao bactérias especificas, mas sim a comunidade como um todo que atua como responsavel pelo perfil
de expressao génica no ambiente subgengival disbiotico.

CONCLUSOES:

Através da andlise dos resultados obtidos referentes as bactérias associadas aos grupos de
genes diferencialmente expressos (KEGGs) em pacientes diabéticos, € possivel concluir que a diabetes
mellitus pode influenciar no perfil de expresséo génica subgengival em pacientes portadores de doenca
periodontal, assim como provocar um aumento no fator de viruléncia do meio.
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