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RESUMO

A periodontite ¢ uma consequéncia de respostas imunitarias destrutivas do hospedeiro a
espécies bacterianas patogénicas resultantes da disbiose da microbiota oral. Sendo uma
das infeg¢des bacterianas mais comuns no ser humano, existe um interesse continuo em
avaliar a composicdo ¢ montagem da microbiota subgengival associada a satde e a
doenga.

Os microrganismos que formam a placa bacteriana sdo a principal causa da periodontite.
A sua identificagdo e a compreensao das relagdes complexas e interagcdes que envolvem
estes microrganismos, os fatores ambientais e o estado de satide do hospedeiro permitem
um melhor diagndstico e o respetivo tratamento direcionado em doentes com
periodontite. Para este fim, as técnicas de diagndstico molecular sdo cada vez mais
utilizadas.

O desenvolvimento e a prevaléncia de tecnologias moleculares independentes de cultura
tém proporcionado um progresso revolucionario nos estudos microbianos. A informagao
sobre a composi¢ado e os processos de montagem da microbiota oral podem ser utilizadas
para desenvolver estratégias eficazes e protocolos de monitoriza¢do para o tratamento
periodontal.

O objetivo desta dissertagdo consiste na caracterizagdo e analise do microbioma
subgengival na periodontite através de técnicas de diagnostico molecular. A metodologia
utilizada teve como base a pesquisa de artigos cientificos em plataformas digitais como:

PubMed, B-on, publicados em inglés e dos tltimos 10 anos.

Palavras-Chave: Microbioma; Microbioma Subgengival; Periodontite; Gene 16 S

ARNTr.






ABSTRACT

Periodontitis is a consequence of destructive host immune responses to pathogenic
bacterial species resulting from dysbiosis of the oral microbiota. As one of the most
common bacterial infections in humans, there is a continuing interest in assessing the
composition and assembly of the subgingival microbiota associated with health and
disease.

The microorganisms that form dental plaque are the main cause of periodontitis. Their
identification and the understanding of the complex relationships and interactions that
involve these microorganisms, environmental factors and the host's health status enable
improvement in diagnostics and targeted therapy in patients with periodontitis. To this
end, molecular diagnostics techniques come increasingly into use.

The development and the prevalence of culture-independent molecular technologies
have provided revolutionary progress in microbial studies. Information about the
composition and the assembly processes of oral microbiota could be used to develop
effective strategy and monitoring protocols for periodontal therapy.

The aim of this dissertation is to characterize and analyze the subgingival microbiome
in periodontitis using molecular diagnostic techniques. The methodology used was based
on the research of scientific articles in digital platforms such as PubMed, B-on, published

in english and from the last 10 years.

Keywords: Microbiome; Subgingival Microbiome; Periodontitis; 16 S rRNA Gene.
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Introducdo

I. INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenca inflamatdria cronica prevalente, causada pelo aumento da
inflamacdo induzida pela formagcdo de microrganismos disbidticos nas zonas
subgengivais, que podem alterar o equilibrio da composi¢cdo microbiana no biofilme e
resultar na destrui¢do progressiva do ligamento periodontal ¢ do osso alveolar com
formacdo de bolsas periodontais e/ou recessdo gengival (Mawardi et al., 2015). O
mecanismo subjacente a destrui¢do dos tecidos periodontais inclui danos nos tecidos
causados por produtos da placa bacteriana e inducao bacteriana das respostas imunitarias
do hospedeiro (Mawardi et al., 2015). A periodontite é considerada a principal causa de
perda dentdria em adultos e, desde sempre estudada isoladamente, sem ter em conta a
influéncia negativa no bem-estar geral dos individuos (Jeffcoat et al., 2014). No entanto,
estudos recentes indicam que a infecao periodontal ¢ uma potencial e constante fonte de
infecdo e estd associada a varias doengas sistémicas, incluindo aterosclerose, 2015,
cancro, artrite reumatoide, pneumonia por aspiragdo e resultados adversos na gravidez
(Benedyk et al., 2016; Choi et al., 2016; Pranckeviciene et al., 2014). Os mecanismos ou
vias que ligam as infegdes orais aos efeitos sistémicos secundarios, sao infecdes da
cavidade oral através de bacteremia transitoria, lesdes causadas por toxinas microbianas
orais circulantes, e, inflamac¢do causada por lesdes imunoldgicas induzidas por
microrganismos orais. Assim, a promog¢ao da saude oral tem sido sugerida como forma

de promover a satude sistémica (Cao et al., 2018).

Acredita-se que os microrganismos de um biofilme dentdrio estejam envolvidos na
patogénese da periodontite, em particular, as bactérias subgengivais desempenham um

papel importante no seu inicio e progressao (Shi et al., 2018).

A microbiota subgengival esta decisivamente relacionada na iniciacdo, manutengdo e
progressao da doenca (Belstrom et al., 2018). O nicho subgengival oferece condigdes
ecoldgicas com nutrientes disponiveis, que favorecem o crescimento de uma microbiota
diversificada (Krishna et al., 2017). A abundancia subgengival de microrganismos
periodontopatogénicos especificos, tais como Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola ¢ considerada um fator de maior risco da periodontite,
razdo pela qual a procura destas bactérias em amostras de placa subgengival pode ser
relevante em ensaios clinicos (Belstrom et al., 2018). Apesar das bactérias subgengivais

serem a principal causa das doengas periodontais, mais de metade das espécies de
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Analise do Microbioma Subgengival na Periodontite

bactérias subgengivais ou filotipos ndo estdo aptos a ser cultivados, o que representa um
obstaculo para perceber totalmente as relagdes causais entre as bactérias subgengivais e

a periodontite (Laksmana et al., 2012; Tsai et al., 2018).

Para superar as dificuldades e limitagdes associadas ao cultivo, foram desenvolvidos
métodos de cultura independentes baseados na amplificagdo e sequenciagao de
metagenomas bacterianos para identificar milhares de bactérias diferentes numa tnica

amostra (Tsai et al., 2018).
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

1. Doenca Periodontal

O termo "doengas periodontais" engloba uma vasta variedade de condi¢des inflamatorias
cronicas da gengiva, osso e ligamento que suportam os dentes. A doenca periodontal
inicia-se com a gengivite, uma inflamacao localizada da gengiva, iniciada por bactérias
da placa dentaria, ou seja, o biofilme microbiano que se forma nos dentes e na gengiva

(Kinane et al., 2017; Patini et al., 2018).

As doengas periodontais sdo infegdes multifatoriais suscitadas por um complexo de
espécies bacterianas que interagem com os tecidos e células do hospedeiro, causando a
libertacdo de uma ampla gama de citocinas inflamatorias, quimiocinas e mediadores,
alguns dos quais levam a destruicao das estruturas periodontais, incluindo os tecidos de
suporte dos dentes, osso alveolar e ligamento periodontal (Lopez-Martinez et al., 2020;

Mohanty et al., 2019).

A periodontite ¢ uma doenca associada a alteragdes no microbioma subgengival (Linden
et al., 2013). Apesar de ndo levar a morte, pode resultar em perda de dentes e reducao de
qualidade de vida. Durante o aparecimento e progressao da doenga, as bactérias
patogénicas colonizam os sulcos/bolsas periodontais para formar biofilmes orais
subgengivais, que aderem primeiramente a superficie da raiz do dente, dando origem a

inflamacao nos tecidos periodontais (Shi et al., 2015).

A destrui¢do do tecido, no entanto, ¢ mediada pelo hospedeiro e ¢, a interagdo entre a
comunidade subgengival de microrganismos e as respostas imunoldgicas que, por ultimo,

conduzem a perda de osso e tecido conjuntivo (Diaz et al., 2016).

Nas formas mais severas da doenga, a destruicao dos tecidos periodontais leva a perda
progressiva de inser¢do, de osso e, por fim, de dentes. A infecao por doengas periodontais
cronicas leva a uma resposta inflamatoria, estando esta associada a eventuais doencas

sistémicas e cronicas do doente (Shi et al., 2015).
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A periodontite ocorre quando a gengivite ndo tratada, progride para a perda de gengiva,
osso e ligamento, dando origem as bolsas periodontais profundas que sdo um sinal
distintivo da doenca e podem eventualmente levar a perda dos dentes. A doenga
periodontal pode contribuir para uma sobrecarga inflamatoria do corpo, € agravamento

de doencas como a diabetes mellitus e aterosclerose (Kinane et al., 2017).

A periodontite ¢ classificada como generalizada quando afeta > 10 dos 32 dentes da
denticdo humana, e localizada quando estdo envolvidos menos dentes. Embora a
gengivite e a periodontite cronica sejam iniciadas e sustentadas pelo biofilme microbiano
da placa dentaria, os fatores genéticos e ambientais do hospedeiro influenciam a evolugao
da doenga. Atualmente considera-se que as doengas periodontais partilham uma

etiopatogenia semelhante (Kinane et al., 2017).

Embora a doenga possa ser tratada, a saude periodontal necessita de ser continuamente
monitorizada ap0s o tratamento inicial e controlo da doenga, pelo facto da doenga poder
reaparecer e progredir sem sintomas 0bvios em alguns individuos. Para o prognostico da
doenca periodontal, os fatores de risco e indicadores clinicos de perda de dentes

constituem um marcador importante (Shi et al., 2015).

1.1 Fisiopatologia

Para compreender a fisiopatologia da doenga periodontal, ¢ essencial conhecer o
complexo biofilme dentdrio, bem como a resposta imunitdria associada a doenca

(Mehrotra & Singh, 2021).

A placa dentaria ¢ um biofilme complexo, que consiste na colonizacdo de bactérias
envolvidas por uma matriz protetora. Esta matriz é composta por polissacarideos
extracelulares e glicoproteinas, que proporcionam um ambiente protetor para
microrganismos no biofilme dentario (Plancak et al., 2015). Este componente do biofilme
dentario torna-o 1000 a 1500 vezes mais resistente a agentes antimicrobianos
(Hajishengallis et al. 2012). Os varios canais circulatorios presentes no biofilme ajudam
na distribui¢do de muitos nutrientes e na excre¢ao dos residuos metabolicos gerados

(Mehrotra & Singh, 2021).
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A gengivite e a periodontite sdo iniciadas e sustentadas por microrganismos da placa
bacteriana. De facto, o biofilme microbiano tem sido amplamente estudado e pode
compreender a volta de 150 espécies num s6 individuo, e at¢é ao momento foram
identificadas até 800 espécies diferentes na placa dentaria humana (Lourencgo et al., 2014).
O debate sobre quais as espécies particularmente virulentas e que podem conduzir a uma
doenca localizada, dura ha décadas e continua por resolver (Perez- Chaparro et al., 2014).
Os patogénicos putativos incluem bactérias Gram-negativas anaerobias, espiroquetas e
mesmo virus, mas ¢ provavel que nenhum patdgeno seja a causa por si s6, mas antes que
a propria disbiose (um desequilibrio do biofilme microbiano) seja a "unidade" patogénica.
Se a doenga periodontal fosse causada por um ou alguns patdogenos especificos, a
estratégia terapéutica preferencial seria uma alteragao direcionada da microbiota da placa

em vez da remogao total do biofilme (Al-hebshi et al., 2015; Kinane et al., 2017; Perez-
Chaparro et al., 2014).

"Quorum sensing" ¢ um modo de comunicagdo entre as microcoldnias de bactérias dentro
do biofilme dentério (Plancak et al., 2015). "Autoindutores" sdo moléculas secretadas por
microrganismos; a concentragdo destas moléculas ajuda na regulacdo da expressdo
genética bacteriana (Plancak et al., 2015). O biofilme, através de diferentes
concentragdes de pH e metabolitos, tem varios microambientes. Estes microambientes
tornam o ecossistema adequado para uma variedade de microrganismos que habitam na

mesma placa bacteriana (Mehrotra & Singh, 2021).

A camada inicial depositada sobre a superficie dos dentes na formacao da placa
bacteriana ¢ a "pelicula adquirida". Esta camada ¢ formada segundos apo6s a exposicao
das superficies dentarias, seguida da fixag¢do inicial dos primeiros colonizadores do

biofilme (Mehrotra & Singh, 2021).

As espécies Streptococcus € Actinomyces sao colonizadores primarios, bactérias gram-
positivas facultativas. Os "recetores de adesdo" presentes na superficie dos colonizadores

primarios ligam-se as proteinas ricas em prolina da pelicula. Esta ligacao leva a revelacdo

n n

de locais recetores conhecidos como " criptitopo ", e ainda mais a co-agregacao.
Gradualmente, hd uma deposi¢ao de camadas de placa bacteriana que conduz a uma
deficiéncia de oxigénio no ambiente, e que pode levar eventualmente a colonizacdo de

bactérias anaerdbias. O microrganismo de ligagdo entre os colonizadores primdrios e
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secundarios ¢ a espécie Fusobacterium. A mudanga gradual destas condi¢des aerdbias
para condi¢des anaerdbias marca a progressao da gengivite para periodontite (Mehrotra

& Singh, 2021).

A resposta do hospedeiro a infe¢ao bacteriana € feita de forma gradual através da resposta
imunitaria inata cladssica. Esta resposta inclui sinais de inflamacdo aguda, incluindo
aumento do rubor da gengiva, hemorragia e edema gengival, bem como migra¢do de

neutréfilos para o local da inflamacgao (Larsen & Fiehn., 2017; Mehrotra & Singh, 2021).

A imunidade inata (Figura 1) também ativa as células hospedeiras primarias do corpo,
preparando o corpo para a defesa contra infegdes bacterianas, bem como desencadeia a
imunidade adaptativa. A imunidade inata também desencadeia a célula hospedeira a
diferenciar-se em células mais especificas, por sua vez, aumentando os mediadores pro-
inflamatorios como a interleucina 1-beta (IL-1p), prostaglandinas e o fator de necrose
tumoral (TNF). A cascata ¢ ativada, resultando na imunidade adaptativa (Figura 1) ao
entrar em funcdo, ativando linfocitos especificos T e B (Silva et al., 2015). Existe
documentacao sobre o papel do envolvimento das células B e T com o ativador recetor
do fator nuclear-kB (Receptor activator of nuclear factor kappa-B [RANK]) que resulta

em perda de osso devido a ativagdo de osteoclastos (Mehrotra & Singh, 2021).

Innate response
Bacteria

Rapid respense @ a

Keratinocyte Neutrophil

IL-1
IL-3 Dendritic

TNF

Macrophage cell

I
|
i
;
cell s !
|
i
I

| Adaptive response

Bcell

O > CD40
) IL-4
|

T cell

Figura 1- Respostas imunolégicas na Periodontite
(Adaptado de Kinane et al., 2017)
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A bactéria oral comensal € responsavel pela inicia¢do e propagacao da doenca através do
processo de disbiose, ou desequilibrio microbiano. A doenga prossegue ciclicamente com
periodos de atividade ou inatividade até que sejam tomadas medidas terapéuticas, ou até
que o dente e as estruturas circundantes sejam destruidos pelo processo da doenca,
resultando na perda do dente. A medida que a doenca periodontal evolui da gengivite para
a periodontite, um maior nimero de organismos anaerdbios coloniza bolsas periodontais
mais profundas, tais como Aggregatibacter actinomycetemcomitans € Porphyromonas
gingivalis, o que desencadeia a resposta inflamatdria no hospedeiro. Esta resposta inclui
a producao e disseminacdo de proteina C-reativa (PCR), um biomarcador de inflamacao,
bem como varios compostos neutrofilos e macrofagos como o TNF-a, metaloproteinases
de matriz (MMPs), e IL-1 e IL-8. Um nivel elevado de PCR sérico sugere que a
inflamacdo resultante da periodontite pode estar correlacionada com uma patologia

cardiovascular (Borgnakke, 2015; Gasner & Schure, 2020).

1.2 Diagnostico

O diagnostico da doencga periodontal requer a comparacao dos resultados em relagdo ao
periodonto saudavel. Esta comparacdo ¢ baseada no exame visual, na sondagem
periodontal e na avaliacao dos niveis de osso observados radiograficamente (Gasner &

Schure, 2020).

O primeiro desafio no tratamento da doenga periodontal ¢ um diagndstico atempado e
preciso, uma vez que a perda de osso e tecido mole é progressiva e em grande parte
irreversivel, sendo, no entanto, particularmente dificil uma vez que a doenca periodontal
precoce ¢ indolor e os pacientes raramente procuram cuidados na fase inicial da doenga.
De facto, o sintoma inicial da gengivite ¢ a hemorragia durante a escovagem; a dor

raramente ¢ relatada (Gasner & Schure, 2020).

As caracteristicas clinicas da periodontite incluem rubor, alteracdo da textura e edema
gengival, hemorragia da area da bolsa gengival durante a sondagem, aumento da
profundidade da bolsa periodontal (detetado por uma sonda de didmetro estreito - Figura
2), destrui¢ao das estruturas de suporte dos dentes (ligamento e osso alveolar), recessdao
da margem gengival (que expde a raiz), aumento da mobilidade dentaria e,

eventualmente, perda de dentes. A dor pode surgir com exacerbagdes agudas devido a
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abcessos ou deslocamento dos dentes causado pelo enfraquecimento do suporte dentario.
No entanto, a doenga periodontal tipica ¢ indolor, e ¢ comum que possa atingir graus
avangados de severidade antes de ser detetada e iniciar-se tratamento (Kinane et al.,

2017).

O diagndstico baseia-se principalmente numa série de medigdes clinicas que incluem
nivel de insercdo, hemorragia a sondagem, profundidade da sondagem e resultados
radiograficos. Informacao adicional, tais como histéria médica e familiar e caracteristicas
clinicas especificas (por exemplo, a localizagdo das lesdes ou a quantidade de placa
relativa a progressdo da doenca), pode ajudar a distinguir diferentes tipos de doengas
periodontais. No entanto, um diagndstico preciso requer registo de multiplos parametros
(incluindo hemorragia a sondagem, profundidade de sondagem e nivel de insercdo
clinica) em seis localizagdes por dente (afetado ou nao). Estes pardmetros clinicos sao as
melhores medidas atualmente disponiveis para diagnodstico; no entanto, s6 conseguem
avaliar a atual extensdo e severidade da doenca. Nenhuma informa¢do pode ser
extrapolada sobre a atividade futura da doenga, devido a baixa sensibilidade e baixo valor

preditivo positivo destes testes (Stathopoulou et al., 2015).

O periodonto saudavel apresenta uma gengiva cor rosa claro, com uma textura
pontilhada, que estd bem-adaptada ao osso subjacente. Entre a gengiva e o dente, existe
um sulco fisioloégico de 1 a 3 mm que normalmente ndo apresenta sinais de hemorragia

(Gasner & Schure, 2020).
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Figura 2 - Principais fases da doenca periodontal
a) Esquema de Gengiva saudavel, Gengivite, Periodontite precoce a moderada e Periodontite
avangada b) Medicdo da profundidade da bolsa

(Adaptado de Kinane et al., 2017)

Os sinais da doenca periodontal incluem hemorragia ativa em resposta a manipulagao
ligeira ou inexistente dos tecidos, dor, mau halito, bolsas periodontais (>3mm), perda
Ossea radiografica, perda de insercao clinica, e perda de dentes. As radiografias de um
doente com periodontite irdo revelar a perda de osso alveolar em proximidade a uma
profundidade de sondagem periodontal. Estes resultados sugerem que existe uma bolsa
periodontal profunda associada ao dente que contém 0s microrganismos
periodontopatogénicos que estdo a desencadear ativamente a resposta do hospedeiro. Se
nao for tratada, a perda de osso ird progredir até que haja um inadequado suporte do dente,

e o dente associado tornar-se-4 movel e eventualmente perdido (Gasner & Schure, 2020).

Realizado o diagnostico, deve-se remover imediatamente os fatores etioldgicos (o
biofilme microbiano nas superficies dos dentes e gengiva) e aconselhar o doente sobre os
possiveis fatores de risco (por exemplo, ma higiene oral, tabagismo e diabetes mellitus

ndo controlada). Devido ao facto dos fatores de risco modificaveis serem
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predominantemente da esfera de controlo do doente, a gestio bem-sucedida da
periodontite depende fortemente da motivagdo do doente e das mudangas de

comportamento e €, por conseguinte, um desafio (Kinane et al., 2017).

1.3 Nova Classificaciao da Doenc¢a Periodontal

A Associagdo Americana de Periodontologia (AAP) e FEuropean Federation of
Periodontology (EFP) realizou em novembro de 2017, no evento “The World Workshop
on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions”, o qual
decorreu em Chicago, uma nova classificacdo das doengas periodontais e peri-
implantares. Diversos peritos analisaram as evidéncias cientificas existentes e
desenvolveram critérios chave de modo a obterem uma classificagdo universal,
globalmente aceite, capaz de responder as necessidades dos clinicos, permitindo assim a
padronizagdo dos conceitos. Foram realizadas alterag¢des significativas na classificagdo
precedente, a classificacdo de 1999, através do trabalho conjunto de uma equipa com mais

de 100 especialistas (Costa et al., 2019).

A nova classificagdo foi criada para dar resposta as fragilidades precedentes, visto que
com o continuo desenvolvimento cientifico no ambito da Periodontologia, surge a
necessidade de se reformular os sistemas de classificagdo. O sistema de classificagao
proposto em 1999, veio substituir o sistema de classificagdo de 1989, apresentando
solugdes para alguns aspetos que ndo agradavam a comunidade cientifica (a classificacdo
de 1989 nao abrangia todas as categorias da doenga; ndo contemplava as doencgas
gengivais; ndo tinha em conta as taxas de progressao da doenca e a sua relacdo com a
idade). Do mesmo modo, a nova classificagdo periodontal proposta em 2017, atua em
algumas das falhas da classificacdo de 1999. Sao exemplos de limitagdes da classificacao
de 1999: o facto de esta nao permitir classificar casos de recessao e perda de adesdo
devido ao historial de periodontite cronica; ao designar um tipo de periodontite de
“agressiva”, pode levar a que se considere, erradamente, que outros tipos de periodontite
ndo se possam expressar de forma agressiva; sempre que se perdiam dentes com pior

prognostico periodontal, a severidade da doenga diminuia.
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Esta nova classificacdo, fruto de um grande estudo e entendimento do estado de arte,
apresenta-se com um caracter dinamico, com grande adaptabilidade e foi concebida de
maneira a que pudesse ser implementada no ambiente clinico, mas também no ambito da

investigacdo e de estudos epidemiologicos (Costa et al., 2019).

Assim, a classificagdo permite ao clinico incorporar fatores individuais do doente no

diagnostico, que sdo cruciais para uma abordagem detalhada dos casos.

Formas de periodontite (Caton et al., 2018):
1. Doengas periodontais necrosantes
a) Gengivite Necrosante
b) Periodontite Necrosante
c¢) Estomatite Necrosante
2. Periodontite como manifestacao de doengas sistémicas
3. Periodontite
a) Estadio: Classifica a doenga consoante a sua severidade e complexidade
Estadio I: Periodontite inicial
Estadio II: Periodontite moderada
Estadio III: Periodontite severa com potenciais perdas dentarias
Estadio IV: Periodontite severa com potencial perda da dentigao
b) Extensdo e distribuicdo: localizada, generalizada e padrao molar- incisivo
c¢) Grau: Representa o risco de progressdao da doenga
Grau A: Taxa de progressao baixa
Grau B: Taxa de progressao moderada

Grau C: Taxa de progressdo rapida

A periodontite ¢ definida como “doenca inflamatoria cronica multifatorial associada com
biofilme disbiotico e caracterizada pela destrui¢ao progressiva dos tecidos de suporte do

dente”. Clinicamente, caracteriza-se em (Steffens & Marcantonio, 2018):

1. Perda de inser¢ao detetada em dois ou mais locais interproximais ndo adjacentes;
ou
2. Perda de inser¢ao de 3 mm ou mais na vestibular ou lingual/palatina em pelo

menos 2 dentes, sem que a causa seja por: 1) recessdo gengival de origem
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traumatica; 2) carie dentdria estendendo-se até a area cervical do dente; 3)
presenga de perda de insercao na face distal de um segundo molar e associado ao
mau posicionamento ou a extragdo de terceiro molar; 4) lesdo endo-periodontal
que drena através do periodonto marginal; ou 5) ocorréncia de fratura radicular

vertical.

A periodontite ¢ classificada de acordo com o Estadio e o Grau (Steffens & Marcantonio,

2018):

Os estadios da periodontite devem ser primariamente definidos pela perda de inser¢do
clinica, denominada como “caracteristica determinante”. Na sua auséncia, utiliza-se a
perda Ossea radiografica. Caso haja “fatores de complexidade” (por exemplo, defeitos de
furca ou mobilidades avancadas), sobe-se o estadio ao pior cenario encontrado, de acordo
com o descrito abaixo em “fatores que modificam o estadio”. Em pacientes tratados, o
estadio ndo deve diminuir. Para todos os estadios, deve-se classificar ainda quanto a
extensdo: localizada (até 30% dos dentes afetados), generalizada (30% dos dentes ou

mais) ou padrdo molar-incisivo.

Estadio I: Caracteristica determinante: 1-2 mm de perda de inser¢@o interproximal no
pior local ou perda radiografica no ter¢o coronal (< 15%). Caracteristicas secundarias:
maxima profundidade de sondagem até 4 mm, sem perda dentaria devido a periodontite

e padrao de perda 6ssea predominantemente horizontal.

Estadio II: Caracteristica determinante: 3-4 mm de perda de inser¢do interproximal no
pior local ou perda radiografica no ter¢o coronal (15-30%). Fatores que modificam o
estadio: maxima profundidade de sondagem até <5mm, sem perda dentdria devido a

periodontite e padrao de perda dssea predominantemente horizontal.

Estadio III: Caracteristica determinante: 5 mm ou mais de perda de insercao
interproximal no pior local ou perda dssea radiografica que se estende a metade ou ao
terco apical da raiz. Fatores que modificam o estadio: profundidade de sondagem de 6mm
ou mais, com perda dentdria devido a periodontite até 4 dentes. Em adi¢@o ao estadio II
de complexidade pode existir perda dssea vertical at¢ > 3 mm, defeitos de furca grau II

ou III e defeitos de crista moderados.
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Estadio IV: Caracteristica determinante: 5 mm ou mais de perda de insercao
interproximal no pior local ou perda 6ssea radiografica que se estende a metade ou ao
terco da raiz. Fatores que modificam o estadio: perda dentaria de 5 ou mais dentes devido
a periodontite. Em adi¢do aos fatores de complexidade ao estadio III, pode ocorrer
disfungdo mastigatoria, trauma oclusal secundario (mobilidade grau 2 ou 3), defeito de
crista severo, colapso de mordida, ma posi¢do dentdria, migracao patoldgica, menos de

20 dentes remanescentes.

O grau reflete as evidéncias, ou o risco, de progressao da doenca e seus efeitos na satde
sistémica. Inicialmente, todos os doentes com periodontite devem ser considerados como
grau B e, assim, modificar esse grau (para A ou C) de acordo com: 1) evidéncias diretas
de progressdo; ou 2) evidéncias indiretas. Apos a determinacdo do grau da periodontite
pela evidéncia de progressdo, o grau pode ser modificado pela presenca de fatores de risco

(tabagismo e diabetes mellitus).

Grau A — Taxa de progressao baixa

Caracteristica determinante: evidéncia direta de nenhuma progressdo de perda de
insercdo em 5 anos ou indireta de perda ossea/idade até < 0,25 mm. Caracteristicas
secundarias: depdsitos densos de biofilme com niveis baixos de destrui¢do. Fatores de
risco que podem modificar o grau: sem fatores de risco (habitos tabagicos ou diabetes

mellitus).

Grau B — Taxa de progressao moderada

Caracteristica determinante: evidéncia direta de progressao inferior a 2 mm em 5 anos
ou indireta de perda 6ssea/idade de 0,25 a 1 mm. Caracteristicas secundarias: destrui¢ao
proporcional com os depositos de biofilme. Fatores de risco que podem modificar o grau:

fumadores até <10 cigarros por dia ou HbAlc < 7% em diabéticos.

Grau C — Taxa de progressao rapida

Caracteristica determinante: evidéncia direta de progressao igual ou superior a 2 mm em
5 anos ou indireta de perda éssea/idade superior a I mm. Caracteristicas secundarias: a
destruicao excede o que seria expectavel com os depdsitos de biofilme. Padrdes clinicos

especificos sugestivos de periodos de rapida progressdao e/ou doenga de inicio precoce.
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Fatores de risco que podem modificar o grau: habitos tabagicos (10 ou mais cigarros/dia)

ou doentes com diabetes mellitus (HbAlc igual ou superior a 7%).

1.4 Fatores de risco para o desenvolvimento da Doenca Periodontal

Ha mais de um século que se estuda e procura os agentes etiologicos das doengas
periodontais. A pesquisa iniciou-se na ‘“era de Ouro da Microbiologia”
(aproximadamente 1880-1920), quando os agentes etiologicos de varias infecdes
clinicamente importantes foram determinados, investigagdes paralelas da etiologia das

doengas periodontais foram iniciadas nesta altura (Mohanty et al., 2019).

A colonizacdo bacteriana mista no tecido oral € o agente etioldogico primario na doenga
periodontal. Existem outros fatores que atuam como fatores etioldgicos secundarios,
acelerando a propagacdo e desenvolvimento de doengas periodontais como o
desenvolvimento de bolsas, cdalculo, placa bacteriana, restauragdes debordantes,
caracteristicas anatdmicas como as raizes curtas, lesdes cervicais nao cariosas, fatores

sistémicos, fatores genéticos, tabagismo e stress (Mehrotra & Singh, 2021).

As doengas periodontais surgem como resultado de varios fatores, incluindo fatores de
risco especificos do doente e uma higiene oral inadequada. Os fatores de risco podem ser
subdivididos em fatores de risco modificaveis, tais como ma higiene oral, tabagismo,
diabetes, e gravidez, e fatores de risco ndo modificaveis, que incluem idade e

hereditariedade, incluindo doengas genéticas (Gasner & Schure, 2020).

1.4.1 Fatores de risco Modificaveis

As praticas de ma higiene oral desempenham um papel significativo na iniciagdo e
desenvolvimento da doenga periodontal. Técnicas inadequadas de higiene oral podem
levar a acumulagdo de bactérias e placa nos dentes, dando inicio a uma gengivite e
progredindo potencialmente para a periodontite. Esta relacdo tem sido demonstrada na
literatura, estando a crescente acumulagdo da placa dentaria diretamente associada ao
aumento da gravidade e prevaléncia das doengas periodontais. Como consequéncia de
uma ma higiene oral, os organismos anaerobios responsaveis pela progressdao das doencas

periodontais podem colonizar-se em areas mais profundas do periodonto, e ai executar as
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suas acOes destrutivas. As principais bactérias encontradas na periodontite incluem
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, e Tannerella forsythia. Quando penetram profundamente no periodonto, estes
organismos produzem inflamagdo desencadeando a libertacdo de mediadores
inflamatorios, e outros produtos defensivos do hospedeiro (Gasner & Schure, 2020;

Nazir, 2017).

O tabagismo ¢ o maior fator de risco modificavel para a doenca periodontal, como
demonstrado em estudos de associagdo, progressdo e intervengdo, com estimativas de
risco atribuiveis que variam entre 2,5 e 7,0. Os fumadores tém uma condi¢ao periodontal
pior e experienciam uma perda de dentes mais severa do que os ndo-fumadores (Kinane

et al., 2017; Leite et al., 2018).

O tabagismo pode aumentar o risco de doencas periodontais 5 a 20 vezes, com uma
razao de probabilidade de 5,4 entre o tabagismo e a periodontite. Esta associado a maiores
niveis de perda de osso, perda de fixagdo, bolsas periodontais profundas associadas a
doenga, e perda de dentes, em comparagdo com os ndo fumadores. Para além do aumento
da severidade das doencas periodontais, o tabagismo também estd associado a um
decréscimo significativo na eficacia dos tratamentos (Kinane et al., 2017; Leite et al.,

2018).

Este fator de risco cria um ambiente cada vez mais favordvel ao crescimento de
microrganismos periodontopatogénicos, promovendo assim o desenvolvimento da

doencga (Gasner & Schure, 2020).

Estudos prospetivos, demonstraram taxas de progressao mais elevadas de periodontite e
de perda dentdria, e estudos de tratamento demonstraram resultados inferiores de
tratamento periodontal cirargico e ndo cirargico em fumadores, em comparacao com 0s
ndo fumadores. Notavelmente, os sinais de inflamacdo gengival podem ser menos
pronunciados nos fumadores do que nos ndo fumadores, devido a vasoconstri¢cdo e ao

aumento de queratinizagdo do tecido gengival (Kinane et al., 2017).
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A diabetes mellitus ¢ também uma das maiores responsaveis pela doenga periodontal.
Esté associada a certos processos patoldgicos que acentuam o breakdown periodontal, tal
como prejudicam a cicatrizagdo de feridas. Em doentes com diabetes mellitus, a doenga
periodontal correlaciona-se com o aumento do risco de mortalidade quando comparado

com doenga ausente ou ligeira (Gasner & Schure, 2020; Nazir, 2017).

A prevaléncia e severidade da periodontite s3o aumentadas em individuos que tém
diabetes mellitus de longa duragdo, e, em particular, em pacientes com controlo
deficiente. Em contrapartida, a periodontite pode ter um efeito negativo no controlo
metabdlico em individuos com diabetes mellitus, uma vez que contribui para o aumento
da carga inflamatdria e resisténcia a insulina. Em particular, os efeitos negativos da
diabetes mellitus no periodonto manifestam-se numa idade jovem, afetando criangas e

adolescentes com diabetes mellitus tipo 1 ou tipo 2 (Kinane et al., 2017).

A gravidez estd associada a flutuagdes dos niveis hormonais, alteragdes estas que tém
demonstrado promover uma resposta inflamatéria que estd ligada a gengivite e
periodontite. Embora nao tenham sido claramente compreendidas, as hormonas maternas
mostraram estar positivamente correlacionadas com os niveis de Porphyromonas
gingivalis, um microrganismo chave na progressdo da doenca periodontal. Tanto o
hipoestrogenismo como o hiperestrogenismo t€ém demonstrado contribuir para a gengivite

(Daalderop et al., 2018; Gasner & Schure, 2020).

1.4.2 Fatores de risco Nao Modificaveis

A idade ¢ um fator de risco ndo modificdvel da doenga periodontal, amplamente
discutido na literatura. Foi demonstrado que individuos de idade avancada tém uma
resposta inflamatdria exacerbada a acumulagdo de placa bacteriana, com um maior
numero de células inflamatorias. Esta agregacdo de células inflamatorias coloca os
individuos mais velhos em maior risco de sofrer a destrui¢do do periodonto (Gasner &

Schure, 2020).

Além disso, devido ao envelhecimento estar associado a uma perda de destreza, os
individuos de idade avancada tendem a ser menos proficientes nas suas praticas de higiene

oral. Isto resulta em niveis mais elevados de placa bacteriana, o que constitui um fator de

26


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daalderop%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30370334

Desenvolvimento

risco conhecido para o desenvolvimento da doenga periodontal. Adicionalmente, a
investigacao tem demonstrado uma maior perda de inser¢ao clinica (CAL) em individuos
com idades compreendidas entre os 60 ¢ os 90 anos, em comparacdo com o0s que tém

menos de 50 anos (Gasner & Schure, 2020).

As predisposicoes genéticas tém sido consideradas importantes tanto para o inicio como
para a progressao da periodontite, com altas estimativas de hereditariedade que chegam
a 50%. Contudo, estudos de associacdo de genoma disponiveis até a data, ndo
conseguiram identificar consistentemente polimorfismos especificos de nucledtidos
unicos entre as populagdes. Em contraste com as doengas mendelianas, em que o fenotipo
patologico ¢ tipicamente o resultado de uma anormalidade que afeta um unico gene, a
predisposicdo genética para a periodontite é provavelmente conferida coletivamente por
centenas ou milhares de genes, enquanto o fenotipo clinico ¢ definido pela interagdo entre
fatores ambientais, genéticos e epigenéticos. Os fatores epigenéticos s6 ganharam atencao
recentemente, e aguarda-se ainda investigacao adicional sobre o seu papel (Kinane et al.,

2017).

Por ultimo, vérias doengas sistémicas geneticamente relacionadas tém-se manifestado
como doencas periodontais. A etiologia do desenvolvimento de doengas periodontais
dentro destas doencas sistémicas também tem sido documentada na literatura. Estas
doengas incluem a sindrome de Down, sindrome de Ehlers-Danlos (tipos IV e VIII), e

doenga de Crohn (Gasner & Schure, 2020).

1.5 Tratamento

O tratamento da doenca periodontal envolve uma abordagem por etapas, comeg¢ando
com opg¢des mais conservadoras. A fase inicial do tratamento para todas as formas de
periodontite € uma profilaxia, que inclui a raspagem e alisamento radicular para remover
a placa bacteriana e os calculos encontrados tanto acima como abaixo da linha da gengiva.
Uma parte importante desta limpeza dentaria ¢ a instru¢do de higiene oral dada pelo
médico dentista ao paciente para melhorar a sua rotina de higiene oral em casa (Gasner

& Schure, 2020; Kinane et al., 2017).
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Apbs a conclusdo da consulta de limpeza dentaria, o paciente deve regressar para uma
reavaliagdo da condi¢do periodontal, que envolve um exame que observa o estado do
periodonto, ¢ mede a profundidade de sondagem para ver se o progresso da doenga foi
detido. Se a resolugdo da condigdo puder ser confirmada, o doente deve regressar para
destartarizagdes regulares, uma vez que a periodontite ¢ uma doenga crénica que pode

reativar se o ambiente adequado o permitir (Gasner & Schure, 2020).

A supervisao mais importante para controlo da doenca periodontal ¢ o tratamento dos
fatores de risco. A higiene oral inadequada ¢ um dos principais promotores da doenca
periodontal. A prevencao de mas praticas de higiene oral envolve a promog¢ao de uma
higiene oral adequada, e a manuten¢do a intervalos regulares, dependendo do risco
individual do paciente. O autocuidado recomendado utiliza um regime didrio de trés
etapas que inclui escovagem, fio dentdrio e bochecho. O encaminhamento para realizar a
destartarizagdo e o acompanhamento programado para monitorizar a progressdo da

doenga ¢ também recomendado (Gasner & Schure, 2020; Kinane et al., 2017).

O principal objetivo do tratamento periodontal ¢ melhorar a satide gengival do doente e
preservar os tecidos periodontais remanescentes. Ambos os fatores locais, bem como a
carga bacteriana de microrganismos periodontopatogénicos requerem redugdo, € em

simultaneo a corregdo de fatores comportamentais (Mehrotra & Singh, 2021).

Apo6s a avaliacdo clinica e radiografica do doente, ¢ preenchido o periodontograma
juntamente com o registo dos indices periodontais para medir a severidade e extensdo da
doenca. Apos a avaliagdo clinica, o doente deve receber aconselhamento para iniciar
mudangas comportamentais como a cessacao do tabagismo e motivagao para melhorar as
medidas de higiene oral. Seguida pela avaliagdo, inicia-se o tratamento periodontal nao
cirargico, que inclui a raspagem e o alisamento radicular (Graziani et al., 2017; Mehrotra

& Singh, 2021).
A revisdo regular do tratamento periodontal ndo cirargico € critica, uma vez que os locais

que ndo respondem tém de ser tratados por tratamento periodontal cirurgico, seguido de

uma fase de manuteng¢do periodontal (Graziani et al., 2017; Mehrotra & Singh, 2021).
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O tratamento periodontal ndo cirGrgico consiste na remocdo da placa bacteriana
supragengival, subgengival e calculo, com raspagem e alisamento radicular. A raspagem
e alisamento radicular sdo realizados com curetas ou instrumentos ultrassénicos, ou

ambos (Aimetti, 2014; Kinane et al., 2017).

As curetas sao instrumentos afiados com um ou dois bordos cortantes utilizados para a
remocao de calculos e placa, tanto supragengival como, em particular, subgengival, o que
¢ crucial na doenga periodontal; as versdes ultra-sonicas destes instrumentos vibram na
faixa ultra-sonica (aproximadamente 25.000-30.000 ciclos por segundo) e podem ser
utilizados, juntamente com um jato de agua, para remover depdsitos aderidos aos dentes.
Tanto os instrumentos manuais como os ultra-sonicos sao eficazes na remocao do calculo
subgengival e na alteracdo da microbiota subgengival (Kinane et al., 2017; Suvan et al.,

2019).

Além disso, ambos os instrumentos conseguem melhorias comparaveis nos parametros
clinicos (redugdo da profundidade de sondagem, aumento do nivel de inser¢do clinica e

reducdo da hemorragia a sondagem) (Kinane et al., 2017; Suvan et al., 2020).

Uma vez concluida a raspagem inicial e o alisamento radicular, ¢ necessario um periodo
de 4-6 semanas para a cicatriza¢do adequada do tecido conjuntivo, antes da reavaliagdo.
Durante a consulta de reavalia¢do, as medic¢des clinicas de diagndstico sdo novamente

registadas e a resposta ao tratamento inicial ¢ avaliada (Kinane et al., 2017; Suvan et al.,

2020).

Se ndo houver dentes com inflamagao residual e bolsas, entdo o paciente ¢ colocado em
manuten¢do periodontal. No entanto, se houver inflamag¢do residual e doenga ativa, ¢
necessario tratamento adicional, que pode ser localizado ou generalizado, cirurgico ou
nao cirurgico, dependendo da extensao e severidade da inflamacao residual (Kinane et

al., 2017).
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1.6 Prevencio

A prevencao da gengivite ¢ uma medida preventiva primaria da periodontite e implica
retardar a formagdo do biofilme microbiano e/ou erradica-lo em intervalos regulares. A
prevencdo ¢ conseguida com uma higiene oral auto-realizada numa base diaria e a
elimina¢do do biofilme numa base bienal, embora dados recentes indiquem que, para
pacientes de baixo risco que t€ém poucos ou nenhuns fatores de risco, a profilaxia

profissional numa base anual pode ser adequada (Kinane et al., 2017).

As recomendacdes da American Dental Association ( ADA) para os cuidados didrios no
domicilio, incluem escovar os dentes duas vezes por dia durante 2 minutos com uma
escova de dentes macia, escovar a lingua, limpar os espagos interdentarios (com fio
dentario ou escovas interproximais), utilizar uma pasta de dentes com fluor e ter uma
dieta equilibrada com snacks limitados entre as refeicdes (Giannobile et al., 2013; Kinane

etal., 2017).

2. O Microbioma Subgengival

A cavidade oral aloja uma microbiota natural e diversa que persiste nas superficies orais
assim como na estrutura, ¢ multi-espécies de biofilmes que se organizam funcionalmente
e que tém uma relagdo simbiodtica com o hospedeiro. O hospedeiro proporciona um habitat
quente e nutritivo, enquanto a microbiota oral residente proporciona importantes
beneficios para a satde (por exemplo, exclusdo de agentes patogénicos, modulagdo
imunitaria, reducao do ciclo nitrato entero-salivar) (Genco et al., 2018; Naginyte et al.,

2019).

A microbiota oral ¢ composta por uma combinacdo de virus, protozodrios, fungos,
arqueobactérias e bactérias. Historicamente, a composicao da microflora subgengival tem
sido caracterizada por métodos de cultura. No entanto, as técnicas de cultura apresentam
importantes inconvenientes. Por exemplo, apenas bactérias vidveis podem crescer em
meios de cultura especificos e sdo essenciais condigdes rigorosas de amostragem e
transporte. Além disso, se forem utilizados meios nao seletivos, a sensibilidade da cultura

de bactérias pode ser particularmente baixa, com limites de detecao em média de 103-104
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células bacterianas. Assim, sdo necessarios numeros elevados de uma bactéria especifica

numa amostra para permitir a sua detecdo (Lopez -Martinez et al., 2020).

As bactérias que colonizam os tecidos duros e moles da cavidade oral influenciam
profundamente a satde oral e a doenga. Estudos microbiologicos identificaram mais de
700 espécies de microrganismos na cavidade oral, incluindo um grande ntimero de
espécies ndo cultivaveis (~50%), mais de 400 das quais foram detetadas no sulco ou bolsa
periodontal, as restantes espécies foram identificadas a partir de outros habitats orais

como a lingua, mucosas orais ¢ lesdes cariosas (Wei et al., 2019).

Existem evidéncias reconhecidas do papel da microbiota oral na etiologia das doencas
periodontais e alguma especificidade entre certas espécies ou grupos de espécies
bacterianas e as varias formas de doengas periodontais. Contudo, embora a complexidade
e diversidade da microbiota periodontal tenham sido confirmadas por inimeros estudos,
até agora, apenas trés espécies bacterianas foram reconhecidas como verdadeiros agentes
patogénicos periodontais - nomeadamente, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis, e Tannerella forsythi (Oliveira et al., 2016).

No entanto, desde entdo, o estudo da microbiota subgengival expandiu-se
consideravelmente. A composi¢do, complexidade, e a diversidade do microbioma oral
foram estudados com maior profundidade e amplitude nos ultimos anos. Estes avangos
no conhecimento foram maioritariamente consequéncia do progresso tecnoldgico nos
métodos moleculares, que permitiram uma andlise aberta do microbioma local e/ou

permitiu o estudo do segmento ndo cultivado da microbiota (Oliveira et al., 2016).

2.1 Alteracoes do Microbioma Subgengival

Os microrganismos vivem simbioticamente com os humanos e desempenham um papel
importante na salide e na doenga. As alteracdes do microbioma contribuem para a
patogénese de muitas doencas e refletem a satide ou o estado da doenga do hospedeiro.
Assim, a monitorizacdo das alteracdes no microbioma ¢ uma nova aplicagao
potencialmente promissora no diagnostico e progndstico de doengas (Shi et al., 2015;

Szafranski et al., 2015).
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O microbioma subgengival, ou seja, a comunidade de microrganismos que habita o
ambiente subgengival, tem sido objeto de investigacdo ao longo de vérias décadas. A
investigacdo compara a microbiota subgengival sob diferentes condi¢des periodontais e
tem sido conduzida utilizando varias técnicas. No entanto, as técnicas disponiveis na
altura, ndo permitiam uma visao global da composi¢ao microbiana de uma determinada
amostra, conjuntamente com a taxonomia de alta resolucdo e o processamento de

amostras de alto rendimento (Diaz et al., 2016).

Embora alguns agentes patogénicos periodontais tenham sido detetados ocasionalmente
e em baixos niveis em amostras de individuos cuja doenca ndo foi diagnosticada, muitos
dos organismos que t€m estado recentemente implicados na doenga s6 foram detetados
em locais de inflamagdo. Os fatores que conduzem as alteragcdes da microbiota na doenga
periodontal ndo sao totalmente compreendidos. Uma série de teorias tém sido postuladas
para explicar a alteracdo de uma rela¢do simbidtica para uma relagdo disbidtica com o
hospedeiro. Estas teorias variam desde infecdes exdgenas, coinfecdo com virus,
proliferacdo de espécies menores dentro do biofilme, na sequéncia de alteragdes do
ambiente local, at¢ a baixa abundancia de agentes patogénicos fundamentais que
compdem espécies comensais para provocar uma resposta inflamatéria destrutiva. No
entanto, as evidéncias experimentais para provar estes conceitos sdo escassas (Naginyte

et al., 2019).

Segundo Diaz et al. (2016), estudos revelaram uma grande proporcao da diversidade
microbiana subgengival e de dindmicas da comunidade, sendo estes cruciais para o atual
entendimento da etiopatologia da periodontite. Todos estes estudos, concordam que a
doenca periodontal estd associada a alteragdes na composi¢do da comunidade de

microrganismos no sulco ou bolsa periodontal, em comparagdo com a satide periodontal.

2.2 Complexos Microbianos Subgengivais

Socransky et al. (1998), que estudou o complexo bacteriano em placas subgengivais
utilizando sondas de acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico inteiro e hibridizagao
checkerboard ADN-ADN, relata estudo que investiga a associagdo entre a comunidade
bacteriana oral e a doenga periodontal. Os resultados identificaram a presenga de 40 taxa

diferentes na placa subgengival e sugeriram que 3 espécies bacterianas, Porphyromonas
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gingivalis, Tannerella forsythia, e Treponema denticola, sdo as principais bactérias
periodontais patogénicas, que foram associadas como bactérias do complexo vermelho.
As bactérias do complexo laranja, incluindo Fusobacterium nucleatum, Prevotella
nigrescens, € Prevotella intermedia, sdo conhecidas como bactérias-ponte entre as
estirpes de colonizadores precoces e as bactérias do complexo vermelho (Mehrotra &

Singh, 2021; Park et al., 2015).

A periodontite ¢ uma doenga disbidtica resultante da variagdo subgengival, de bactérias
gram-positivas para bactérias gram-negativas. O desenvolvimento da disbiose
periodontal ocorre ao longo de um periodo alargado, o que lentamente transforma a
associacdo simbidtica do hospedeiro, ¢ do microrganismo para uma forma
patogénica. Entre os complexos microbianos, o primeiro que tem sido relacionado com a
doenca ¢ o complexo laranja, que consiste em espécies gram-negativas anaerobicas,
como Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Prevotella
micros € Fusobacterium nucleatum, que durante a progressao da doenca altera-se para o
complexo vermelho, que consiste em Tannerella  forsythia, Tannerella
denticola e Porphyromonas gingivalis (Kirst et al., 2015; Patini et al., 2018; Shaikh et al.,
2018).

Segundo Mohanty et al. (2019), foram utilizadas técnicas de andlise de agregados e
ordenacdo comunitdria de mais de 13.000 amostras de placa subgengival de 185
individuos adultos para demonstrar a presenca de grupos microbianos especificos dentro
da placa dentaria. Foram reconhecidos seis grupos estritamente associados de espécies
bacterianas que incluiam Actinomyces, um complexo amarelo constituido por membros
do género Streptococcus, um complexo verde que consiste
em espécies de Capnocytophaga, A.  actinomycetemcomitans  sorotipo a, E.
corrodens € Campylobacter ¢ um  complexo roxo  consistindo em V.
parvula e Actinomyces odontolyticus. Estes grupos de espécies sdo os colonizadores
primarios da superficie do dente, cujo crescimento geralmente precede a multiplicagdo

dos complexos laranja e vermelho, predominantemente gram-negativos.
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O complexo laranja consiste em Campylobacter gracilis, C. rectus, C. showae, E.
nodatum, subespécie Fusobacterium nucleatum, F. periodonticum, Prevotella micros,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e S. constellatus, enquanto o complexo
vermelho consiste em Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola (Kirst et al., 2015). Estes dois complexos s3o constituidos pelas espécies
consideradas os principais agentes etiologicos das doengas periodontais. As bactérias do
complexo vermelho sdo conhecidas por aparecerem juntas nas amostras de placa,
frequentemente adjacentes ao tecido epitelial da bolsa periodontal, em areas mais
profundas. Isto ¢ principalmente devido a interagdo entre espécies, co-agregacdo e

interdependéncia metabdlica entre estas trés espécies bacterianas (Nayak et al., 2018).

O complexo vermelho, que aparece posteriormente durante o desenvolvimento do
biofilme, compreende espécies consideradas microrganismos periodontopatogénicos,
Porphyromonas  gingivalis,  Treponema denticola e Tannerella  forsythia (nomes
anteriores Bacteroides forsythus ou Tannerella forsythensis). Este complexo apresenta
uma parte da comunidade do cl/imax nos biofilmes em locais que expressam periodontite

avangada (Jia et al., 2019; Mohanty et al., 2019).

Entre as bactérias do complexo vermelho, a quantidade de Porphyromonas
gingivalis mostrou a associagdo mais forte com a severidade da condicao periodontal, e a
co-ocorréncia de Porphyromonas gingivalis com Treponema denticola e/ou Tannerella

forsythia mostrou uma progressao acentuada da periodontite (Mohanty et al., 2019).

Membros do complexo vermelho raramente sao encontrados na auséncia de membros
do complexo laranja. Com o aumento da colonizagdo pelo complexo laranja, mais locais
sdo colonizados por um nimero crescente do complexo vermelho (Figura 3) (Mohanty et

al., 2019).
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Figura 3 - Diferentes Complexos Microbianos Subgengivais
A base da piramide é constituida por espécies que colonizam a superficie do dente e proliferam
numa fase inicial (Adaptado de Mohanty et al., 2019).

Porphyromonas gingivalis ha muito que ¢ considerada um membro importante da
microbiota periodontopatogénica envolvida na progressdo da doenca periodontal e na
destrui¢do de osso e tecido. Darveau et al. 1997, classificou este anaerdbio pequeno,
Gram-negativo e pigmentado de preto como um patdgeno periodontal auténtico (Jia et

al., 2019; Mohanty et al., 2019).

Interagdes entre Porphyromonas gingivalis e outros membros da microbiota oral,
incluindo Streptococcus  spp.e Fusobacterium nucleatum resultou numa co-
agregacao especifica, o que contribui para a capacidade dos microrganismos colonizarem
efetivamente os sulcos subgengivais. O evento inicial na patogenicidade
de Porphyromonas gingivalis € a sua interacao (adesdo) na cavidade oral. Para conseguir
isso, Porphyromonas gingivalis emprega varios componentes bacterianos: fimbrias,

proteases, hemaglutininas e lipopolissacarideos (Mohanty et al, 2019).
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2.3 Dinamicas da Comunidade em Doencas Periodontais

Existe um equilibrio dindmico entre o hospedeiro e a microbiota oral, e alteracdes
substanciais no ambiente local podem conduzir a mudangas prejudiciais na composi¢ao
microbiana dos biofilmes dentarios, e estas alteracdes podem predispor um local de
doenca (disbiose). Por exemplo, a ingestdo frequente de actcares fermentaveis e/ou
redugdes no ciclo salivar podem resultar em biofilmes dentarios com periodos
prolongados de pH baixo. Isto proporciona espécies acidogénicas/acido-tolerantes em
detrimento de bactérias orais benéficas que crescem preferencialmente em pH neutro,

aumentando assim o risco de caries dentarias (Lamont et al., 2018; Naginyte et al., 2019).

Em contraste, a gengivite e a periodontite estdo associadas a uma resposta inflamatoria
ao excesso de acumulagdo de biofilme em torno da margem gengival. Esta resposta pode
ser desregulada e subvertida por algumas populacdes bacterianas levando a um aumento
da expressao de moléculas pro-inflamatorias, e a um aumento do fluxo de fluido

crevicular gengival (FCG; um exsudado sérico rico em proteinas) (Naginyte et al., 2019).

As andlises metatranscriptomicas do microbioma subgengival sugerem que a
comunidade microbiana se adapta as condigdes nutricionais e ambientais em mutagao no
sulco gengival. Como a biomassa aumenta com as doengas, provavelmente devido a uma
maior disponibilidade de fontes de carbono originarias do fluido crevicular gengival,
espera-se que a competi¢do pelos recursos mais escassos se torne feroz e as espécies que
sejam capazes de se adaptar e capturar os nutrientes limitantes sejam as que acabam por
prosperar (Duran-Pinedo et al., 2014). Por conseguinte, os estudos metatranscriptomicos
salientam a natureza ecologica das mudangas microbioldgicas e a importancia de

compreender a adaptacdo da comunidade as pressdes ambientais (Diaz et al., 2016).

A discussdo sobre nutri¢do e doenca periodontal ¢ mais complexa. Nao ha modificagdes
simples de ingestdo de micronutrientes ou macronutrientes que previnam ou detenham
totalmente a doenca periodontal. Além disso, a doenga periodontal ndo ¢ apenas
influenciada pela mé nutricao (quer micro ou macronutrientes), mas também por outros

fatores como a higiene oral, o tabagismo e a genética (Hujoel & Lingstrom, 2017).
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3. Métodos de Analise do Microbioma Subgengival

Atualmente o desenvolvimento de novas tecnologias moleculares t€ém proporcionado
um avanco no estudo do microbioma subgengival. A descoberta de novos
microrganismos periodontopatogénicos permite identificar e caracterizd-los num

contexto complexo.

De seguida, sdo abordados os diferentes métodos de analise do microbioma subgengival.
Estes métodos permitem obter milhdes de fragmentos dos genes através da sequenciagao

duma tnica amostra de ADN, o que revolucionou a investigagdo microbiana.

3.1 Gene marcador 16S Acido Ribonucleico Ribossomal (ARNT)

O mundo microbiano foi revolucionado em 1977 quando Carl Woese demonstrou que o
gene 16S ARN ribossomal podia ser usado para tracar as relagdes evolutivas entre
bactérias. Entre as revelagdes da descoberta estava que a Archaea, anteriormente
considerada como um curioso subgrupo de bactérias restrito a ambientes extremos, era na
realidade um dominio evolutivamente distinto da vida. O uso subsequente de
biomarcadores do gene ribossémico conservado expandiu-se para além do mundo
microbiano para sequenciar e organizar toda a vida na Terra, e revelou que as bactérias
podem ser tdo diferentes umas das outras, como as leveduras unicelulares sdo dos

humanos (Greene & Reid, 2013; Woese, & Fox, 1977).

Um marcador ¢ uma sequéncia de ADN que identifica o genoma que o contém, sem
necessidade de sequenciar todo o genoma. Embora diferentes marcadores possam ser
escolhidos para analisar diferentes populacdes, varias propriedades sdo desejaveis para
um bom marcador. Um marcador deve estar presente em cada membro de uma populacao,
deve diferir apenas e sempre entre individuos com genomas distintos, e, idealmente, deve
diferir proporcionalmente a distancia evolutiva entre genomas distintos (Morgan &

Huttenhower, 2012).

Vérios desses marcadores foram definidos, incluindo subunidades de proteina
ribossdmica, fatores de alongamento e subunidades de ARN polimerase, mas de longe o

mais omnipresente (e historicamente significativo) ¢ o gene pequeno ou 16S da

subunidade ARN ribossomica. Este gene de 1,5 Kbp ¢ geralmente referido como 16S
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ARNTr (apos a transcricdo) ou as vezes rADN; satisfaz os critérios de um marcador ao
conter tanto sequéncias altamente conservadas e omnipresentes, como regides que variam

com maior ou menor frequéncia ao longo do tempo de evolugao (Morgan & Huttenhower,

2012).

O estudo e caracterizacdo das comunidades bacterianas pela sequenciacao de genes de
manutengdo, como o que codifica a pequena subunidade do ARN ribossomal revelou a

extensa diversidade da vida bacteriana na Terra (Wade & Prosdocimi, 2020).

Os estudos utilizam frequentemente pesquisas do gene marcador 16S ARNr
(sequencia¢do direcionada do gene 16S ARNr) para caracterizar as comunidades

microbianas (Olson et al., 2020).

O processo de medicao de pesquisas de genes marcadores do 16S ARNr inclui etapas
moleculares para seletivamente direcionar e sequenciar o gene 16S ARNr, e etapas de
analise informatica para converter os dados da sequéncia “bruta” numa tabela de valores

de abundancia relativa de caracteristicas (Olson et al., 2020).

Os dados da sequéncia do gene marcador microbiano podem ser utilizados para gerar
perfis taxonomicos abrangentes dos microrganismos presentes numa dada comunidade e
para outras analises da diversidade comunitaria. O processo de passar de sequéncias de
genes em “bruto” para perfis taxonémicos ou medidas de diversidade envolve uma série
de transformagdes de dados realizadas por diversas técnicas e instrumentos informaticos.
Isto inclui ferramentas para verificagdo da qualidade da sequéncia, denoising,
classificagdo taxondmica, alinhamento, e construcao filogenética de arvores (Hall &

Beiko, 2018).

A caracterizagdo da comunidade bacteriana oral por amplificacdo e sequenciagdo
direcionada do gene 16S ARN ribossomal estd agora bem estabelecida e tem sido
utilizada como a base para Human Oral Microbiome Database (HOMD) (Wade &
Prosdocimi, 2020).

A utilizagdo de métodos de sequenciacdo de proxima geracao levou a uma mudanga
radical nos nimeros de leituras sequenciais de géneros, fornecendo a andlise uma

profundidade de cobertura muito melhorada. Estes métodos permitiram catalogar
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exaustivamente a diversidade de bactérias e arqueobactérias encontradas na cavidade oral
e as associagOes feitas entre taxas especificas e estados de saude e doenca (Wade &

Prosdocimi, 2020).

3.1.1 Sequenciacio do Gene 16S ARNr: Uma Nova Era na Microbiologia

Periodontal

O desenvolvimento da sequenciagdo do gene 16S ARNr abriu uma nova era na
microbiologia periodontal ao permitir uma visdo global das espécies bacterianas numa
amostra, mas ndo foi até ao advento de métodos de sequenciagdo de alto rendimento que

a técnica se tornou o novo gold standard (Diaz et al., 2016).

A macromolécula 16S ¢ a mais utilizada em filogenia microbiana e taxonomia. Através
da sequenciacdo, a bactéria pode ser inequivocamente identificada; ao sequenciar todos
os genes 16S numa populacao, € possivel descrever o local ecolégico e o nimero de cada

um dos seus componentes (Lopez -Martinez et al., 2020).

Os ARNrs sdo componentes essenciais da maquinaria de sintese de proteinas em todas
as células e, por conseguinte, as suas sequéncias genéticas t€m regides (semelhantes)
altamente conservadas entre as espécies (Figura 4). Estas regides s3o utilizadas para
conceber iniciadores polymerase chain reaction (PCR) universais, capazes de reconhecer
segmentos da sequéncia genética 16S ARNr da grande maioria, sendo de todas, as

espécies bacterianas.

Para além das regides conservadas, existem também varias regides hipervariaveis
(diferentes entre espécies) ao longo dos 1500 pares de bases que formam o gene 16S

ARNTr, que podem ser usadas como assinaturas para distinguir uma espécie da outra.
Assim, a sequéncia do gene 16S ARNr tornou-se o procedimento de eleigdo para

determinar a composi¢ao global da comunidade bacteriana numa determinada amostra de

placa bacteriana (Diaz et al., 2016).
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Figura 4- Fases para caracterizacio do Microbioma Subgengival através do
sequenciamento do gene 16S ARNr.

Os diferentes genes 16S ARNr foram amplificados através de PCR com primers
universais. Os amplicons do gene 16S ARNr foram subsequentemente clonados e
multiplicados em Escherichia coli (Diaz et al, 2016).
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Segundo Diaz et al. (2016), a obtengdo das sequéncias do gene 16S ARNr de uma
comunidade bacteriana contendo multiplas espécies foi inicialmente um processo
laborioso, pois envolveu a clonagem de amplicons do gene 16S ARNr em vetores de
plasmideo com posterior replicagdo em Escherichia coli para obter uma preparagdo pura
de cada molécula amplificada de 16S ARNr. Depois de amplificado, clonado e purificado,
cada tipo de gene 16S ARNr foi entdo sequenciado pelos métodos Sanger e a sua
sequéncia comparada com uma base de dados de sequéncias de genes 16S ARNr, para

encontrar uma espécie ou parente mais proximo (Figura 4).

A sequenciagdo do gene 16S ARNr ndo se teria tornado o método de eleicdo para a
caracterizagdo da microbiota oral, se ndo fosse a existéncia de bases de dados de
referéncia tais como a Human Oral Microbiome Database (HOMD), que permite a
classificagdo da maioria das sequéncias num conjunto de dados por niveis de espécies.
Como resultado, o processo de avaliagdo das comunidades subgengivais através da
sequéncia genética 16S ARNr de alto rendimento tornou-se preciso, economicamente

vidvel e acessivel a maioria dos investigadores (Diaz et al., 2016; Fukuda et al., 2016).

3.1.1.1 Microbioma Subgengival em Saude e na Periodontite pela Sequenciacido do

Gene 16S ARNr

Os estudos sobre a comunidade microbiana subgengival identificaram uma ligagao entre
a composicao taxondmica e a patogénese da doenca. O estudo classico de Socransky et
al. (1998), revelou que a doenca pode estar associada a determinados organismos
bacterianos, incluindo Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, ¢ Tannerella
forsythia, que foram classificados como organismos do complexo vermelho. Estudos
recentes, através da analise de sequenciacdo de genes 16S ARNTr, proporcionaram uma
visdo mais abrangente da comunidade subgengival na satde e na doenga. Através da
analise de amostras combinadas, de diferentes localizagoes de dentes e/ou individuos,
varios estudos caso-controlo revelaram diferengas distintas na composi¢ao taxondémica

para estados saudaveis e doentes (Shi et al., 2015).
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Apesar da composi¢do taxondémica da comunidade subgengival ja ter sido caracterizada,
o potencial funcional codificado no microbioma, continua em grande parte por ser

caracterizado (Shi et al., 2015).

A comparacdo de amostras retiradas de doentes com periodontite com as de individuos
saudaveis, revelaram associagdes entre a doenga e varias vias metabolicas e fatores de
viruléncia. No entanto, continua por investigar se os perfis funcionais do microbioma
subgengival sdo diferentes em estados de satide e doenca. Além disso, ndo € claro se as
diferencas no perfil funcional sdo o reflexo da progressio da doenga e podem servir como
marcadores no diagnostico e prognostico da doenca (Shi et al., 2015; Szafranski et al.,

2015.

Segundo Diaz et al. (2016), as alteracdes reportadas concordam com estudos de
sequenciacdo do gene pré-16S ARNr, que mostram uma tendéncia para niveis mais
elevados de microrganismos Gram-negativos na periodontite € uma clara associagao das
espécies do complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola) com a doenca. Além disso, estudos de sequenciacao de alto
rendimento confirmaram, conforme observagdo prévia através da cultura, que a
periodontite estd associada a um aumento na abundancia relativa de uma ampla gama de

taxons, a maior parte dos quais permanecem sob estudo do ponto de vista bioldgico.

Na figura 5, encontram-se os dados de quatro estudos de sequenciagdo de alto
rendimento. Este estudo demonstra as espécies associadas a saude e a periodontite
presentes no microbioma subgengival, ou seja, as espécies que aumentam ou diminuem
em abundancia relativa de acordo com o estado clinico. A maioria dos estudos geralmente
deteta mais espécies associadas a periodontite do que a saude, pois as comunidades
periodontais sdo mais diversas devido a uma distribuicdo mais equilibrada, em termos de
percentagens, das espécies que formam a comunidade. E evidente a partir da figura 5 que
as comunidades associadas a saude e periodontite sdo entidades complexas e que o
conhecimento desta doenca requer um estudo profundo de cada membro da comunidade

e da sua interacdo com outras espécies € com o hospedeiro (Diaz et al., 2016).
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Figura 5- Espécies do Microbioma Subgengival associadas a Satde e a Periodontite
A forma cinzenta mostra as espécies centrais, que ndo mudaram em abundancia relativa da Saude
para Periodontite (Diaz et al., 2016).
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As espécies centrais estdo vinculadas a ser metabolicamente versateis, pois sdo capazes
de prosperar sob as condi¢des nutricionais e ambientais presentes tanto na saude como na
periodontite. Mais importante, as espécies centrais sdo provavelmente capazes de
interacoes sinergéticas com espécies associadas a saude e a doenca, a medida que crescem
com sucesso em ambos os grupos. Além disso, sdo capazes de crescer bem sob varios
tipos de arranjos comunitarios, pois sdo muito prevalentes apesar das variagdes na
composicdo da comunidade de sujeito para sujeito. Devido a esta versatilidade, Diaz et
al. 2016, colocou a hipdtese de que as espécies centrais atuam como pedras angulares
metabdlicas para toda a comunidade, e que a sua presenga ¢ provavelmente importante

nas mudangas microbiologicas da satide para periodontite.

A espécie central mais abundante em ambos os estudos foi Fusobacterium nucleatum,
um Gram-negativo anaerdbio com capacidade demonstrada para interagir fisicamente
através da co-agregacao com uma gama diversificada de espécies orais. Fusobacterium
nucleatum também tem demonstrado apoiar metabolicamente o crescimento de taxa
associada a periodontite em vdarias investigacdes in vitro. Numa comunidade
polimicrobiana ativa de cultura continua, Fusobacterium nucleatum teve uma influéncia
positiva na biomassa dos anaerdbios Gram-negativos Porphyromonas gingivalis ¢
Prevotella nigrescens. Além disso, Fusobacterium nucleatum pode facilmente adaptar-
se a condicdes ativas, metabolizando oxigénio através de atividades enziméticas como as
da NADH oxidase, reduzindo assim o ambiente a niveis anaerdbicos em que
Porphyromonas gingivalis pode prosperar. Fusobacterium nucleatum também gera CO»,
que ¢ subsequentemente metabolizado por Porphyromonas  gingivalis. O
desenvolvimento de estratégias dirigidas para controlar a maturagdo da placa
subgengival, pode beneficiar ao concentrar-se nas interagdes interespécies, envolvendo
membros centrais, uma vez que podem ter um papel essencial de facilitar as sucessoes

microbianas (Diaz et al., 2016; Hong et al., 2015).

Para uma melhor compreensao da alteragao do microbioma da saude para a periodontite,
¢ necessario considerar nao apenas as alteracdes nas propor¢des das espécies, mas
também alteracdes na biomassa. Técnicas tais como a sequenciagdo do gene 16S ARNr
apenas podem revelar mudangas nas proporgdes relativas das espécies, mas ndo medem

as mudancgas na biomassa de taxa especifica (Diaz et al., 2016).
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3.1.2 Sequéncias em UTOs

Um desafio bioinforméatico que surge imediatamente na anélise dos genes de ARNr ¢ a
defini¢do precisa de uma sequéncia "unica". Embora grande parte do gene 16S ARNr
esteja altamente conservado, varias das regides sequenciadas sdo variaveis ou
hipervaridveis, de modo que pequenos nimeros de pares de base possam mudar num
periodo muito curto de tempo evolutivo (Callahan et., 2017; Morgan & Huttenhower,

2012; Nguyen et al., 2016).

Finalmente, porque as regides 16S sao tipicamente sequenciadas utilizando apenas uma
unica passagem, ha assim uma provavel hipotese de conterem pelo menos um erro de
sequenciacdo. Isto significa que exigir que as etiquetas sejam 100% idénticas sera
extremamente conservador e tratard os genomas clonais como organismos diferentes. E
normalmente permitido algum grau de divergéncia de sequéncia. Percentagens de 95%,
97%, ou 99% sao cortes de semelhanga de sequéncia frequentemente utilizados na pratica,
e o conjunto resultante de etiquetas quase idénticas (e, portanto, assumidamente genomas
idénticos) ¢ referido como uma Unidade Taxondémica Operacional (UTOs) ou, por vezes,

como um filotipo (Callahan et., 2017; Morgan & Huttenhower, 2012; Nguyen et al.,
2016).

As UTOs tomam o lugar de "espécies" em muitas andlises de diversidade microbioldgica
porque os genomas de espécies nomeadas nao estdo muitas vezes disponiveis para
determinadas sequéncias de marcadores. A atribuicao de sequéncias as UTOs ¢ referida
como binning, e pode ser executado por: a) agrupamento, sem supervisdo, de sequéncias
semelhantes; b) modelos filogenéticos incorporando taxas de mutagcdo e relagdes
evolutivas, ou c) métodos supervisionados que atribuem diretamente sequéncias a
compartimentos taxondmicos com origem em bases de dados etiquetados (Callahan et.,

2017; Morgan & Huttenhower, 2012; Nguyen et al., 2016).

O processo de binning permite que uma comunidade seja analisada em termos de
compartimentos discretos ou UTOs, abrindo uma gama de representagdes
informaticamente rastreaveis para analise bioldgica. Se cada UTO for tratada como uma

categoria distinta, ou cada sequéncia 16S for colocada num filo nomeado ou outra
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categoria taxondmica, um conjunto de sequéncias microbioldgicas pode ser representado

como um histograma de contagem de compartimentos (Nguyen et al., 2016).

Alternativamente, este histograma pode ser binarizado em chamadas de
presenga/auséncia para cada compartimento através de uma colecdo de amostras
relacionadas. Uma vez que as UTOs, diversas e gerais, estardo sempre presentes em
comunidades relacionadas, e as UTOs demasiado especificas podem nao aparecer fora da
sua amostra de origem, esta ultima abordagem ¢ tipicamente mais util para microbiomas
de baixa complexidade ou UTOs a um nivel de especificidade devidamente apropriado.
Os bioinformaticos que estudam sequéncias 16S, devem escolher se querem analisar uma
colecdo de microbiomas categorizados taxonomicamente como um conjunto de
histogramas de abundancia, ou, como um conjunto de vetores de presenca/auséncia

binarios (Callahan et., 2017; Morgan & Huttenhower, 2012; Nguyen et al., 2016).

O ponto de partida para uma andlise mais aprofundada ¢ uma tabela que mostra os
numeros de cada UTO por amostra. Esta poderd ter centenas de linhas (dependendo da
dimensao do estudo) e milhares de colunas (em fun¢do dos parametros de agrupamento
escolhidos). O objetivo mais comum de um estudo microbiolégico ¢ determinar se o
microbioma em 2 grupos de amostras difere significativamente. O microbioma de uma
amostra € representado pela abundancia relativa de todas as UTOs individuais (ou seja,
todas as colunas da tabela), sendo cada uma delas uma Unica variavel. Este objetivo s6
pode ser alcancado através de uma analise estatistica multivariada, capaz de ter em conta

muitas varidveis diferentes ao mesmo tempo (Wade & Prosdocimi, 2020).

A distribui¢do do nimero de sequéncias de uma dada UTO nas amostras ndo ¢ normal,
e em especial para as UTOs raras, pode conter muitos zeros. Para obter uma lista das
espécies da amostra, € possivel obter uma identificagdo consensual das sequéncias dentro

de cada UTO (Wade & Prosdocimi, 2020).

As UTOs incluem frequentemente multiplas espécies, e as espécies podem ser
encontradas em multiplas UTOs. Por este motivo, e devido a incapacidade das sequéncias
parciais do gene 16S ARNr ao nivel das espécies, muitos autores classificam as UTOs

apenas para o género. Uma alternativa ¢ realizar uma andlise paralela de filotipos, em que
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cada sequéncia Unica ¢ comparada com a base de dados (Callahan et., 2017; Wade &

Prosdocimi, 2020).

A organizagdo espacial da microbiota da placa subgengival ¢ fundamental para
compreender a ecologia, fisiologia e caracteristicas funcionais da comunidade. Foram
identificados os dez UTOs mais abundantes em cada grupo, dos quais 6 UTOs eram
idénticos. Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, ambos com
propriedades de viruléncia significativa, foram as UTOs dominantes em ambos os grupos

(Liu et al., 2020).

3.2 Sequenciacao metagendomica Shotgun

A sequenciacio do ADN ambiental revelou a biodiversidade alargada de
microrganismos e clarificou a relagdo entre as comunidades microbianas associadas ao
hospedeiro e o fenotipo do hospedeiro. A sequenciagdo metagendomica do ADN de
Shotgun é uma abordagem relativamente nova e poderosa de sequenciagdo ambiental que
fornece uma visdo da biodiversidade ¢ fun¢dao da comunidade. Mas, a analise das
sequéncias metagendomicas ¢ complicada devido a estrutura complexa dos dados

(Schlaberg et al., 2017; Sharpton, 2014).

A sequenciacdo metagenoémica Shotgun ¢ uma abordagem alternativa ao estudo da
microbiota ndo cultivada que evita estas limitagdes. Aqui, 0 ADN ¢é novamente extraido
de todas as células de uma comunidade. Mas, em vez de se selecionar um local gendmico
especifico para amplificagdo, todo o ADN ¢ subsequentemente quebrado em pequenos
fragmentos que sdo sequenciados de forma independentemente. Isto resulta em
sequéncias de ADN (ou seja, leituras) que se alinham com varios locais genomicos para
a miriade de genomas presentes na amostra, incluindo os ndo microrganismos. Algumas
destas leituras serdo amostradas a partir de Jloci gendmicos taxonomicamente
informativos (por exemplo, 16S), e outras serdo amostradas a partir de sequéncias de
codificacdo que fornecem conhecimento sobre as fun¢des biologicas codificadas no

genoma (Sharpton, 2014; Ranjon et al., 2016).
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Embora as medidas de diversidade comunitaria tenham dominado as analises historicas,
estdo a ser desenvolvidos métodos modernos de alto rendimento para uma série de outros
ensaios "meta" a partir de microrganismos ndo cultivados (Morgan & Huttenhower,

2012).

Recentemente, o avango das tecnologias "Omicas" tem permitido uma abordagem mais
holistica da avaliagao da microbiota oral do hospedeiro. Mais especificamente, ¢ apenas
com o advento de uma cultura livre, de tecnologias de sequenciacao de alto rendimento,
tais como 16S ARNr e sequenciagdo metagendémica shotgun, que agora podemos
caracterizar e comparar de forma abrangente os constituintes das comunidades
bacterianas com uma resolugdo sem precedentes. A recente adogdo generalizada de
tecnologias de sequenciacdo de proxima geracdo (NGS) conduziu a conjuntos de dados

metagendmicos ainda mais massivos, embora curtos (Ai et al., 2017; Boutin et al., 2017).

Segundo estudos de Abusleme et al. (2014) e Wang et al. (2013), com base em 16S
ARNr e sequenciacdo por shotgun, confirmaram diferencas significativas nas estruturas
das comunidades microbianas entre individuos sauddveis e periodontalmente
comprometidos. Orth et al. (2011), utilizou uma combinagdo de métodos baseados na
cultura e sequenciacdo de alto rendimento para identificar um agente patogénico chave,
Porphyromonas gingivalis, que, embora prevalecente em amostras subgengivais, pode
influenciar a resposta imunitaria do hospedeiro para promover as bactérias que causam a

periodontite (At et al., 2017).

3.2.1 Alteracdes na Funcio da Comunidade da Saude para a Periodontite via

Metatranscriptomica

As comunidades subgengivais podem também ser caracterizadas através da sequenciagao
de Shotgun ADN, que proporciona uma visdo global de todos os genes ou via
sequenciagao de ARN, que revela todas as transcricoes de ARN numa dada comunidade.
O estudo metatranscriptomico (sequenciagao de todas as transcrigdes de ARN numa
comunidade), permite a avaliagdo da composi¢ao da comunidade baseada apenas em taxa
que sdo metabolicamente ativas. Também permite a analise de alteragcdes nas atividades
metabolicas de espécies especificas ou alteragdes metabolicas na comunidade como um

todo (Diaz et al., 2016).
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A metatranscriptomia tem sido utilizada para comparar o microbioma subgengival na
saude e periodontite. As comunidades de periodontite t€ém aumentado os processos
bioldgicos relacionados com a motilidade flagelar, transporte de peptideos, aquisi¢ao de
ferro, degradagdo de beta-lactamases, biossintese de lipidio A e respostas celulares ao
stress. A superexpressdo destes processos na periodontite ndo ocorreram apenas nas
espécies associadas a periodontite, mas também as espécies centrais associadas a saude
contribuiram para o aumento destas funcdes, em concordincia com o conceito de que
toda a comunidade responde como um todo as alteragdes das condigdes ambientais que

acompanham a formagao de bolsas (Diaz et al., 2016).

Uma das fungdes mais amplamente reguladas entre as espécies durante a periodontite ¢
a aquisicao de ferro, sugerindo que a capacidade para competir por este nutriente pode
ser determinante para as espécies que sao ultimamente capazes de prosperar a medida que
se acumula a biomassa. Outra fun¢cdo amplamente regulada na periodontite foi a resposta
ao stress oxidativo, o qual pode ser uma consequéncia do aumento de neutrofilos
presentes na doenca, uma vez que estas células utilizam a geragdo de radicais de oxigénio
como um mecanismo de morte celular. Em alternativa, o aumento do stress oxidativo
pode também resultar numa maior abundancia de bolsas periodontais com espécies ricas
em proteinase com a subsequente degradagdo de proteinas séricas contendo ferro, tais

como a transferrina (Diaz et al., 2016).

As proteinases estimulam o crescimento bacteriano através da libertagdo de peptideos e
ferro, mas também tém demonstrado contribuir para geragdo de radicais de oxigénio ao

visar proteinas que contém ferro (Naginyte et al., 2019).

Estudos tém demonstrado que o microbioma nas bolsas periodontais ¢ marcadamente
diferente do encontrado na saude, e contém elevadas proporcdes de anaerdbios
obrigatorios, frequentemente taxa proteolitica, algumas das quais ainda nao foram

cultivadas em laboratorio, e outras nao foram ainda identificadas (Naginyte et al., 2019).
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3.3 Sequencia¢io de Proxima Geracao

O perfil da comunidade bacteriana com base na sequenciacdo de proxima geragao do
gene 16S ARNr ¢ atualmente o procedimento padrdao para determinar a composicao de
comunidades bacterianas complexas. Os custos de sequenciagdo estdo sempre a diminuir,
e o surgimento de tecnologias de leitura prolongada ira transformar os métodos
metagenoémicos shotgun e permitir que as comunidades sejam perfiladas a uma
profundidade equivalente a agora possivel com métodos baseados em amplicons (Statko

et al., 2018; Van dijk et al., 2018).

Determinar a composicao de dados metagendmicos, no entanto, depende da comparagao
com sequéncias de base de dados. A acentuada variabilidade da composi¢ao do genoma
entre estirpes da mesma espécie significa que, para que as comparacdes de fragmentos do
genoma inteiro sejam precisas, € necessario que esteja disponivel um nimero suficiente

de genomas de referéncia para cada espécie (Schrieler et al., 2018).

A sequenciacdo de proxima geracdo (NGS) representa uma série de diferentes
tecnologias de sequenciacdo atuais apoOs a sequenciacdo da primeira geracao, conhecida
como sequenciacdo Sanger. Na ultima década, varias plataformas NGS forneceram
sequenciacdo de baixo custo e de alto rendimento. As plataformas NGS, incluindo 454
GS FLX (Roche), HiSeq/MiSeq (/l/lumina), SOLID (Applied Biosystems), e lon PGM (lon
Torrent), possuem a capacidade de sequenciar milhdes de fragmentos de ADN em poucos

dias (Statko et al., 2018; Van dijk et al., 2018).

O processo de amplificacdo do gene 16S ARNr utilizando iniciadores universais €
necessario tanto para o NGS como para a Biblioteca de clones de ADN. As analises NGS,
no entanto, sdo surpreendentemente diferentes do método de biblioteca de clones nos dois
pontos seguintes. Em primeiro, os métodos NGS nado requerem a construcdo de uma
biblioteca de clones usando Escherichia coli. Em segundo, o numero de sequéncias lidas
numa sé analise, utilizando a plataforma, ¢ consideravelmente maior do que no método

de sequenciacdo habitual de Sanger (Statko et al., 2018).

As tecnologias NGS, especialmente as plataformas 454 GS FLX e [llumina, tém sido
comummente utilizadas para estudos da comunidade bacteriana. No procedimento da

plataforma 454 GS FLX, cada amplicon PCR (16S ARNr genes) que tem adaptadores
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especificos em ambas as extremidades sdo fixadas individualmente a um microfilme,
posteriormente os fragmentos de ADN s3ao amplificados. De seguida, os granulos
resultantes, cada um dos quais contém muitas copias clonadas do mesmo fragmento de
ADN, sdo colocados num micropogo (~29 pum didmetro). Os pogos sdo também
preenchidos com uma mistura de reacdo sequenciada. Esta plataforma emprega uma
quimica de pirosequéncia, que utiliza pirofosfato libertado durante uma reagao de

polimerase (Schlaberg et al., 2017; Statko et al., 2018).

As plataformas /llumina HiSeq e MiSeq sdo as mais amplamente utilizadas para estudos
da comunidade microbiana. Na tecnologia de sequenciagdo das plataformas /llumina,
fragmentos de ADN, com adaptadores especificos adicionados em ambas as extremidades
hibridizam a oligonucle6tidos. Cada fragmento ¢ amplificado para fazer um aglomerado

de fragmentos idénticos (Statko et al., 2018; Van dijk et al., 2018).

3.4 Hibrida¢ao ADN - ADN checkerboard

Outra inovagdo que pode ser utilizada para classificar rapidamente através de muitas
amostras ¢ muitas espécies de bactérias ¢ uma tecnologia chamada checkerboard

hybridazion (Figura 6) (Wilson et al., 2018).

Socransky et al. (1998), descreveu a técnica de diagndstico microbioldgico, hibridagdo
ADN-ADN checkerboard, que utiliza sondas de ADN para o diagndstico microbioldgico,
em que analisam as associagdes entre 40 espécies bacterianas presentes no microbioma

subgengival de individuos com periodontite.

As técnicas de identificacdo molecular em novos formatos de sonda-alvo, como a
hibridizacdo ADN - ADN checkerboard, permitem a enumeragao de um grande numero

de espécies em um grande niimero de amostras (Socransky et al., 2004).

As sondas de ADN usadas no formato checkerboard ADN — ADN fornecem uma
ferramenta 1Util para a enumeragdo de espécies bacterianas em sistemas

microbiologicamente complexos (Socransky et al., 2004).
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Figura 6 — Checkerboard hybridization (A) Resultados da hibridizacdo checkerboard
utilizada para identificagdo de bactérias numa amostra de um doente periodontal (B)
(Adaptado de Wilson et al., 2018)

A técnica permite hibridizar um grande nimero de amostras de ADN contra um grande
nimero de sondas de ADN em uma unica membrana de suporte. As sondas sdo aplicadas
a um filtro de membrana, que ¢ colocado numa tela sobre uma camara vazia que esta
ligada a uma linha de vacuo. As sondas sdo aplicadas em linhas, utilizando um modelo
especial que faz uma vedagao impermeavel com o filtro de modo a evitar a contaminagao
cruzada. Um vacuo aplicado na cdmara inferior atrai o fluido (que contém a sonda) para

o filtro (Wilson et al., 2018).

Os genes ARNr da mesma amostra sao amplificados usando PCR com nucle6tidos
marcados com fluorescéncia. Os amplicons marcados sdo aplicados ao filtro, que contém
a sonda, em linhas perpendiculares as linhas da sonda. Apds um periodo de incubacao
para permitir que sequéncias de ADN semelhantes ao ADN da sonda se hibridizem com
a sonda, o ADN marcado ¢ removido, e o filtro ¢ lavado com tampao para remover o
ADN nao hibridizado. O ADN fluorescente ligado ¢ visualizado como pontos escuros

(Korona-Gtowniak et al., 2017; Wilson et al, 2018).

Na figura 6, checkerboard hybridization esta a ser utilizada para identificar as bactérias

numa amostra retirada da gengiva de um doente periodontal (Wilson et al., 2018).
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No inicio, a hibridagdo ADN-ADN s6 foi util para identificar microrganismos
impossiveis de cultivar. Com o desenvolvimento e popularizacdo das técnicas de PCR,
foi desenvolvido um método de hibridizagdo reverse capture checkerboard, que consiste
na amplificagdo do gene 16S ARNr a partir de 30 microrganismos conhecidos. A técnica
de "Reverse-capture checkerboard" permite a hibridagao simultanea de 1350 amostras de

16S rADN numa unica membrana (Ai et al., 2017; Korona-Gtowniak et al., 2017).

A técnica tem sido utilizada para identificar microrganismos periodontopatogénicos
associados a periodontite, avaliacao da eficacia de tratamentos periodontais, € o efeito do
tabagismo na recolonizagdo bacteriana apds tratamento (Ai et al., 2017; Korona-

Gtowniak et al., 2017).

3.5 Reacdo em Cadeia de Polimerase

A reagdo em cadeia de polimerase (PCR) refere-se a uma técnica amplamente utilizada
nas ciéncias basicas e biomédicas. E uma técnica laboratorial utilizada para amplificar
segmentos especificos de ADN para uma vasta gama de aplicagdes laboratoriais e/ou

clinicas (Ghannam & Varacallo, 2021; Green & Sambrook, 2018).

Com base no trabalho de Panet e Khorana de amplificagdo bem-sucedida do ADN in
vitro, Mullis e colegas de trabalho desenvolveram o PCR no inicio da década de 1980,
tendo recebido o prémio Nobel apenas uma década mais tarde. Permitindo uma
amplificacdo de mais de mil milhdes de vezes de regides-alvo especificas, tornou-se uma

técnica em diversas aplicagdes (Ghannam & Varacallo, 2021; Green & Sambrook, 2018).

A percecdo de que as bactérias podem ser identificadas de forma rapida e precisa através
da obtencdo da sequéncia dos seus genes ARNT, introduziu uma nova era na identificagao
bacteriana. O primeiro sucesso da revolugcdo na microbiologia ambiental, foram os
algoritmos de identificacao detalhada da microbiologia clinica, onde até a0 momento nao
existia nada equivalente. O procedimento foi simples: utilizar primarios que
reconhecessem as regides conservadas dos genes 16S ARNr para amplificar o gene, obter
uma sequéncia parcial, e depois compard-la com as bases de dados de sequéncias

crescentes. E agora possivel identificar um isolado bacteriano desconhecido em 24h por
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esta abordagem; uma vez este processo seja automatizado, o tempo sera ainda mais curto

(Waters & Shapter, 2014; Wilson et al., 2018).

Este método utiliza os mesmos reagentes para todas as espécies bacterianas, porque sao
quase universais nas bactérias. Para além disso, esta abordagem tem agora sido utilizada
para identificar bactérias que ndo sdo passiveis de cultivo (Waters & Shapter, 2014;

Wilson et al., 2018).

3.6 PCR em tempo real (qPCR)

O “tempo real” implica que a recolha e anélise de dados ocorra a medida que uma reacao
prossegue. No PCR em tempo real, a amplifica¢do e a andlise ocorrem em conjunto. Os
reagentes necessarios para analise, tais como corantes de ADN ou sondas fluorescentes,
sao adicionados a mistura de PCR antes da amplificagao. Os dados sao recolhidos durante
a amplificacdo no mesmo tubo € no mesmo instrumento (Hawkins & Guest, 2017; Persing

et al., 2016).

Nao ha transferéncias de amostras, adi¢cdes de reagentes, ou separagdes de gel. Como
nao ha necessidade de retirar amostras de recipientes fechados, o risco de contaminagdo
do produto nas reacdes subsequentes ¢ muito reduzido. O PCR em tempo real é potente,
simples e rapido e estd a substituir muitas técnicas convencionais no laboratorio de

microbiologia (Green & Sambrook, 2018; Persing et al., 2016).

No inicio, a tecnologia PCR limitava-se a andlise qualitativa e/ou semi-quantitativa
devido a limitagdes na capacidade de quantificacdo de acidos nucleicos. Nessa altura,
para verificar se o gene alvo tinha sido amplificado com sucesso, o produto de ADN era
separado por tamanho através de eletroforese em gel de agarose. O brometo de etidio,
uma molécula que fica fluorescente quando ligada ao ds ADN, poderia fornecer uma
estimativa aproximada da quantidade de ADN, comparando aproximadamente o brilho
de bandas separadas, mas nao era suficientemente sensivel para uma analise quantitativa

rigorosa (Gadkar & Filion, 2014; Ghannam & Varacallo, 2021).
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Melhorias no desenvolvimento e instrumentacdo de fluoroforos levaram a
termocicladores, que j& nao necessitavam apenas de medi¢do do ADN do produto
final. Este processo, conhecido como PCR em tempo real, ou PCR quantitativo (qPCR),
permitiu a dete¢do de dsDNA durante a amplificagdo. Os termocicladores qPCR estdo
equipados com a capacidade de excitar fluor6foros em comprimentos de onda especificos,
detetar a sua emiss@ao com um fotodetetor, e registar os valores. A colecao sensivel de
valores numéricos durante a amplificagdo aumentou fortemente o poder analitico

quantitativo (Ghannam & Varacallo, 2021; Singht & Roy-Chowdhuri, 2016).

Diaz et al. (2016), para compreender a evolu¢ao do microbioma subgengival, num dos
estudos mediu as alteragdes na carga bacteriana total desde a satide até a periodontite,
utilizando o PCR quantitativo em tempo real. A taxa de fluxo do fluido crevicular
gengival (FCG) para o sulco tem demonstrado aumentar gradualmente da saude para a
gengivite e para a periodontite. Desde que as comunidades subgengivais dependem da
FCG como fonte nutricional, as comunidades na periodontite podem alcangar uma
biomassa elevada devido a maior disponibilidade de nutrientes derivados da inflamacao.
As alteragdes na composi¢ao das comunidades associadas a periodontite podem também

facilitar atividades sinérgicas de aquisicdo de nutrientes.

3.7 Hibridizacao in situ fluorescente

Fluorescence in situ hybridization (FISH) ¢ tinica entre as tecnologias de hibridizacao,
no que respeita a utilizagao de corantes fluorescentes ligados a sondas de acido nucleico.
Os sinais fluorescentes derivados destas sondas podem ser detetados por microscopia de
fluorescéncia, utilizando filtros especificos de estimulacio e barreira para diferenciagdo
de comprimentos de onda. A reacdo de hibridizacdo ocorre in situ, com as células alvo
geralmente observadas numa ladmina de microscopio com um modelo de Teflon (Persing

et al., 2016; Wagner & Haider, 2012).

A FISH tem sido amplamente utilizada como uma ferramenta importante para a detecao
e identificacdo de organismos individuais em consoércios microbianos complexos de
muitos ambientes diferentes. A identificacdo destes microrganismos € possivel antes do
seu cultivo; de facto, o cultivo pode ndo ser de todo necessario (Gu et al., 2017; Persing

et al., 2016).
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A utilizagdo de FISH como parte da abordagem de “ciclo completo” permite a detegdo
in situ de bactérias ndo cultivadas e até agora desconhecidas, utilizando (i) técnicas
baseadas em PCR para recuperar sequéncias de genes 16S ARNr do ambiente; (ii)
concecao de sondas especificas de oligonucledtidos a partir dos dados de sequéncia
disponiveis, e (iii) dete¢do direta de organismos visando sequéncias homologas de ARNr

na amostra original (Persing et al., 2016).

Ao longo das tultimas décadas, diferentes técnicas tém sido aplicadas pelos
investigadores para explicar as estruturas da placa microbiana, desde o microscopio

eletronico a coloragdo imuno-histoquimica, e a FISH (Gu et al., 2017; Liu et al., 2020).

De acordo com o estudo de Liu et al. (2020), foram distinguidas quatro camadas
diferentes em placas subgengivais: da primeira a terceira camada estavam localizadas a
superficie do dente e incrustadas na matriz intercelular, enquanto que a quarta camada era

uma camada solta, sem organizagdo clara, entre o biofilme e o tecido mole.

3.8 Pirosequenciacao

As doencas periodontais sdo doengas multifatoriais, cuja iniciagdo e progressao
requerem a participagdo de uma série de fatores, particularmente o envolvimento de
bactérias subgengivais que contribuem para a formacdo do biofilme polimicrobiano

(Camelo - Castillo et al., 2015).

Nos ultimos anos, a pirosequenciagdo macigamente paralela, uma abordagem molecular
aberta, tem permitido a caracterizagdo extensiva de populagdes microbianas de uma
forma rentavel e de alto rendimento (Camelo - Castillo et al, 2015; Harrington et al.,

2013).

A pirosequenciagdo ¢ uma abordagem nao baseada em gel, em tempo real, a sequéncia
de ADN através da monitorizacao da atividade da polimerase do ADN, utilizando um
ensaio de detecdo enzimatica de pirofosfato inorganico luminométrico. Esta abordagem
da sequenciacdo do ADN foi automatizada em véarios formatos, que podem ser utilizados
ndo soO para a identificacdo de espécies de organismos microbianos, mas também para o

rastreio da resisténcia. A pirosequenciagdo foi adotada numa variedade de aplicagdes
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microbioldgicas, uma vez que se adapta a procura de testes simples, sensiveis, especificos

e robustos (Harrington et al., 2013; Persing et al., 2016).

A base para determinar a sequéncia por pirosequencia¢do ¢ a dete¢do de pirofosfato
inorganico, um subproduto da sintese de ADN pela ADN polimerase. Um primer ¢ ligado
a um modelo de ADN de cadeia tinica e alongado na presenga de ADN polimerase. Apos
a adicao de um desoxinucleotideo, o primer ¢ prolongado e um pirofosfato inorganico
(PP), ¢ libertado durante a sintese do ADN. O TFA sulfurilase ¢ utilizado para converter
o PP, em TFA, para produzir luz. Esta ¢ uma reacdo estequiométrica, e a quantidade de
luz produzida ¢ proporcional a quantidade de PP pirofosfato inorganico produzido e,
portanto, ao numero de nucledtidos incorporados. O nucledtido ndo incorporado ¢
degradado com apirase antes de ser adicionado o proximo nucleoétido. Desta forma, a
informacdo sequencial sobre uma regido ¢ gerada quantitativamente em tempo real

(Persing et al., 2016).

Os dados obtidos pelos diversos estudos realizados nos ultimos 15 anos sugerem a
existéncia de potenciais novos agentes patogénicos periodontais. Utilizando a
pirosequenciacdo, Oliveira et al. (2016), relataram que as mudangas na estrutura
comunitdria da satde para periodontite assemelham-se a sucessao ecoldgica, com o
surgimento de novos tdxons dominantes na periodontite, sem substituicdo de espécies
primarias associadas a saude. Os resultados mostraram que o biofilme subgengival de
individuos com periodontite tinha maiores propor¢des de Spirochetes, Synergistetes,
Firmicutes, e Chloroflexi, enquanto que as proporg¢des de Actinobacteria, particularmente

Actinomyces, eram mais elevadas em satide periodontal.

4. Influéncia do Tratamento Periodontal no Microbioma Subgengival

O tratamento periodontal, inclui raspagem e alisamento radicular, que induz alteragdes
ecologicas do ambiente subgengival, e provoca alteracdes na composi¢do do microbioma

subgengival.

Segundo o estudo de Belstram et al. (2018), o objetivo foi caracterizar e comparar as
microbiotas subgengivais e salivares antes e depois do tratamento periodontal, para saber

se as alteracdes da microbiota subgengival se refletiram na microbiota salivar. Este foi o
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primeiro estudo de intervengdo, que demonstra com sucesso o impacto do tratamento
periodontal nos niveis salivares de microrganismos periodontopatogénicos especificos,
que se correlacionaram com a abundancia subgengival, em doentes com periodontite

cronica.

Segundo Belstrom et al. (2018), o tratamento periodontal resultou numa abundancia
relativa significativamente maior das espécies de Streptococcus, Rothia e Actinomyces
em combinacdo com uma diminui¢do significativa das espécies Porphyromonas e

Treponema (Figura 7).

Especificamente, uma reducdo de 5 vezes na abundancia média de Porphyromonas
gingivalis (4,2% versus 0,8%), uma redugdo de 4 vezes em Tannerella forsythia (1,3%
versus 0,3%), e uma reducdo de 2 vezes em Treponema denticola (2,3% versus 1,1%) em
combinagdo com um aumento de 10 vezes na abundancia de Rothiaaeria (0,2% versus
2,6%) e um aumento de 3 vezes na Rothia dentocariosa (3,2% versus 10,9%) foram

registados duas semanas apos o tratamento periodontal (Figura 7) (Belstrom et al., 2018).
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Figura 7- Géneros bacterianos predominantes na placa subgengival
Niveis médios de abundancia relativa dos 25 géneros predominantes nas amostras subgengivais
na referéncia de base e 2, 6, e 12 semanas apds tratamento (Belstrom et al., 2018).
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A abundancia relativa dos 25 géneros bacterianos predominantes e das 25 espécies
bacterianas antes e depois do tratamento periodontal ndo cirurgico ¢ apresentada nas

Figuras 7 e 8 (Belstrom et al., 2018).

De acordo com Belstrom et al. (2018), estas alteracdes foram gradualmente revertidas
até 12 semanas apos o tratamento. Além disso, o tratamento periodontal teve um impacto
na diversidade microbiana do nicho subgengival, como diversidade-a na referéncia de
base (2,73), que diminuiu ap6s 2 semanas (2,50) e apds 6 semanas (2,60) e completamente

revertida apos 12 semanas (2,78) (p = 0,007).
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Figura 8- Espécies bacterianas predominantes na placa subgengival. Niveis médios de
abundancia relativa das 25 espécies predominantes nas amostras subgengivais na referéncia
de base e 2, 6, ¢ 12 semanas apos tratamento (Belstrom et al., 2018).

De acordo com dois estudos longitudinais, Juneman et al. (2012) e Laksmana et al.
(2012), compararam a composicdo taxonomica do microbioma subgengival antes e
depois do tratamento periodontal. Estes dois estudos, embora limitados a dois e quatro
doentes, respetivamente, sugeriram um microbioma alterado apds o tratamento

periodontal. Uma vez que a periodontite ¢ uma doenca das bolsas subgengivais
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individuais, a utilizacdo de amostras agrupadas nestes estudos anteriores forneceu uma
avaliacdo global incompleta que ndo fazia distingdo entre os microbiomas individuais
representados por cada localiza¢do afetada. O conhecimento detalhado das alteragdes
dindmicas do microbioma, dentro de cada bolsa, para diferentes estados clinicos, sera
extremamente util no diagndstico e prognostico das localizagdes individuais dos dentes

na pratica clinica (Laksmana et al., 2012; Shi et al., 2015).

Segundo o estudo de Shi et al. (2015), o microbioma subgengival revelou mudangas
significativas na composi¢do taxondmica do estado doente para o estado tratado dentro
de cada localizagdo (Figura 9). Verificou-se que a uniformidade e riqueza da comunidade
microbiana diminuiu significativamente apos o tratamento. Isto esta de acordo com a
hipdtese de que a doencga periodontal estd associada a alteragdes da complexa comunidade
microbiana, e ndo ao dominio de um Unico agente patogénico. Esta observagao de menor
diversidade no estado tratado, ¢ consistente com estudos de controlo de casos anteriores,

em que o microbioma no estado saudavel apresentava menor diversidade do que no estado

doente.
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Figura 9 - Composicio taxonémica do microbioma subgengival. As amostras recolhidas
antes e apos o tratamento periodontal nas mesmas localizagdes.
(Adaptado de Shi et al., 2015)

60



Desenvolvimento

Utilizando uma andlise de sequenciagdo metagendomica em grande escala, o estudo Shi
et al. (2015), apresentou mudancas dinamicas no microbioma subgengival de localiza¢des
de dentes individuais, dentro dos mesmos individuos, no estado doente e tratado. Este
estudo apresenta um importante avango do Projecto Microbioma Humano. Revelou que
a comunidade microbiana mudou significativamente na composi¢ao taxondmica nos dois
estados clinicos diferentes. No estado de doen¢a, o microbioma ¢ semelhante entre
diferentes localizagdes de dentes ¢ entre diferentes individuos; no entanto, no estado
tratado, € altamente variavel, mesmo entre localiza¢des de dentes do mesmo individuo.
Isto sugere que embora um grupo comum de microrganismos patogénicos seja
responsavel pela doenca, um periodonto saudavel pode acomodar uma variedade de

microrganismos associados a saude.

Segundo o estudo de Chen et al. (2018), verificou que os seguintes géneros estavam
associados a placa subgengival da periodontite: Filifactor, Treponema, Porphyromonas,
Tannerella, Eubacterium, Peptostreptococcaceae, Desulfobulbus, Lachnospiraceae,
Mogibacterium, Alloprevotella, Hallella, Phocaeicola, Johnsonella,e Mycoplasma. Os
géneros que foram encontrados associados a placa subgengival na satde incluiram
Capnocytophaga, Corynebacterium, Streptococcus, Actinomyces, ¢ Veillonella,
Exiguobacterium, Paludibacter e Opitutus. Os seguintes géneros, Leptotrichia e
Prevotella estavam associadas tanto a doenga como a satde, sugerindo potenciais
patogénicos distintos de bactérias do mesmo género. A diminui¢do das espécies

periodontopatogénicas apds o tratamento periodontal foi observada neste estudo.
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Conclusdo

III. CONCLUSAO

O desenvolvimento e a prevaléncia de tecnologias moleculares independentes de cultura
tétm proporcionado um progresso revolucionario nos estudos microbianos. O
desenvolvimento destas tecnologias contribui significativamente para a investigacdo de
microrganismos que ndo podem ser detetados por métodos tradicionais, tais como

métodos dependentes de cultura.

A detegao de espécies bacterianas em doentes com periodontite € considerada 1til para
o diagndstico e tratamento clinico. A colheita de amostras da placa subgengival ¢ a forma

comum de determinacdo de bactérias periodontopatogénicas.

A caracterizagdo da funcao da microbiota ¢ importante para melhorar a compreensao de

como as comunidades microbianas dao origem a doencga periodontal ou saude.

A compreensdo abrangente da ecologia da microbiota subgengival e da relagdo dindmica
entre o desenvolvimento da doenca e do microbioma subgengival ¢ essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencdo e tratamento da
periodontite. Utilizar a sequenciacdo de alto rendimento do gene 16S ARNr pode nos
fornecer uma visdo mais ampla do que os métodos tradicionais, como o uso de PCR ou
PCR quantitativo em tempo real. Devido as vantagens de alto rendimento, a sequencia¢do
do gene 16S ARNr pode detetar mais microrganismos existentes nas amostras,
fornecendo informagdes abrangentes sobre a composicao e estrutura dos microrganismos
da placa subgengival, bem como a sua tendéncia de mudanca com diferentes estados

periodontais.
Com os recentes avangos tecnoldgicos na sequenciagdo, os organismos recentemente

identificados tém sido notificados a niveis mais elevados na doenca periodontal do que

na saude.
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O surgimento da sequenciacao de proxima geracdo (NGS) do gene 16S ARNr torna
possivel mostrar uma visdo quase imparcial da composi¢do bacteriana, que tem a
vantagem de detetar bactérias nao-cultivaveis. Nos ultimos anos, o NGS tem sido
amplamente utilizado para analisar a composi¢do bacteriana subgengival e para

caracterizar as mudancas da composicao entre a saide e a doenga periodontal.
Logo, ¢ imprescindivel estudar mais profundamente as alteracdes microbianas nas

bolsas periodontais no inicio e progressao das diferentes formas de periodontite, a fim de

proporcionar aos doentes protocolos eficazes de prevengao e tratamento.
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