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Bedran TBL. Efeito da terapia periodontal na microbiota subgengival. Pardmetros
clinicos e microbioldgicos comparativos de PCR semi quantitativo e PCR em
tempo real [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2010.

Resumo

A correta distincdo dos micro-organismos envolvidos na patogénese da doenca
periodontal torna-se importante para o entendimento da sua progresséo,
auxiliando no adequado planejamento do tratamento periodontal. Assim métodos
moleculares tornam-se ferramentas de grande valia no diagnostico
microbioldgico. A técnica do PCR convencional é um método ja estabelecido na
literatura, porém nao permite uma quantificacdo exata das amostras avaliadas.
Com isso o PCR em tempo real surgiu para complementar o PCR convencional. O
objetivo do presente estudo foi realizar a analise comparativa de ambas as técnicas
na deteccdo de Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Porhyromonas
endodontalis. Foram selecionados 20 pacientes sistemicamente saudaveis, com
doenga periodontal crbénica generalizada. Apos o exame clinico periodontal
completo, 30 amostras de sitios doentes ndo adjacentes (PS > 5 e 7 mm com
sangramento a sondagem) e 30 amostras de sitios sadios ndo adjacentes (PS < 3
mm e auséncia de sangramento a sondagem) foram coletados antes e 60 dias apos
a terapia periodontal basica de raspagem, alisamento radicular e instrucdo de
higiene oral. O PCR convencional, PCR em tempo real e primers especificos para
cada técnica foram utilizados para analise microbioldgica. Para a analise
comparativa entre as técnicas o PCR em tempo real foi dividido em 3 scores de
acordo com a quantidade de DNA e o PCR convencional em 2 scores, presente e
ausente. As analise estatisticas foram realizadas utilizados o software GraphPad.
Os resultadosmostraram que 0 PCR em tempo real possui maior sensibilidade e
especificidade na deteccdo dos micro-organismos P. endodontalis, P. gingivalis e
T. forsythia, os quais foram detectados em maiores proporc¢des nos sitios doentes
quando comparados aos sitios sadios. Apés a terapia periodontal basica houve

reducdo significativa das bactérias analisadas. Dessa forma, sugere-se que a



presenca do P. endodontalis pode influenciar na progresséo da doenca
periodontal, e possui correlacdo positiva com as demais bactérias. O tratamento
periodontal basico mostrou-se eficiente para a reducdo deste patdégeno e o PCR
em tempo real mostrou ser uma ferramenta eficaz na deteccdo e quantificacao de

periodontopat6genos.

Palavras-chaves: Reacdo em cadeia da polimerase, porphyromonas gingivalis,

porphyromonas endodontalis, periodontite cronica, tannerella forsythia.



Bedran TBL. Efeito da terapia periodontal na microbiota subgengival. Pardmetros
clinicos e microbiol6gicos comparativos de PCR semi quantitativo e PCR em
tempo real [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2010.

Abstract

The correct distinguishment of microorganisms involved in the periodontal
disease pathogen, it is important in the understanding of its progression and
adequate treatment planning, in this way, different microbiologic diagnostic
molecular methods became key instruments. The conventional PCR technique is a
well established method, however does not permit a precise quantification of the
evaluated samples, being complemented by the real time PCR. The aim of the
present study was to realize a comparative analysis of both techniques in the
detection of Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Porhyromonas
endodontalis. 20 systemically healthy patients, with established generalized cronic
periodontal disease were selected. After a complete clinical periodontal exam, 30
non adjacent affected sites samples (Depth Probing > 5 ¢ 7 mm with positive
bleeding) and 30 non adjacent healthy sites samples (depth probing < 3 mm with
negative bleeding) were collected initially and 60 days after a basic periodontal
therapy, root scaling and oral hygiene instructions. Conventional PCR, real time
PCR and specific primers for it technique were used for microbiological analysis.
To permit a comparative analysis between both PCR methods studied, the real
time PCR was divided in 3 different scores, in accordance to DNA quantity and
the conventional PCR in 2 scores, present or absent. The GraphPad software was
used to make the statistical analysis. The results demonstrated that the real time
PCR are more sensitive and specific in the detection of P. endodontalis, P.
gingivalis and T. forsythia, detecting them in a higher proportion in the affected
sites when compared to the healthy sites. After the basic periodontal therapy, there
was a significant reduction of the bacteria analyzed. That way, can be suggested
that presence of P. endodontalis can have an influence in the disease progression

and have a positive relation with the other group of studied bacteria. The real time



PCR is an efficient method in the detection and quantification of specific

pathogens.

Keywords: Polymerase Chain  Reaction, Porphyromonas gingivalis,

Porphyromonas endodontalis, Periodontal disease, Tannerella forsythia.



Introducéo

A periodontite € uma doenca infecciosa de patogénese complexa que se
caracteriza clinicamente pela destruicdo dos tecidos de suporte do dente, podendo
evoluir até a perda do dente e que possui como fator etiologico o biofilme dental.
Mesmo em condicBes clinicas de salde, os tecidos periodontais estdo em
confronto continuo com micro-organismos potencialmente patogénicos, e até
certo ponto, convivem eficazmente com estas agresses™ 81732384654

A relacdo entre doenca periodontal e biofilme dental j& estd bem
estabelecida e a literatura relata a ocorréncia de mais de 700 espécies bacterianas
no ambiente bucal, sendo que 415 espécies presentes no biofilme dental
subgengival sdo encontradas em diferentes casos clinicos de periodontite **#4.

Algumas das espécies do biofilme bacteriano associadas a doenca
periodontal destrutiva incluem Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella
intermedia e Fusobacterium nucleatum®®. Entretanto outras espécies vem sendo
descritas na literatura e poderiam estar correlacionadas e/ou associadas com o
inicio e evoluco da doenca periodontal %,

Alguns trabalhos avaliaram a presenca de grande numero de novas
bactérias presentes na cavidade bucal, mostrando que novos pat6genos
periodontais necessitam ser identificados e podem ter papel importante na
progressdo da doenca periodontal'®*. Dentre eles, merece destaque o patégeno
Porphyromonas endodontalis, inicialmente pesquisado em infecgdes originarias
da polpa, mas que também pode ser isolado de bolsas periodontais e outros sitios
da cavidade bucal. Assim, observa-se a necessidade de estudos mais aprofundados
para determinar sua prevaléncia e papel na doenca periodontal %%

O Porphyromonas endodontalis € um micro-organismo Gram-negativo
anaerdbio restrito, porém seu mecanismo de patogenicidade ndo € muito bem
conhecido. Estudos de Dahlén, Leonhardt** (2006) sugerem que Porhyromonas

endodontalis, Prevotella tannerae e Filifactor alocis poderiam estar
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significantemente associadas com a doenca periodontal por encontrarem-se em
maiores concentracdes em sitios doentes quando comparados a sitios sadios.
Adicionado a isso, concluiram que essas trés bactérias poderiam associar-se as
doze bactérias rotineiramente diagnosticadas em pacientes com doenca
periodontal cronica, ja descritas na literatura™.

A forma como os diferentes tipos de terapias periodontais interferem na
populacdo bacteriana subgengival, que € altamente complexa e difere
significantemente de sitios periodontais profundos e sitios periodontais sadios,
ainda ndo estd completamente definida®"'*. Somente a avaliacdo clinica como
pardmetro de sucesso para a aplicagdo de tratamento especifico da doenga
periodontal, ignorando as alteragdes na propor¢do da microbiota subgengival
decorrente destas terapias, muitas vezes leva a resultados clinicos desfavoraveis.
Apesar dos efeitos clinicos da Raspagem e Alisamento Radicular (RAR) estarem
bem definidos, o diagndstico microbiol6gico da doenca periodontal torna-se uma
ferramenta de grande valor em casos de doengas periodontais refratarias ou que
ndo respondem bem ao tratamento periodontal basico, ajudando em um melhor
prognostico e diagndstico da doenga™.

Os primeiros estudos utilizando diagndstico microbiolégico em
periodontia surgiram na decada de 80 e avaliaram o efeito da RAR na microbiota
subgengival através de microscopia de campo escuro, relatando reduges
significantes no percentual de bastonetes moveis e espiroquetas, bem como o
aumento concomitante no percentual de cocos e bastonetes ndo méveis %%
Técnicas de cultura microbiana, considerada o padrdo ouro para diagndstico,
também foram utilizadas em estudos que observaram diminuicdo de micro-
organismos apds terapia periodontal de RAR ®42

A técnica de cultura é o método de diagnoéstico microbioldgico capaz de
identificar novas espécies bacterianas e determinar a susceptibilidade desses
micro-organismos frente aos antimicrobianos #°. Apesar de bastante valiosa,
técnicas baseadas em cultura de bactérias possuem algumas limitagdes, como a
necessidade de preservar a viabilidade bacteriana, na identificacdo de espécies

devido a alta seletividade de micro-organismos, rigorosas condigdes de transporte
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das amostras, necessidade de preparo de meios especificos para cada espécie de
micro-organismo, além do elevado tempo de cultivo para algumas espécies, ou
mesmo, impossibilidade de cultivo, espaco fisico consideravel para analise de
grandes n(imeros de espécies®> 334,

Os avangos ocorridos na ciéncia e tecnologia expandiram muito 0s
conhecimentos sobre a patogénese das doencas bucais, em particular das doengas
periodontais. O conhecimento sobre a etiopatogénese de varias doencas
avancaram de forma rapida, e consequentemente os diagnosticos ganharam
notaveis reforgos fundamentados nessas técnicas, permitindo tracar melhores
protocolos de tratamentos para as mais variadas patologias * *%2% 4 %3,

Técnicas de biologia molecular tém sido ferramentas de grande valia para
pesquisadores no intuito de detectar espécies de dificil cultivo ou ndo cultivaveis e
servirem de apoio na etiologia das pesquisas e tratamentos clinicos para a selecéo
do tratamento periodontal basico e complementar. Porém um adequado
diagnéstico microbiolégico depende da técnica empregada'®, pois bactérias da
microbiota subgengival necessitam de condigfes de anaerobiose para seu
crescimento. Assim, problemas durante o diagnostico desses patdgenos com o
cultivo e transporte das amostras tem sido levado em consideragdo %,

O interesse em melhorar o entendimento sobre a patogénese,
epidemiologia, genética e evolucdo das infeccbes causadas  por
periodontopatégenos tem conduzido ao desenvolvimento de técnicas e pesquisas,
empregando métodos alternativos de diagndsticos, como por exemplo, métodos
enzimaticos, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Métodos de PCR sdo especificos, sensiveis e consistem basicamente na
amplificacdo génica sequencial de fragmentos de DNA pré-determinados e
especificos de um determinado micro-organismo®. Este método detecta o
produto na fase de platd da reacdo, ou seja, no término da mesma e ndo é possivel
realizar uma quantificacdo precisa do numero de bactérias.

Para verificar maior prevaléncia de periodontopatdgenos em pacientes com
periodontite avancada e gengivite no adulto e gengivite em crianca

comparativamente, Ashimoto et al.> (1996) avaliaram através da técnica do PCR
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convencional (semi quantitativo) a presenca de 8 patégenos putativos (A
actinomycetemcomitans, B. forsythus, C. rectus, E. corrodeans, P. gingivalis, P.
intermedia, P. nigrescens e T. denticola) concluindo forte associacdo entre as
espécies e os casos de periodontite °. Da mesma maneira, Mineoka et al. (2008)*
detectaram por PCR a presenca de 3 patdgenos (P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola) em amostras de fluido subgengival de sitios sadios e doentes resultando
em maior prevaléncia desses periodontopatégenos na doenca periodontal
comparados com o0s sitios saudaveis.

Klein, Goncalves®* (2003) determinaram a prevaléncia de T. forsythia e P.
gingivalis em amostras de placa subgengival por PCR e observaram a associagao
entre a doenca periodontal e maior prevaléncia de T. forsythia e Porphyromonas
gingivalis.

Utilizando a mesma técnica de PCR convencional, Malheiros, Avila-
Campos®! (2004) avaliaram a presenca dos patdgenos A. actinomycetemcomitans
e F. nucleatum em sitios periodontais e sitios saudaveis, concluindo que o PCR
detecta periodontopatogenos em amostras de fluido subgengival, oferecendo uma
ferramenta auxiliar, de diagnéstico rapido e seguro das doencas periodontais *.

Grande atencdo tem sido dada ao desenvolvimento e aplicacdo de técnicas
especificas, com o objetivo de contribuir na identificacdo e caracterizagdo desses
periodontopatdgenos e no conhecimento sobre essas interagdes microbianas e a
relacdo com os fatores clinicos. Dessa forma, alguns esforcos tém sido feito para
quantificar o DNA alvo das moléculas e servir como padrdo para as reagdes de
PCR. Porém o PCR padrdo é deficiente na determinacdo da quantificacdo precisa
do DNA, e somente ao final da reacdo ele pode ser analisado > %°. Portanto, muitas
vezes sdo obtidos resultados falso positivo ou falso negativo, devido a nao
quantificacdo exata de cada micro-organismo. A fim de superar esse problema, foi
desenvolvido o método de PCR em tempo real (QPCR), o qual monitora
diretamente 0 aumento do produto de PCR através das amostras enzimaticas,
permitindo a deteccdo e quantificacdo de pequeno numero de patdgenos,

consumindo menor tempo de trabalho para obtenc&o dos resultados®**.
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O PCR em tempo real utiliza o sistema Tag Man ou Sybr Green para medir
0 acumulo dos produtos de PCR com amostras fluorescentes e em tempo real
rastreia com o uso de laser os produtos finais. A detec¢édo através do método Sybr
Grenn, possui custo mais baixo que o sistema Tag Man, e também mais flexivel
pois ndo necessita da confeccdo de sondas especificas para determinado primer,
porém é menos especifica por ser ligar em qualquer DNA dupla fita.

A quantidade das moléculas dos produtos de PCR sintetizados depende
diretamente da quantidade de moléculas padrdo. Os dados para a quantificagcao
sdo coletados na fase exponencial do PCR, permitindo quantificacdo precisa do
numero de copias do DNA alvo quando usados padrBes internos e externos. O
PCR em tempo real tem sido usado para identificar varios periodontopatdgenos
dentre eles P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T. denticola e

Viru313,20,36'

Nonnemmacher et al.®’

(2004) observaram que o PCR em tempo real
permite detectar e quantificar o DNA de periodontopatdgenos com  mais
especificidade das amostras de placa subgengival. Essa quantificacdo das
bactérias ajuda esclarecer o papel dos diferentes tipos de micro-organismos e
possibilita o entendimento da etiologia complexa das doencas
periodontais™®3374°.

Para identificar espécies bacterianas periodontais, Verner et al. ** (2006)
demonstraram que o PCR em tempo real mostrou ser bastante sensivel na
deteccdo e quantificacdo de periodontopatdgenos presentes na doenca

[28294752  Da mesma maneira, Tsarev et al.*® (2006) detectam a

periodonta
presenca de bactérias Gram negativas (T. forsythia, T. denticola e P. gingivalis) e
Candida albicans em pacientes com doenca periodontal cronica.

Assim, o PCR em tempo real apresentou-se como uma ferramenta eficaz
para deteccdo de patdgenos presentes em doencas da cavidade bucal. Relatos
semelhantes foram obtidos por Boutaga et al.? (2007) que observaram que o PCR
em tempo real dispensa tempo e trabalho do operador, sendo também especifica e

sensivel na deteccdo e quantificagdo dos periodontopatdgenos. Numa visdo mais



21

abrangente, o PCR em tempo real podem dar novas percepgdes do papel da
patogénese periodontal e de bactérias periodontais ndo cultivaveis*®“.

Assim, a quantificacdo precisa na deteccdo dos periodontopatdgenos e
outras espécies de micro-organismos poderiam facilitar o monitoramento da
terapia periodontal e permitir um correto estudo epidemioldgico da progressao da
doenca, pois muitas vezes através da técnica de PCR semi quantitativo obtem-se
resultados falso negativo e este poderia ser melhorado utilizando a técnica de PCR

em tempo real*®.



Proposicao

Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo prospectivo foi avaliar o efeito da
terapia periodontal basica na diminuicdo dos micro-organismos presentes na

periodontite cronica, através de andlise clinica e microbioldgica.

Objetivos especificos

e Avaliar a prevaléncia do patdogeno Porphyromonas endodontalis (P.
endodontalis - PE) em bolsas periodontais de pacientes com periodontite
crénica e a deteccdo dos dema micro-organismos presentes na doenca
periodontal.

e Analisar comparativamente a técnica de PCR convencional e PCR em tempo
real na deteccdo dos patégenos Tannerella forsythia (T. forsythia-Tf),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis--Pg) e Porphyromonas endodontalis
(P. endodontalis-Pe) presentes no fluido crevicular de pacientes com

periodontite cronica.
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Resumo: A correta distingdo dos micro-organismos envolvidos na patogénese da
doenga periodontal, torna-se importante para o entendimento da sua progressao e
adequado plano de tratamento. Métodos de identificacdo e quantificacdo foram
desenvolvidos e sdo considerados extremamente sensiveis e precisos na
caracterizacdo das espécies bacterianas. Com isso a presente revisao de literatura
mostra trabalhos existentes na literatura, os quais analisaram comparativamente 0s
métodos de Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (JPCR) e cultura
bacteriana com objetivo na identificacdo de periodontopatdgenos. Através do
método de cultura bacteriana € possivel a identificagdo de novos micro-
organismos e realizacdo de testes de sensibilidade a antibi6ticos. O qPCR é um
teste microbiolégico que identifica e quantifica espécies bacterianas, através da
amplificacdo génica de fragmentos de DNA pré-determinados, com alta
sensibilidade, especificidade e dispendem menor tempo do operador quando
comparados a cultura bacteriana. Assim para a escolha de um determinado teste
diagndstico deve-se levar em consideracdo ndo somente a sua precisdo na

identificacdo dos micro-organismos, mas tambem a relacdo custo-beneficio.

Palavras chaves: Meios de cultura, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

Periodontite.
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Abstract: The correct distinguishment of microorganisms involved in the
periodontal disease pathogen, it is important in the understanding of its
progression and adequate treatment planning. Considering this fact, some
molecular methods of identification and quantification were developed and are
extremely sensitive and precise in the characterization of different bacteria
species. The present study aimed to realize a literature review, including studies
that realized a comparative analysis between bacterial culture and real time PCR
methods in the identification of pathogens. The bacterial culture method can
possibly identify new microorganisms and realize antibiotics sensitivity tests. The
real time PCR is a microbiologic test that identifies and quantifies bacterial
species, through gene amplification of predetermined DNA fragments, with high
sensitivity and specificity, and need a shorter operation time of the operator when
compared to the bacterial culture method. In this way, to determine a specific
diagnostic test, should be considered not only its precision in the identification of

microorganisms, but the cost-benefit relationship as well.

Keywords: Culture Media, Polymerase Chain Reaction (PCR), Periodontitis.
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Introducéo

A periodontite € uma doenca infecciosa crbnica que se caracteriza
clinicamente pela destruicdo dos tecidos de suporte periodontais, podendo evoluir
até a perda do elemento dentério, e possui como fator etioldgico o biofilme
dentario, constituido por micro-organismos aerébios e anaerdbios facultativos
Gram negativos™®. As principais espécies bucais envolvidas nesta doenga
incluem: Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia e
Fusobacterium nucleatum +°°.

A raspagem e alisamento radicular com ou sem complementacdo cirdrgica
é o tratamento recomendado para a peridontite, juntamente com a instrucdo de
higiene oral. Entretanto, existem casos de periodontite agressiva ou refrataria, os
quais podem ndo responder ao tratamento periodontal tradicional !. Na prética
clinica ndo e dificil de se deparar com tal situacdo e o profissional questiona-se
sobre qual a melhor conduta a ser adotada e como explicar para o paciente, cada
vez mais informado a respeito da resisténcia aos antibidticos, sobre a
complexidade da doenca apresentada e consequentemente o motivo do tratamento
complementar com antibidticos. Neste momento é importante que o clinico tenha
conhecimento dos periodontopatdgenos presente no biofilme subgengival para
uma administracéo efetiva das terapias antimicrobianas®.

Grande atenc¢do tem sido dada ao desenvolvimento e aplicacdo de técnicas
especificas, com o objetivo de contribuir na identificacdo e caracterizacdo de

periodontopatégenos, no conhecimento sobre as interacBes microbianas e a
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relagdo com os fatores clinicos da doenca periodontal 2. Uma dessas técnicas é
a cultura microbiana, um método classico em microbiologia. Entretanto, técnicas
mais modernas de biologia molecular como a reacdo da cadeia da polimerase em
cadeia (PCR) e areacdo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) tem sido

desenvolvidas para tal finalidade.

Apesar das técnicas de biologia molecular serem apropriadas para
deteccdo dos micro-organismos, esta parece ser uma linha distante da préatica
odontolégica. Dessa maneira, € importante para esse profissional estar
familiarizado com os avancos ocorridos na ciéncia e tecnologia, j& que 0s
instrumentos de pesquisas expandiram diversos conhecimentos sobre a patogénese
das doencas periodontais e estd constantemente surpreendendo a comunidade
cientifica, devido & quantidade de técnicas que vem surgindo na literatura. Frente
a tais consideracdes, este trabalho teve como objetivo comparar a preciséo do teste
diagndstico de gPCR com o padrdo ouro de cultura bacteriana na deteccdo dos

principais patdégenos periodontais.
Revisdo da Literatura e Discussao

Os artigos para essa revisao foram baseados na semelhanga da amostra, ou
seja, 0S pacientes possuiam periodontite ndo tratada, ndo haviam recebido
tratamento periodontal ou antibioticoterapia nos ultimos 3 a 6 meses, coletas de
amostra subgengival foram obtidas do sitio mais profundo em cada quadrante da
denticdo com pontas de papel absorvente estéril para deteccdo e quantificacdo de

patdgenos periodontais. No entanto, para os métodos de extracdo de DNA devido
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as diferentes técnicas observadas nos trabalhos selecionados foi o ponto em que

nédo foi possivel agrupar trabalhos semelhantes.

Com o progresso alcangado pelas ciéncias biologicas e impulsionado pelo
desenvolvimento das tecnicas de Biologia Molecular, observou-se um grande e
importante desenvolvimento nas mais diversas areas de conhecimento, como,
medicina, medicina veterinaria, ciéncias farmacéuticas, odontologia entre outros.
Entretanto, enquanto as bases cientificas proporcionadas pelas técnicas classicas
tiveram poucos acréscimos, 0s conhecimentos moleculares avancaram e
continuam avangando rapidamente proporcionando de forma incontestavel uma
evolucdo na dindmica da ciéncia e consequentemente nos beneficios das pesquisas
cientificas.

Os métodos de avaliacdo laboratorial da microbiota bacteriana bucal foram
e continuam sendo desenvolvidos e incluem: microscopia de campo escuro,
cultura bacteriana, anélise enzimatica, imuno-ensaios, sondas de DNA e reagéo da
polimerase em cadeia (PCR) *.

Na Odontologia, a cultura bacteriana € um método classico de diagndstico
de periodontopatdgenos residentes no biofilme subgengival. Este € um método
capaz de identificar novas espécies, de oferecer mensuracdo quantitativa das
espécies viaveis e de realizar teste de resisténcia antibidtica. O resultado disto €
que a cultura bacteriana é considerada o padrdo ouro no diagndstico
microbiologico periodontal e continua sendo um importante meio de diagnostico

de diversas doencas .
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Esta técnica € capaz de quantificar e identificar a presenca ou auséncia de
determinado micro-organismo. Dessa forma, ao permitir a quantificacdo de
bactérias, a cultura bacteriana proporciona comparacdo com a condicao clinica no
estado de saude e doenga, bem como é capaz de determinar a proporcdo de cada
micro-organismo em diferentes fases do tratamento, e com isso esclarecer o
potencial papel dos mesmos na etiologia complexa da doenca periodontal °.

Apesar de apresentar-se como importante método diagndstico, a cultura
possui varias limitacbes e exigéncias, como a necessidade de preservar a
viabilidade bacteriana, a dificuldade de recuperar espécies cultivaveis quando
estas sdo encontradas em numero reduzido, incapacidade de detectar micro-
organismos em baixas propor¢oes, necessidade de pessoal capacitado, tempo e
custo relativamente altos, intensificagdo do trabalho, rigorosas condigdes de
transporte das amostras e a necessidade de preparo de meios especificos para cada
espécie 1011
Além das limitacbes citadas anteriormente, espécies importantes
relacionadas & doenca periodontal, como por exemplo, Tannerella forsythia e
Treponema denticola, exigem condicdes rigorosas para seu crescimento e sao
dificeis de serem detectadas e quantificadas através de métodos convencionais de
cultura bacteriana ****.

Com o advento de técnicas de Biologia Molecular os conhecimentos sobre

a etiopatogénese de varias doencas, avancaram de forma rapida, e

consequentemente os diagndsticos ganharam notaveis reforcos fundamentados
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nessas técnicas, permitindo tracar melhores protocolos de tratamentos para as
mais variadas patologias * *°.

Técnicas de biologia molecular tém sido ferramentas de grande valia para
pesquisadores no intuito de detectar espécies de dificil cultivo ou ndo cultivaveis e
servem de apoio na etiologia das pesquisas e tratamentos clinicos para a sele¢éo
do tratamento periodontal béasico e complementar adequado ** *°.

Dois principais métodos de PCR foram descritos: técnica de PCR' (PCR
convencional ou PCR qualitativo) e a gPCR (PCR em tempo real ou PCR
quantitativo)’’. O PCR detecta espécies viaveis e ndo vidveis, possui boa
especificidade o que lhe permite distinguir patégenos alvos de numerosas espécies
muito proximas presentes na cavidade bucal, o que ndo é possivel pela técnica de
cultura bacteriana *®. Entretanto a técnica de PCR somente detecta os micro-
organismos na fase de platd da reacdo e € incapaz de realizar uma quantificacéo

precisa do nmero de bactérias '*?°%#%,

O PCR consiste basicamente na amplificagdo génica sequencial de
fragmentos de DNA pré-determinados e especificos de determinada espécie. Esta
técnica envolve a sintese enzimatica in vitro de um segmento especifico de DNA
na presenca da enzima DNA polimerase. A reacdo de PCR se baseia no
anelamento e extensdo enzimética de um par de oligonucleotideos (pequenas
moléculas de DNA de fita simples) utilizados como iniciadores — “primers”, que
delimitam a sequéncia de DNA de dupla fita alvo da amplificacdo. Estes
“primers” sdo sintetizados artificialmente de maneira que suas sequéncias sejam

complementares as sequéncias especificas que flanqueiam a regido alvo. Uma vez
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amplificado esta sequéncia de nucleotideos podera ser facilmente detectada por
uma simples eletroforese em gel de agarose. Esta técnica oferece um tempo de
deteccdo rapido e uma maior precisdo quando comparados com culturas

bacterianas .

A técnica de gPCR monitora diretamente o aumento do produto de PCR
através das amostras enzimaticas permitindo a deteccdo de um ndmero muito
pequeno de patégenos 2°. O gPC utiliza o sistema Taq Man ou Sybr Green para
medir o acumulo dos produtos de PCR com amostras fluorescentes e em tempo
real rastreia com o uso de laser os produtos finais. O sistema Tag Man utiliza
sonda fluorescente para permitir a deteccdo de determinado produto de PCR, uma
vez que se acumula durante a amplificacdo da reacgdo, ou seja, ela é especifica
para um determinado gendtipo bacteriano. O sistema Sybr Green utiliza corantes
que se intercalam com qualquer dupla fita de DNA, ou seja, ndo é especifico para

um determinado patdgeno, porém possui custo mais baixo que o sistema TagMan

19,8,21,22

A quantidade de moléculas dos produtos de qPCR sintetizados depende
diretamente da quantidade de moléculas padrdo. Os dados para a quantificacao
sdo coletados na fase exponencial do qPCR, permitindo quantificacdo precisa do

numero de cdpias do DNA alvo quando usados padrées internos e externos.

O gPCR tem sido usado para identificar alguns dos principais patégenos
periodontais como: P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. denticola, T.
forsythia e alguns virus ****. Shelburne et al. ® (2000) utilizaram o0 método do

gPCR através do sistema TagMan para detectar e quantificar T. forsythia em
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amostras de biofilme subgengival, concluindo que esta técnica € um método
indicado no diagnéstico microbiolégico %. Morillo et al. % (2003) utilizando a
mesma técnica, mas com o sistema Sybr Green na deteccdo e quantificacdo de
espécies bacterianas de P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans em amostras de
biofilme subgengival, encontraram boa sensibilidade e especificidade na detecgéo
de ambas as bactérias, obtendo melhores resultados na deteccdo do A.
actinomycetemcomitans.

Este método de biologia molecular é atraente devido a sua facilidade de
utilizacdo, tempo de resposta rapida, bem como o potencial para ser totalmente
automatizado. Pode multiplicar excessivamente pequena quantidade de DNA
bacteriano e podem detectar baixas quantidades de bactérias. Embora estes testes
fornecam informagbes Uteis, o método de deteccdo bacteriana que pode
determinar se bactérias sdo sensiveis a um antibiético especifico é o teste

laboratorial de cultura bacteriana °.

Segundo Eick, Pfister?” (2002) demonstrando as vantagens das sondas de
DNA, sugeriram que técnicas de PCR deverdo substituir praticas de cultura
bacteriana tidas como padrdo ouro no diagndstico dos periodontopatdgenos. Além
disso, 0 qPCR ndo s6 proporciona uma deteccdo rapida, mas também quantifica
bactérias presentes em determinados sitios. Entretanto, as técnicas de biologia
molecular permitem somente a identificacdo de bactérias para o teste a qual é
concebido. Nenhuma informacdo adicional pode ser adquirida, como por
exemplo, a deteccdo de bactérias inesperadas, testes de suscetibilidade antibiotica,

0s quais podem ser realizados por técnicas de cultura bacteriana. Dessa forma,
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ficou demonstrado que a técnica de gPCR é um método sensivel e especifico para
a identificacéo de periodontopatogenos.

Boutaga et al. ? (2003) realizaram anélise comparativa entre as técnicas de
cultura bacteriana e qPCR na deteccdo de P. gingivalis. Observou-se maior
deteccdo de P. gingivalis por g°PCR quando comparados a cultura, devido ao fato
do qPCR detectar espécies viaveis e também ndo viaveis. O gPCR mostrou ser
uma técnica rapida e sensivel na deteccdo de micro-organismos presentes nos
sitios periodontais.

Em estudo semelhante, Lau Sans et al. *

(2004) compararam as técnicas de
cultura e qPCR na detecgdo de 3 principais patdgenos relacionados com a doenca
periodontal, demonstrando que a técnica de qPCR € capaz de identificar e
quantificar os patdgenos, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e T. forsythia
com alto grau de sensibilidade e especificidade quando comparados com o padrao
ouro de cultura bacteriana. Este fato poderia ser explicado devido a minima
quantidade de patdgenos necessarios para serem detectados por cultura e pelas
severas condi¢des de crescimento e cultivo exigidas por esta técnica. Ainda nos

estudos de Lau Sans et al. ™

(2004), a cultura bacteriana mostrou alta
sensibilidade, especificidade e valor preditivo na deteccdo de P. gingivalis.
Entretanto na deteccdo de A. actinomycetemcomitans e T. forsythia sua
sensibilidade e valor preditivo foram menores quando comparados ao gPCR. Este
fato pode ser explicado pelos diferentes limites de deteccdo de patdgenos, sendo

10 para qPCR e 10%10* para cultura bacteriana, o que resulta em maior

sensibilidade demonstrada pelo qPCR. As diferencas entre 0s patdgenos
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analisados poderia ser explicado devido as condigdes especificas de crescimento o
que limitaria a recuperacao de micro-organismos de dificil cultivo no método de
cultura ™.

Em geral as diferencas entre cultura bacteriana e gPCR podem dar novas
percepcdes do papel da patogénese periodontal e de bactérias periodontais ndo
cultivaveis. Boutaga et al. * (2005) e Jervoe et al. ** (2005) compararam as
técnicas de cultura bacteriana e qPCR para deteccdo de periodontopatdégenos
concluindo que o uso de gPCR dispensa trabalho e tempo do operador, sendo
também especifico e sensivel na deteccdo e quantificacio de 5
periodontopatdgenos  testados  (P.  intermedia, T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium spp.).

Para esclarecer o papel dos diferentes tipos de micro-organismos e
possibilitar o entendimento da etiologia complexa das doencas periodontais, 0

estudo comparativo de Nonnemmacher et al. %

(2005) entre cultura bacteriana e
gPCR permitiram detectar e quantificar  periodontopatdgenos com mais
especificidade das amostras de biofilme subgengival utilizando-se a técnica de
gPCR %.

Determinadas espécies de periodontopatdgenos como P. intermedia e
Prevotella nigrescens sdo de dificil diferenciacdo quando se utiliza testes
fenotipicos como rotina. Segundo Tanner et al. * (1986) e Kuboniwa et al.
(2004) a diferenciacéo entre eles pode ser inequivoca através do perfil de DNA e

cultura. Entretanto com a utilizacdo da técnica de gPCR ndo ocorre resultados

falso positivos, devido a maior sensibilidade da técnica. Outra espécie de dificil
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deteccdo através do método classico de cultura bacteriana é a bactéria T.
denticola. Este micro-organismo ndo forma colbnias e possui altas exigéncias de
crescimento levando a resultados falsos negativo através do método de cultura.

Verner et al. * (2006) realizaram anélise comparativa entre gPCR e cultura
bacteriana e observaram maior sensibilidade e especificidade para o gPCR em
particular na detecgdo de T. denticola, sendo identificado em mais de 80% das
amostras isoladas de doenca periodontal. Para P. intermedia e P. nigrescens 0s
meios utilizados através da cultura ndo conseguiram distinguir entre as duas
espécies, levando a uma superestimacdo da quantidade real de P. intermedia.
Entretanto, utilizando-se o qPCR foi possivel diferenciar as duas espécies de
micro-organismo.

Analisando comparativamente cultura bacteriana e QPCR, para
periodontopatégenos (A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.
forsythia, Micromonas micros e Fusobacterium spp.) em sitios saudaveis e sitios
com doenca periodontal, Boutaga et al. ** (2006) e Mineoka et al. ** (2008)
concluiram que ambas as técnicas foram eficientes para detectar os micro-
organismos em maior quantidade nos sitios doentes comparados aos controles
sadios. O qPCR mostrou alta sensibilidade e especificidade em comparacdo com a
técnica de cultura bacteriana com excecdo na deteccdo do A.
actinomycetemcomitans. Este fato se deve a alta sensibilidade do gPCR e a baixa

quantidade deste micro-organismo presente na doenca.
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Portanto uma precisa quantificacdo na deteccdo dos periodontopatdgenos
poderia facilitar o monitoramento da terapia periodontal e permitir um correto
estudo epidemiolégico da progressio da doenca periodontal .

O gPCR é um método diagnostico microbiologico promissor para a
deteccdo e quantificacdo de periodontopatégenos, com a vantagem de ser rapido,

preciso, sensivel, e quantitativo na deteccdo de pequenas quantidades de

patdgenos bucais, que n&o estdo sob o limite de deteccdo da cultura bacteriana *.

Conclusoes

A técnica de gPCR apresenta maior especificidade, sensibilidade na
deteccdo de periodontopatdégenos quando comparada a técnica de cultura
bacteriana. A escolha do teste microbiolégico para avaliacdo clinica de individuos
com doenga periodontal deve ser levada em consideracdo com outros fatores,
incluindo precisdo diagndstica, custo e disponibilidade. Além disso, estudos
clinicos controlados ainda sdo necessarios para avaliar criteriosamente a técnica
de gPCR no tratamento ou acompanhamento dos pacientes com doenca

periodontal.
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Andlise comparativa da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) semi
quantitativo e PCR em tempo real (QPCR), na deteccdo de Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Porphyromonas endodontalis em amostras de
fluido subgengival

Resumo:

Métodos moleculares sdo ferramentas de grande valia no diagndstico
microbioldgico. A técnica do PCR convencional é um método ja estabelecido na
literatura de diagnoéstico, porém ndo permite quantificacdo exata das amostras
avaliadas. Com isso o PCR em tempo real surgiu para complementar o PCR
convencional. O objetivo do presente estudo foi realizar analise comparativa de
ambas as técnicas na detecgdo de Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia e
Porhyromonas endodontali. Foram selecionados 20 pacientes sistemicamente
saudaveis, com doenca periodontal cronica generalizada. Apds o exame clinico
periodontal completo, 30 amostras de sitios doentes ndo adjacentes (PS > 5 ¢ 7
mm com sangramento a sondagem) e 30 amostras de sitios sadios ndo adjacentes
(PS <3 mm e auséncia de sangramento a sondagem) foram coletados antes e 60
dias ap0s a terapia periodontal basica de raspagem, alisamento radicular e
instrucdo de higiene oral. PCR convencional, PCR em tempo real e primers
especificos para cada técnica foram utilizados para analise microbioldgica. Para a
analise comparativa entre as técnicas o PCR em tempo real foi dividido em 3
scores de acordo com a quantidade de DNA e o PCR convencional em 2 score,
presente e ausente. As analise estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad. Os resultados mostraram que para as trés bactérias analisadas, o PCR
em tempo real mostrou maior sensibilidade e especificidade na deteccdo dos
micro-organismos. A concordancia entre as técnicas foi moderada, concluindo ser
0 PCR em tempo real uma ferramenta de grande valia na deteccdo e quantificagéo
de periodontopatdgenos.

Palavras-chaves: Reacdo em cadeia da polimerase, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Tannerella forsythia, Periodontite cronica.
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Comparative analysis between Polymerase Chain Reaction (PCR) and real time
PCR (gPCR) in the detection of Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia

and Porphyromonas endodontalis presented in subgingival plaque sample.

Abstract: Molecular methods can be consider an essential tool in microbiological
diagnostic. The conventional PCR technique is a well established method of
analysis in the literature; however it does not permit an exact quantification of the
evaluated samples. Aiming to complement the lack in the quantification of the
conventional PCR technique, many researchers use the real time PCR technique
method, due to its capability in quantify the samples in analysis. The objective of
the present study was to realize a comparative analysis of both PCR techniques
methods in the detection of Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia and
Porhyromonas endodontali. 20 systemically healthy patients, with established
generalized cronic periodontal disease were selected. After a complete clinical
periodontal exam, 30 non adjacent affected sites samples (Depth Probing > 5 ¢ 7
mm with positive bleeding) and 30 non adjacent healthy sites samples (depth
probing < 3 mm with negative bleeding) were collected initially and 60 days after
a basic periodontal therapy, root scaling and oral hygiene instructions.
Conventional PCR, gqPCR and specific primers for it technique were used for
microbiological analysis. To permit a comparative analysis between both PCR
methods studied, the real time PCR was divided in 3 different scores, in
accordance to DNA quantity and the conventional PCR in 2 scores, present or
absent. The GraphPad software was used to make the statistical analysis. The
results for the three bacteria analyzed presented similar results, the real time PCR
demonstrated higher sensitivity and specificity in the detection of
microorganisms. The concordance between both techniques was moderate,
concluding that the real time PCR can be used in the detection and quantification
of periodontopathogens.

Keywords: Polymerase chain reaction (PCR), Porphyromonas gingivalis,

Porphyromonas endodontalis, Tannerela forsythia, Periodontal disease.
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Introducéo

A doenga periodontal consiste em uma infec¢do, que difere das demais
patologias por ser acometida por uma variedade de micro-organismos,
particularmente anaerébios Gram-negativos (Genco et al.*, 1996; Eick Pfister'?,
2002; Paster et al.?®, 2001) Dentre as principais espécies encontram-se o
Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia e Treponema denticola os quais
podem ser identificados nos estados de saude e doenca periodontal. (Genco et
al.’®, 1996)

Dentre os diferentes métodos de identificacdo microbiana, a cultura
bacteriana considerada o padrdo ouro de diagnéstico microbioldgico, € um
método capaz de identificar novas espécies bacterianas, porém pode super-estimar
resultados devido ao fato de alguns micro-organismos serem de dificil cultivo ou
até mesmo nado serem cultivaveis, como por exemplo, Treponema ssp. e Tanerella
forsythia.(Tanner et al.*®, 1986; Sakamoto et al.?’, 2002). Por esse motivo,
diferentes métodos alternativos de diagnodstico tem sido utilizados, como
microscopia de campo escuro, ensaios imunoldgicos e enzimaticos, sondas de
4cidos nucléico e a reacdo da polimerase em cadeia (PCR). (Chen, Slots®, 1999;
Loomer®, 2004; Jervoe-Storm et al.*, 2005).

O PCR tornou-se uma importante ferramenta de diagndstico
microbioldgico, por ser um método rapido, sensivel e especifico na detec¢cdo de
micro-organismos. Baseia-se na deteccdo de sequéncias especificas de DNA, e
consegue distinguir espécies bacterianas semelhantes como Prevotella intermedia
e Prevotella nigrescens. (Jervoe-Storm et al.'*, 2005; Nonnenmacher et al.”,
2004).

O método de PCR convencional é efetivo na deteccdo de micro-
organismos de dificil cultivo e detecta bactérias viaveis como ndo viaveis. Porém
é limitado na quantificacdo do numero de bactérias presentes em determinado
sitio podendo ndo ser capaz de detectar micro-organismos em baixas quantidades.
(Nonnenmacher et al.”®, 2004).
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Com o desenvolvimento do PCR em tempo real (qPCR) muitos desses
problemas puderam ser solucionados. Esta técnica possibilitou monitorar o
aumento de produto de PCR durante toda a reacdo, permitindo quantificacio
inicial de DNA presente na amostra. E um método mais rapido e sensivel, porém
com custo elevado. (Nonnenmacher et al.”®, 2004)

Diversos estudos tem sido realizados para quantificar bactérias e outros
organismos através do PCR em tempo real. Kuboniwa et al.'® (2004) e Boutaga et
al.® (2007) quantificaram periodontopatégenos presentes no fluido gengival de
pacientes com doenca periodontal e observaram que o PCR em tempo real
dispensa tempo e trabalho do operador, sendo também especifico e sensivel na
deteccdo e quantificacdo dos periodontopatogenos.

A exata deteccdo e quantificagdo de micro-organismos pode facilitar o
monitoramento da terapia periodontal e permitir novas percepcdes do papel da
patogénese periodontal e de bactérias periodontais ndo cultivaveis (Boutaga et al.®
2007; Nonnenmacher et al.?>, 2004). O propésito do presente estudo foi realizar
analise comparativa entre as técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real
na deteccdo dos micro-organismos Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia
e Porphyromonas endodontalis antes e ap0s a terapia periodontal basica de

Raspagem Alisamento Radicular e Instrugéo de Higiene Oral.

Material e Métodos
Calculo da amostra

O célculo da amostra foi baseado nos dados publicados em estudo prévio
recente que utilizaram técnica de PCR em tempo real na deteccdo de patdgenos
(Jervoe-Storm et al.®, 2007,Verner et al.*, 2006). Foi considerado o poder do
teste de 90%, nivel de significancia de 5% e a diferenca a ser detectada de 1,5mm
e como parametro, a profundidade de sondagem. A diferenca padronizada do
poder de estudo em 0,95 (1-p=0,95) e um intervalo de confianga 0=0,05

determinou uma amostra de pelo menos 17 pacientes para receber o tratamento.
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Para o presente estudo foram selecionados 20 pacientes considerando as possiveis
perdas que poderiam ocorrer.

Para este estudo, 20 pacientes que procuraram a Clinica de Periodontia do
curso de pos-graduacdo em Odontologia do Departamento de Diagnostico e
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP foram
selecionados, sendo 8 homens e 12 mulheres, com idade entre 35 e 55 anos que
apresentavam doenca periodontal crénica moderada ou severa generalizada
segundo os critérios estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia.
(Armitage?, 1996) Os critérios de inclusdo foram: 1) presenca no minimo de 20
dentes; 2) minimo de 3 sitios ndo adjacentes com sangramento a sondagem (SS),
perda de inser¢do > 3mm e Profundidade de Sondagem (PS) > 5Smm e 3 sitios
sadios com auséncia de SS e PS < 3mm. Os critérios de exclusdo foram: 1)
tratamento periodontal nos ultimos 12 meses; 2) doenca sistémica com
interferéncia no processo saude-doenca periodontal; 3) uso de antibidtico nos
ultimos seis meses; 4) uso de anti-inflamatorios e antissépticos bucais nos ultimos
trés meses; 5) gestacdo, amamentacdo ou uso de contraceptivos hormonais; 6)
fumantes. Todos os individuos foram instruidos sobre o tratamento e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) aprovado para este
estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP (protocolo n® 26/08 - Anexo 1).

Calibracao do Examinador

Para calibrar o examinador do estudo, 180 sitios apresentando
profundidade de sondagem > 5mm foram selecionados aleatoriamente em 10
pacientes (18 sitios por paciente em dentes multi e uni-radiculares). O examinador
mensurou a profundidade da bolsa periodontal em 2 ocasides, em um intervalo de
7 dias. O dados foram submetidos a analise de concordancia Kappa e obteve o
valor de 0,915 com um intervalo de 95% de confianca. Portanto ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre os exames e por isso 0 examinador

foi considerado calibrado e cego para o grupo de estudo.
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Delineamento clinico do estudo
Cronograma de Execucdo da Metodologia

O cronograma de execucdo da metodologia do presente estudo esta

ilustrado no Quadro 1.

Selecio
E.C.I.
+

Moldagem E.C. C.M. E.C.

1 I‘—y—‘{l v

LH.O. l LH.O.
A l Semanalmente ] ¥  Tratamento | Semanalmente ] A
-0 -2 0 15 75

82

127 dias

Quadro 1: Cronograma de estudo Legenda: E.C.l.: Exame Clinico Inicial;
I.LH.O.: Instrucdo de Higiene Oral; E.C.: Exame Clinico; C.M.: Coleta

Microbioldgica.

Foram selecionados por paciente, dois sitios ndo adjacentes com PS >
5mm e positivos para o SS e perda de inser¢do > 3mm e dois sitios sadios nao
adjacentes com auséncia de perda de inser¢do e SS, PS < 3mm. Os dentes
selecionados ndo apresentavam qualquer disfuncdo em relacdo a oclusdo, e nao
utilizavam proéteses. No total foram selecionados 60 sitios sendo 30 sadios e 30
doentes.

Moldagens das arcadas dentais em alginato foram realizadas para a

confeccdo de guias utilizando placas de poliacrileno de 1,0 mm de espessura com
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objetivo de padronizar o posicionamento da sonda periodontal milimetrada
durante a realizagdo dos exames clinicos bem como no auxilio para a coleta do
fluido crevicular. Um examinador cego e calibrado realizou todos os parametros
clinicos. Outro operador diferente do examinador previamente treinado e
calibrado realizou o tratamento periodontal béasico seguido de Instrucdo de
Higiene Oral.

Procedimentos iniciais

Trinta dias antecedentes ao inicio do tratamento periodontal, os pacientes
receberam instrucdo de higiene oral semanalmente para utilizacdo de escova
dental pela técnica de Bass, fio dental e outros meios complementares (escova
interdental, escova de lingua) de acordo com as necessidades individuais de cada

um. Apds 30 dias de instrucdo de higiene oral, foi realizado o exame periodontal.

Exame clinico

Os pacientes foram submetidos ao exame periodontal completo, dez dias
antes do baseline. Este foi realizado por um d{nico examinador treinado,
previamente calibrado e cego para 0 momento do estudo (Kappa ponderado =
0,91). O exame clinico foi realizado com o uso de sonda periodontal milimetrado
tipo Willians®.

Os parametros clinicos avaliados foram: indice de Placa visivel
(IP)(Ainamo*, 1975) e indice de Sangramento Marginal (ISM) (Ainamo*, 1975),
os quais foram realizados em 4 pontos por dentes, Profundidade de Sondagem
(PS), Nivel de Insercdo Clinica (NIC) e Sangramento a Sondagem
(SS)(Muhlemann?*, 1971), o qual foi determinado pela presenca (+) ou auséncia (-
) de sangramento observado durante 30 segundos, apds a primeira insercdo da
sonda periodontal na bolsa. Os indices de PS, NIC e SS foram realizados em seis
pontos diferentes por dente.

Coleta do fluido crevicular
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As coletas foram realizadas sete dias ap6s o exame clinico inicial e 60 dias
ap6s o término do tratamento periodontal bésico. O biofilme bacteriano
supragengival foi removido com o auxilio de gaze estéril, lavado e a area isolada
com rolo de algoddo. Dois cones de papel (n° 30) estéril foram introduzidos no
sulco ou bolsa gengival até a porcdo mais apical e aguardou-se 30 segundos. Os
cones foram inseridos em tubos tipo eppendorf estéril contendo 500 uL de tampéo
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congelados & -20°C até a
extracdo do DNA para analise microbiologica por PCR em tempo real e PCR

semi quantitativo.

Tratamento Periodontal Bésico

Uma semana ap0s o término da coleta microbioldgica, os pacientes foram
submetidos ao tratamento periodontal ndo-cirurgico, instrucdo de higiene oral,
raspagem e alisamento supragengival e subgengival em um periodo de quinze
dias, sendo dois quadrantes por semana, sob anestesia local e instrumentacéo
manual (Curetas Gracey, McCall, Limas Hirschifield) com duracdo de 45 a 60
minutos por quadrante. O polimento foi executado imediatamente apos a RAR
com taca de borracha e pasta profilatica de granulacao fina na regido raspada em
cada sessdo. O tratamento foi realizado pelo profissional especialista em
Periodontia diferente do examinador e cego para o grupo de estudo. Apos o
término da RAR foi realizado o controle do biofilme supragengival (fase de
manutencdo) e instrucdo de higiene oral semanalmente durante 60 dias, até que se

realizasse a segunda coleta do fluido crevicular e exame periodontal.
Analise Microbioldgica

As especies bacterianas utilizadas Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277), Tanerella forsythia (ATCC-43037) e Porphyromonas endodontalis
(E203), foram cultivadas em camara de anaerobiose a 37°C com 80% N, 10%
CO,, 10% H, , para posterior confeccdo da curva padréo pela técnica de PCR em

tempo real. O cultivo foi feito em placas contendo Tryptic soy broth (TSB)
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suplementado (0,0001% extrato de levedura, 0,001% hemina menadiona, agar e
sangue) 2. Ap6s o crescimento bacteriano, cada micro-organismo foi transferido
para tubos com 5ml TSB caldo e foram incubados novamente por um tempo que
variava de acordo com as exigéncias fisioldgicas de cada micro-organismo para
seu crescimento até a fase exponencial. Ap6s 0 crescimento e contagem de
UFC/mL, os micro-organismos foram coletados, lavados, centrifugados e
congelados a -20°C para posterior extracdo de DNA.
Extracdo de DNA

Foram retirados 100 microlitros (uL) de cada amostra bacteriana e a lise
da célula foi extraida com a adicdo de 100 uL de Fenol:Cloroférmio:Alcool
isoamilico (25:24:1). O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e o
DNA foi precipitado a -20°C por 20 minutos acrescido da adicdo de 0,25 do
volume de NaCl 5M e 2,5 do volume total de DNA de etanol absoluto gelado.
Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm.
O sobrenadante foi retirado e o DNA foi lavado com etanol 70%. Apos
evaporacdo total do etanol o precipitado foi ressuspendido em 50 uL de TE. A
concentracdo de DNA foi determinada com espectrofotdmetro de luz UV
(Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) a 260 nm, e a relacdo entre as
absorbéncias a 260/280 nm foi analisada. Como parametro de qualidade, foi
considerada como adequada entre 1,8-2,0. Foi realizada a leitura da concentragéo

de cada micro-organismo.

Reacédo da polimerase em cadeia do tipo semi quantitativo — PCR

Os pares de oligonucleotideos (5’ — 3”), ou seja, os primers especificos
para cada bactéria foram sintetizados pela Life Technologies do Brasil Ltda., S&o
Paulo — SP (Invitrogen Tech-Line*™). As sequéncias utilizadas para as bactérias
estdo descritas na Tabela 1.

Inicialmente a presenca de DNA nas amostras obtidas dos pacientes foram
confirmadas através de reagcdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada em
termociclador convencional (MyCycler™thermal cycler - BioRad) utilizando

oligonucleotideos inespecificos (Wilson et al.**, 1990).



53

PC3mod =5 GGACTAHAGGGTATCTAAT 3’

POmod=5" AGAGTTTGATCMTGG 3’

A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25uL, contendo 1mM
de cada oligonucleotideo da bactéria especifica (Invitrogen Tech-Line*™), 100 pM
de dNTPs (Invitrogen Tech-Line®™) 1 a 25mM de Mg* e, de 1 a 2 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen Tech-Line*™). Os tubos com as amostras foram
submetidas ao Vortex por 10 segundos para homogeneizacdo da solucéo e, em
seguida, foi obtida uma aliquota de 2uL. Todas as reagdes foram realizadas na
presenga de controle positivo, contendo DNA gendmico especifico da bactéria em
analise, e controle negativo, sem DNA molde (Tabela 2). O produto de PCR foi
observado em eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de
etidio(0,5ug/ml) (Invitrogen Tech-Line®™), a uma corrente continua de 100V por
90 minutos. A digitalizagdo das imagens foram realizadas com o auxilio de um
transluminador de luz ultravioleta e a seguir foi obtida imagem digitalizada do gel
para documentacdo e posterior analise da presenca ou auséncia dos micro-

organismos estudados. (Image Quant 100 — GE Healthcare)

Tabela 1. Oligonucleotideos para a identificacdo de bactérias pela técnica de PCR

convencional

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento  Referéncias
esperado
P.gingivalis 5 AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3 593 pb Ashimoto et
3
5 GGG TTG CTC CTT CAT CAC AC 3’ al.”, 1996
T. forsythia 5 GCG TAT GTAACC TGC CCG CA 3 641 pb Ashimoto et
3
5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 3 al.”, 1996
P. endodontalis 5 GCT GCAGCT CAACTG TAGTC 3 672 pb Tran, et al. *,
1997

5 CCG CTT CAT GTCACCATGTC 3




Tabela 2. Condig6es de termociclagem e otimizagdo de cada par de primer
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Primer Condicéo da reacao Co;l;:el\r;ltégf %0 U;;d.l?:; >
Primer 95 °C, 5min (1 ciclo); 96 °C, 30 seg, 45 2 5mM 1U
inespecifico °C, 30seg, 72 °C, 30seg (30 ciclos) ’

Porphyromonas  95°C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 60 5 EmM 1U
gingivalis °C, 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos) ’

Tannerella 95°C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 60 1 5mM 195U
forsythia °C, 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos) ’ ’
Porphyromonas  g5°C, 2min. (1 ciclo); 94 °C, 30 seg, 60 15mM 125U

endodontalis

°C, 1min., 72°C, 2min. (36 ciclos)

Reacdes do PCR em tempo real (QPCR)

Os primers especificos para cada micro-organismo foram baseadas em

estudos prévios e sintetizados pela Applied Biosystems® (Tabela 3).

Tabela 3: Primers especificos para deteccdo das espécies bacterianas através do

PCR em tempo real

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento Temp(;aeratu ' Referéncias
esperado Lo
Dissociacao
P.gingivalis 5 ACC TTACCC GGG ATT GAAATG 3 83 pb 77,09°C Kuboniwa
5" CAA CCA TGC AGC ACC TAC ATA GAA 3 etal.’,
2004
T. forsythia 5 AGC GAT GGT AGC AAT ACC TGT C 3 88 pb 82,32°C Kuboniwa
5 TTC GCC GGG TTATCC CTC 3’ etal.*®,
2004
P.endodontalis 5- GCT GCAGCT CAACTG TAG TCT TG -3 110 pb 80,24°C Martin et
al.??, 2002

5’-TCA GTG TCA GAC GGA GCC TAG TAC-¥’




55

A utilizacdo do SYBR Green exige a obtencao de produtos especificos de
PCR e em funcdo disso a eficacia das reacdes para os primers foi otimizada

anteriormente ao inicio das reacdes propriamente ditas.

As reacOes do PCR quantitativo foram realizadas utilizando o aparelho
Step One™ Real Time PCR System (Apllied Biosystems®). Todas as reacdes
foram realizadas em duplicatas em volume total de 10uL contendo 5uL Sybr
Green ER gPCR SuperMix Universal (Invitrogen Tech-Line®™), 0,1uM de cada
par de oligonucleotideo (Apllied Biosystems®) e 1 uL de DNA. O volume foi
ajustado com H,0O estéril livre de DNAse e RNAse. A termociclagem utilizada foi
de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Apo6s a reacdo de PCR foi feita a curva de dissociacdo (curva de melting) com
temperatura entre 60°C e 95°C para determinar a especificidade da reacdo de PCR.
Todas as reacdes foram feitas em placas MicroAmp optical 48-well e adesivos
opticos (Applied Biosystems). Os dados foram analisados utilizando o programa
Step One™ (Apllied Biosystems®).

Para realizacdo da curva padrdo primeiramente foi utilizado o DNA
extraido a partir da bactéria pura, onde foi feita a leitura em espectrofotémetro de
luz UV (Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) por meio da avaliacdo das
absorbancias a 260 nm e da relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm. Obteve-
se uma concentracdo inicial entre 0,5 - 0,6 ug/uL de cada DNA bacteriano, em
seguida realizou-se 8 dilui¢bes seriadas e apds otimizagdo foram selecionadas
apenas 4 diluicdes por placa (10*- 10) para confeccéo da curva padréo.

A curva padrdo (a qual possuia concentracdo conhecida) foi utilizada para
converter os score de Ct (Cycle Treshold) obtidos com as amostras de fluido em

numeros exatos de concentracdo de DNA.

Analise dos Resultados

Para comparagdo entre as técnicas de PCR convencional (método
qualitativo) com o PCR em tempo real, houve a necessidade de realizacdo de um

score para ambas as técnicas para uma melhor correlagdo entre ambas, pois apenas



56

a dicotomizacdo ndo seria possivel devido a técnica do PCR em tempo real
possuir 3 score. Para isso 0s resultados obtidos com o PCR em tempo real de
acordo com a quantificacdo das amostras em comparacdo com os Ct (cycle
treshold) da curva padrdo foram divididos em: concentracdo <10° (score 1-
amostras mais diluidas), concentracdo >10° (score 2 - amostras com maior
concentracdo de DNA) e auséncia de amplificacdo (score 0).

Para a técnica PCR semi quantitativo, foi realizado dois scores:
presente (score 1) e ausente (score 0), sendo possivel correlacionar as duas

técnicas.

Anélise Estatitica

Os dados experimentais foram submetidos a analise estatistica utilizando o
softwares GraphPad. Analises inter e intra grupos foram realizadas nos diferentes
periodos.

As variaveis de boca toda dos individuos (Idade, PS, NI, SM, SS, IPV)
foram analisadas através do teste t-pareado. As varidveis quantitativas (PS e NI,)
foram submetidas ao teste de normalidade (teste de aderéncia de Lilliefor’s). Os
dados de PS e NI apresentaram distribuicdo ndo normal dos dados e foram
analisados aplicando-se o teste de Wilcoxon para comparagdes entre grupos e
entre periodos. Para as variaveis categoricas (IP, IG e SS e prevaléncia de
bactérias), os dados foram submetidos ao teste de Cochran. Quando os resultados
foram estatisticamente significantes, as amostras foram comparadas utilizando o
teste exato de McNemar. Foi adotado o nivel de significancia de 5%. Para a
prevaléncia de bactérias através de ambas as técnicas comparando 0 mesmo grupo
em diferentes periodos foi utilizado o teste de Wilcoxon, por ser um indice de
score e néo dicotdbmico.

Para a comparagdo entre as técnicas, o PCR convencional foi tido como
padrdo por ser o método diagnostico mais antigo em comparacdo ao PCR em
tempo real. Foram adotados valores qualitativos e os seguintes parametros foram

analisados:
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a. Sensibilidade através do nimero de amostras positivas para ambas as técnicas
dividido pelo nimero de amostras positivas apenas pelo PCR convencional.

b. Especificidade foi calculada pelo nimero de amostras negativas para ambas as
técnicas dividido pelo nimero de amostras negativas somente para o PCR
convencional,

c. Valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, Razdo de verosimilhanca, e a

concordancia entre as técnicas foi analisada através do teste Kappa.

Resultados

As caracteristicas da amostra como género, idade e nimero de dentes estdo
demonstrados na Tabela 4. Como pode ser observado a média de idade do grupo
de estudo foi de 46 + 7,49 sendo 8 homens (40%) e 12 mulheres (60%). A média
do ndmero de dentes foi de 23,55 + 2,95, ndo sendo observado diferenca
estatisticamente significante da idade e nimero de dentes da amostra em estudo.

Tabela 4 — Média no Baseline e desvio padrdo (+DP): idade , nimero de dentes e

género
Idade (anos) Dentes
Género
Extensdo Média (DP) Extensdo Média (DP)
Homem (8 / 40%) 35-54 4250 (8,14) 20-28 24,00 (2,73)
Mulher (12 /60%) 36-56 48,33 (6,31) 18-28 23,25 (3,17)

Total (20/100%)  35-56 46,00 (7,49) 18-28  2355(2.95)
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Durante todo o tratamento periodontal nenhum dos pacientes utilizaram
algum tipo de medicacdo como antibidticos ou anti-inflamatdrios que pudessem
vir a intervir na resposta ao tratamento.

Observou-se reducdo significativa (p<0.001) dos parametros clinicos
analisados, ou seja, Indice de Placa visivel (IPV), indice de Sangramento
Marginal (ISM), Sangramento a Sondagem (SS), Profundidade de Sondagem (PS)
e Nivel de Insercdo (NI) quando comparados o baseline e 60 dias ap6s o
tratamento.

A Figura 1 representa esquematicamente os sitios coletados para analise
microbioldgica sendo doentes (n=30) e sadios (n=30), antes e apds tratamento
periodontal. Observou-se no baseline, que 100% do sitios doentes apresentavam
sangramento a sondagem (SS) antes do tratamento periodontal. Entretanto, ap6s o

tratamento houve reducéo (13.33%) estatisticamente significante (p<0.0001).

Grupo Sangramento a Sondagem (%) Periodo
Doente ©00000000000000000000000000000 100* Baseline
(n=30) 0000880000800 0000000000000000 13.33 60-dias
Sadio ©00000000000000000000000000000 0 Baseline
(n=30) ©00000000000000000000000000000 0 60-dias

*p<0.0001, Teste de McNemar
Figura 1 — Sangramento a sondagem nos sitios coletados, de acordo com o grupo

e o0 periodo de estudo

Os demais pardmetros clinicos estdo representados na Tabela 5. Pode-se
observar que no baseline a PS (5,33 £ 0,556mm) e NI (54 = 0,62mm),
apresentaram reducdo estatisticamente significante (p<0.0001) ap0s terapia
periodontal no grupo doente, respectivamente 3,63 + 0,76 mm e 3,83 + 0,95 mm
para PS e NI. No grupo sadio observou-se que a PS (1,6 = 0,56mm) e NI (1,63

0,56) ndo apresentaram reducéo significante (p=0.035) no periodo de 60 dias.
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Tabela 5- Profundidade de Sondagem e Nivel de Inser¢do no Baseline e 60 dias
apos a terapia periodontal (média + desvio padrdo-DP)

Profundidade de Sondagem (PS) Nivel de Inserg¢ao (NI)
Baseline 60dias Baseline 60dias
Doentes 5,33 +0,55* 3,63+0,76 540+0,62* 3,83 +0,95
Sadios 1,6 +0,56** 1,33 +0,66 1,63 + 0,56** 1,36 + 0,61

*p<0.0001, **p=0,35 (Teste de Wilcoxon comparando 0 mesmo grupo nos dois periodos)

As tabelas abaixo referem-se a comparacdo qualitativa entre as técnicas
PCR convencional e PCR em tempo real, tendo como padrédo o PCR
convencional.

A técnica de PCR em tempo real foi capaz de detectar um ndmero maior
de amostras positivas para as bactérias em analise, quando comparados ao PCR
convencional em ambos os grupos e periodos. O grupo doente apresentou uma
quantidade significantemente maior de bactérias quando comparado ao grupo
sadio em ambos os periodos.

N&o serd mencionado nos resultados descritivos abaixo o grupo sadio no
periodo de 60 dias devido ao fato do PCR convencional ndo ter detectado nenhum
micro-organismo, e o PCR em tempo real ndo detectou nenhuma bactéria no score

2, impossibilitando a aplicacdo de testes estatisticos.

Porphyromonas gingivalis

A tabela 6 e 7 ilustram a deteccdo de P. gingivalis por PCR convencional e
PCR em tempo real.

Quando utilizou-se o score 1 como pardmetro, a técnica do PCR em tempo
real detectou maior nimero de bactérias em ambos 0s grupos quando comparados

ao PCR convencional. Estes dados refletem alta sensibilidade (100%) em ambos
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0s grupos e baixa especificidade para os grupos sadios e doentes no baseline e
doentes apds 60 dias respectivamente de 11%, 6% e 7%.

Entretanto ajustando o valor para o score 2, o numero de bactérias
detectadas pelo PCR em tempo real diminuiu em ambos os grupos mantendo boa
sensibilidade de 50%, 100% e 67% respectivamente para sadios e doentes no
baseline e 60 dias. O aumento da especificidade foi de 93%, 69% e 85%.
Concomitantemente o valor de kappa aumentou no periodo do baseline de 0,02
para 0,35 no grupo sadio, 0,06 para 0,67 no grupo doente, e no periodo de 60 dias
para o grupo doente de 0,02 para 0,36 mostrando assim moderada concordancia

entre as técnicas.

Tabela 6 — Comparagdo na deteccdo de P. gingivalis por PCR convencional e

PCR em tempo real

Sadios Doentes
qPCR qPCR
PCR Total ]| PCR Total
0 1 2 0 1 2

23 2 28 0 1 10 5 16

Baseline

1 0o 1 1| 2] 1 o o 14| 14
Total 3 24 3 | 30 | Total 1 10 19 | 30
Sadios Doentes
o | PCR APCR | Total| Pcr PR Total
] 0 1 2 0 1 2
S| o 9 22 o | 0o 2 21 4| 2
8 1 0 o0 o] o | 1 o 1 2| 3

Total 9 21 O 30 | Total 2 22 6 30
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Tabela 7 — Andlise estatistica para comparagdo entre as técnicas na deteccdo do
P. gingivalis

Baseline 60 dias

Parametro Sadios Doentes Sadios Doentes
1 2 1 2 1 2 1 2

Sensibilidade 100% 50% 100% 100% ND ND 100% 67%

Especificidade 11% 93% 6% 69% ND ND 7% 85%
VP+ % 33% 48% 74% ND ND 11% 33%
VP- 100% 96% 100% 100% ND ND 100% 96%

Razao Veros. 108 144 190 380 ND ND 112 1.44

Kappa 002 035 006 067 ND ND 0.02 0.36

V/P+: Valor preditivo positivo; VP-: Valor preditivo negativo; Razdo de verossimilhancga e o Nivel
de Concordéncia Kappa (k) por PCR convencional e PCR em tempo real com diferentes poderes
de deteccéo score 1: <10°ou score 2: > 10°), considerando o PCR convencional como padréo

Tanerella forsythia

As tabelas 8 e 9 ilustram a detec¢do de T. forsythia através do PCR
convencional e PCR em tempo real)

A tabela 8 ilustra no grupo sadio no baseline 4 amostras positivas e 12
negativas para ambas as técnicas sendo que 2 delas foram positivas somente para
0 PCR convencional e 12 positivas apenas para o PCR em tempo real, mostrando
sensibilidade de 67% e especificidade de 50% (Tabela 9). Quando o score passou
para 2, vinte e quatro (24) amostras foram negativas para ambas e 5 passaram a
ser positivas apenas para 0 PCR convencional, refletindo assim uma diminuicéo
da sensibilidade para 17% e aumento da especificidade para 100% (Tabela 9).
Concomitantemente o kappa passou de 0,13 para 0,36 mostrando moderada
concordancia entre ambas as técnicas.

No grupo doente no Baseline 15 amostras foram positivas para ambas as
técnicas, 12 amostras positivas para 0 PCR em tempo real e 1 positiva para o PCR

convencional resultando na sensibilidade de 94% e especificidade de 14% (Tabela
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9). Quando o score foi ajustado para 2, treze amostras passaram a ser positivas
para ambas as técnicas e 5 amostras positivas apenas para 0 PCR em tempo real,
diminuindo a sensibilidade para 64% e aumentando a especificidade para 81%,
refletindo no aumento do kappa de 0,06 para 0,46 obtendo assim moderada
concordancia entre as técnicas.

No periodo de 60 dias, apenas 1 amostra foi positiva e 10 amostras
negativas para ambas as técnicas, mostrando sensibilidade de 100% e
especificidade de 35% (Tabela 9). Quando o score passou para 2 0 numero de
amostras negativas para ambas passou para 25, a sensibilidade manteve-se a
mesma e houve aumento da especificidade para 86% com isso as técnicas

passaram a ter moderada concordancia (k=0,53).

Tabela 8 — Comparacdo na deteccdo de T. forsythia por PCR convencional e
PCR em tempo real

Sadios Doentes
(ab)]
C | pcr GRCR Total | PCR gRCR Total
K5 0 1 2 0o 1 2
N 0 12 12 0 24 0 2 7 5 14
(qo]
)] 1 2 3 1 6 1 1 2 13| 16
Total 14 15 1 30 Total 3 9 18 30
Sadios Doentes
(7)) qPCR gPCR
(O | PCR Total | PCR Total
'_5 0 1 2 0 1 2
o 0 20 10 O 30 0 10 15 4 29
o) 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1
Total 20 10 O 30 | Total 10 15 5 30
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Tabela 9 — Andlise estatistica para comparacado entre as técnicas na detec¢do do T.

forsythia
Baseline 60 dias
Parametro Sadios Doentes Sadios Doentes
1 2 1 2 1 2 1 2

Sensibilidade 67% 17% 94% 81% ND ND 100% 100%

Especificidade 50% 100% 14% 64% ND ND 35% 86%
VP+ 25% 100% 56% 72% ND ND 5% 20%
VP- 86% 83% 67/% 75% ND ND 100% 100%

Razéo Veros. 114 ND 150 270 ND ND 105 125

Conc. Kappa 013 036 001 046 ND ND 0.03 0.53

VP+: Valor preditivo positivo; VP-: Valor preditivo negativo; Razdo de verossimilhanca e o Nivel
de Concordancia Kappa (k) por PCR convencional e PCR em tempo real com diferentes poderes
de detecgéio score 1: <10° ou score 2: > 10%), considerando o PCR convencional como padr&o

Porphyromonas endodontalis

As Tabelas 10 e 11 ilustram a detec¢do de P. endodontalis através do PCR
convencional e PCR em tempo real.

Quando utilizou-se o score 1, o PCR em tempo real detectou maior
numero de bactérias quando comparados ao PCR convencional, refletindo para o
grupo sadio no baseline e doente no baseline e 60 dias respectivamente, uma
sensibilidade de 100%, 88% e 83% e especificidade mais baixo 63%, 23% e 67%
(Tabela 11). Ajustando o score para 2, 0 niUmero de bactérias detectadas atraves
do PCR em tempo real diminuiu e com isso a sensibilidade manteve-se a mesma
em todos os grupos havendo aumento da especificidade. Concomitantemente o
valor de kappa passou de 0,25 para 0,84 no grupo sadio mostrando excelente

concordancia entre as técnicas e para o grupo doente no baseline passou de 0,25
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para 0,51 e no periodo de 60 dias de 0,35 para 0,63 mostrando boa concordancia
entre as técnicas analisadas.

Tabela 10 — Comparacdo na deteccdo de P. endodontalis por PCR convencional e
PCR em tempo real

® Sadios Doentes
c | Pcr qPCR Total | PCR qPCR Total
L= o 1 2 o 1 2
% o 17 9 1 | 27 0 3 5 5 | 13
8 1 o 0 3| 3 1 2 0 15| 17
Total 17 9 4 | 30 | Total 5 5 20| 30
Sadios Doentes
% PCR e Total | PCR TR Total
—— 0o 1 2 o 1 2
(S 0 25 5 0 | 30 0 16 5 3 | 24
8 1 O 0 0 0 1 1 0 5| 6
Total 25 5 0 | 30 | Total 17 5 8 | 30

Tabela 11 — Analise estatistica para comparacao entre as técnicas na detecgédo do
P. endodontalis

Baseline 60 dias
Parametro Sadios Doentes Sadios Doentes
1 2 1 2 1 2 1 2

Sensibilidade 100% 100% 88% 88% ND ND 83% 83%
Especificidade 63% 96% 23% 61% ND ND 67% 87%

VP+ 23% 5% 60% 75% ND ND 38% 62%
VP- 100% 100% 60% 80% ND ND 94% 95%

Razédo Veros. 1.30 4.00 150 3.20 ND ND 153 254

Conc. Kappa 025 084 025 051 ND ND 035 0.63

V/P+: Valor preditivo positivo; VP-: Valor preditivo negativo; Razéo de verossimilhanga e o Nivel
de Concordancia Kappa (k) por PCR convencional e PCR em tempo real com diferentes poderes
de detecgdo score 1: <10°ou score 2: > 10°), considerando o PCR convencional como padréo.
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Discussao
A presenca de bactérias no fluido subgengival é especifica para cada sitio e

individuo, sendo que os sitios periodontalmente saudaveis diferem
significantemente dos sitios doentes (Umeda et al.*?, 1998). Estudos prévios
sugeriram que o estado de salde periodontal difere na prevaléncia de micro-
organismos no meio subgengival (Paster et al.?®, 2001; Yang et al.*®, 2004;
Lovegrove et al.?!, 2004). Dentre as principais espécies de bactérias associadas a
doenga peridontal estdo P. gingivalis, T forsythia e T. denticola, que podem ser
encontradas tanto em sitios sadios como em sitios com presenca de doenca
periodontal. Novas bactérias estdo sendo associadas a Doenca Periodontal, como
0 caso do P. endodontalis e sua associacdo com a severidade da doenca
periodontal assim como a correlagio com outros micro-organismos ja
consagrados na literatura (Kumar et al.'’, 2003; Dahlen, Leonhardt'®, 2006).

O célculo da amostra foi baseado nos dados publicados em estudo prévio
recente que utilizaram técnica de PCR em tempo real na deteccdo de patdgenos
(Jervoe-Storm et al.®, 2007,Verner et al.*, 2006). Foi considerado o poder do
teste de 90%, nivel de significancia de 5% e a diferenca a ser detectada de 1,5mm
e como parametro, a profundidade de sondagem. A diferenca padronizada do
poder de estudo em 0,95 (1-$=0,95) e um intervalo de confianga 0=0,05
determinou uma amostra de pelo menos 17 pacientes para receber o tratamento.
Para o presente estudo foram selecionados 20 pacientes considerando as possiveis
perdas que poderiam ocorrer.

Para analise microbioldgica de periodontopatdgenos, a cultura bacteriana é
considerada o padrdo ouro, entretanto possui algumas limitac6es como a deteccao
somente de micro-organismos viaveis, a inabilidade de crescimento de algumas
espécies bacterianas e altas exigéncias de meios de cultura. Com isso métodos
alternativos de diagndstico surgiram para implementar essas limitagdes, como as
reacGes em cadeia da polimerase. Esta técnica detecta micro-organismos viaveis e
ndo vidveis, € um método mais especifico e sensivel, baseado na deteccdo de
sequéncias especificas de DNA, e com isso consegue fazer a distin¢do de espécies

bacterianas muito semelhantes, porém o PCR convencional ndo permite uma
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quantificacdo exata do nimero de micro-organismos presentes. Dessa maneira,
para permitir uma quantificacdo mais especifica, técnicas como o PCR em tempo
real surgiram com a capacidade de detectar a partir de 10 micro-organismos
(Loomer®, 2004; Bustin’, 2000).

A proposta do presente estudo foi realizar uma analise comparativa entre
as técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real na deteccdo de P.
gingivalis, T. forsythia e P. endodontalis em amostras de fluido subgengival.

Para analisar a correlagdo entre as técnicas de PCR convencional e PCR
em tempo real no presente estudo, foi utilizado dois limiares de deteccéo para o
PCR em tempo real, levando-se em consideracdo que o limiar de detec¢do do PCR
convencional € maior que o tempo real.

A escolha deste limiar foi realizada tomando-se por base os estudos de
Conrads® (1999) que recomendam que um corte de limiar deve ser feito para
detectar somente quantidades relevantes de periodontopatogenos. Para isso ap0s
realizacdo do PCR em tempo real e quantificacdo precisa da curva padrdo em
ug/ul foi realizado um corte nas amostras que possuiam uma concentracdo menor
que a diluicdo 10°ug/ul (score 1) e maior que a diluicdo 10° ug/ul (score 2). Para o
PCR convencional foi considerado presente (score 1) e ausente (score 0).

Esta divisdo foi realizada pelo fato dos periodontopatogenos estarem
presentes em amostras saudaveis, porém em baixas concentra¢cdes, com isso
através desta divisdo foi possivel detectar bactérias em todas as amostras e
diferencié-las de acordo com suas concentracdes (Ximenez-Fyvie et al**, 2000).

Os testes estatisticos escolhidos foram indices de sensibilidade
especificidade e valor Kappa. Segundo o Laboratério de Epidemiologia e
Estatistica da USP o teste kappa € utilizado se analisar a intensidade de
concordancia entre dois métodos de diagndstico, ou seja, 0 nimero de casos cujo
o0 resultado ¢ o mesmo para os dois testes. Valores proximos a 1 significa boa
concordancia entre os métodos diagndsticos.

De acordo com o Ministério da Saude para saber qudo preciso é um
determinado teste, duas medidas foram criadas: a sensibilidade e a especificidade.

A sensibilidade mede a capacidade do teste em identificar corretamente a doenca
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entre aqueles que a possuem, ou seja, 0 qudo sensivel é o teste (sabendo assim
qual a chance de obtermos resultados falso positivo com determinado teste). A
especificidade mede a capacidade do teste em excluir corretamente aqueles que
ndo possuem a doenca, ou seja, 0 qudo especifico o teste é (excluindo assim a
possibilidade de um determinado testes obter resultados falso negativo).

Até o momento ndo foram encontrados relatos na literatura que
comparassem estes dois métodos de diagnéstico na deteccdo de P. gingivalis, T.
forsythia e P. endodontalis.

Para ambos 0s micro-organismos no grupo sadio apés o tratamento néo foi
encontrado nenhum valor estatistico, isto porque através do método de PCR
convencional todos os valores foram nulos, impossibilitando uma comparacgéo

dois a dois, devido a este fato ndo sera explicado adiante.

P. gingivalis

Considerando a partir do score 1, os resultados obtidos com o PCR
convencional no grupo doente e sadio em ambos os periodos, estes estdo de
acordo com os achados da literatura, os quais mostraram uma média entre 27-50%
de sitios doentes e 13% de sitios sadios positivos para P. gingivalis (Sanz et al.%,
2004, Lau et al.’®, 2004).

Os resultados com o PCR em tempo real obtidos no presente estudo,
mostram-se acima da média (96,6% para 93,3% no grupo doente e 90% para 70%
no grupo sadio), encontrada na literatura que relatam uma média de 60% para
sitios doentes e 15% para sitios sadios (Sanz et al.®, 2004). Relatos da literatura
sugerem que a utilizacdo de primers que detectem pequenos fragmentos de DNA,
levam a uma maior expressdo destes micro-organismos (Lau et al.'®, 2004). Além
disso, a possibilidade de contaminacdo e a variagdo geografica entre os paises
pode influenciar a quantificacdo de patdgenos bucais encontrados. No Brasil a
média encontrada para sitios doentes foi de 78% (Avila Campos, Velasquez-
Melendez *, 2002).

Através dos resultados obtidos pode-se observar alta sensibilidade entre as

técnicas, mostrando que a chance do PCR Convencional levar a um resultado
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falso positivo é quase nula. Por outro lado a especificidade foi muito baixa
principalmente no grupo sadio e doente ap6s o tratamento periodontal, devido a
baixa quantidade de DNA ndo detectavel através do PCR convencional, mas
sensivel ao PCR em tempo real, gerando muitas vezes resultados falso negativo
Pobre concordancia entre as técnicas (k=0,02-0,06) foi observada. Como descrito
por Sanz et al.?® (2004) apesar de ambas as técnicas serem mais sensiveis que o
método de cultura e conseguirem detectar baixas quantidade de DNA, essa
deteccdo pode ser irrelevante em termos de patogenicidade, devido ao fato da
presenca destes micro-organismos muitas vezes ndo gerarem a doenga. A partir
disso deve-se dar importancia para a utilizagdo do PCR em tempo real a fim de se
quantificar exatamente 0 numero de micro-organimos presentes e assim poder

distinguir o limiar entre satide e doenga de um individuo.

Considerando o score 2, os resultados do PCR em tempo real diminuiram
em ambos 0s grupos e com isso corroboram com os achados de Mineoka et al.?®
(2008) que detectaram P. gingivalis em 30% dos sitios sadios e 62,8% nos sitios
doentes. Del Peloso Ribeiro et al.** (2008) encontraram a presenca de 70% dos
sitios com doenca periodontal positivos para o P.gingivalis e apds 3 meses do
tratamento periodontal houve reducdo para 12%. Assim no presente estudo
considerando o score 2 houve aumento da especificidade devido ao fato que
aumentando o poder de deteccdo, os resultados falsos negativos que possam ser
gerados pelo PCR convencional diminuem, obtendo-se assim concordancia entre
as técnicas (k=0,35-0,67). De acordo com Socransky et al.® (1998) para o
desenvolvimento da doenca periodontal € essencial a presenca de
periodontopatdgenos, porem estes podem nao ser suficientes para o0
estabelecimento da doenca se este nimero ndo ultrapassar o limiar que gera a

mesma.

T. forsythia

Considerando o score 1, a deteccdo obtida com o PCR convencional esta

|.29

de acordo com os estudos de Socransky et al.”” (1998) que mostraram a presenca
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de maior quantidade de P. gingivalis e T. forsythia em sitio doentes quando
comparados a sitios sadios. Resultados similares foram encontrados com o estudo
de Del Peloso Ribeiro et al.** (2008) utilizando o sistema Sybr Green através do
PCR em tempo real para avaliar a presenca de periodontopatégenos antes e 3
meses apds a terapia periodontal bésica. Os autores observaram diminuicdo de
50% para 10% na deteccdo do T. forsythia.

Para 0 PCR em tempo real a deteccdo foi de 90% para 66,6% no grupo
doente e para o grupo sadio foi de 53,3% para 33,3% ap0s a terapia periodontal.
Estes achados estdo de acordo com os estudos de Lau et al.’® (2004) que
detectaram a presenca em 100% das amostras do grupo doente e 73% das
amostras do grupo sadio positivas para T.forsythia. No Brasil a média de deteccéo
para T. forsythia em sitios doentes foi de 82% (Avila Campos, Velasquez-
Melendez #, 2002). Nos estudos de Boutaga et al.” (2005) foi detectado a presenca
89,2% das amostras doentes positivas para o T. forsythia corroborando com os
achados do presente estudo.

Pode se observar que os valores de sensibilidade e especificidade estavam
semelhantes no grupo sadio baseline. Isto se deve ao fato do PCR convencional
ter detectado 2 amostras positivas sendo negativas para o PCR em tempo real
Relatos da literatura sugerem (Lau et al.'®, 2004) algum tipo de contaminacio
durante a reacdo. Entretanto este fato foi descartado ao se repetir o experimento
para este grupo e bactéria, observando-se pobre concordancia entre as técnicas.
Em relacdo aos demais grupos, observou-se baixo valor de especificidade, que
pode estar relacionado com o limiar de deteccdo do PCR convencional e devido a
alta porcentagem de deteccdo do PCR em tempo real em limiares inferiores aos
detectaveis pelo PCR convencional gerados nestes resultados.

Quando o score foi considerado 2 os resultados obtidos com 0 PCR em
tempo real corroboraram com os trabalhos de Mineoka et al.* (2008) ao detectar
T. forsythia em 63,8% das amostras do grupo doente e 10% no grupo sadio
através da técnica do PCR em tempo real.

Assim no grupo sadio no baseline a sensibilidade diminui muito devido ao

fato do PCR convencional ter detectado 5 amostras que o PCR em tempo real ndo
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detectou, interpretando como uma maior chance do PCR convencional levar a um
resultado falso positivo. Uma das possiveis explicagdes pode ser em relacdo aos
primers utilizados, os quais detectam também um recente filotipo desta espécie
bacteriana reportado na literatura (BU063) o qual esta relacionado com o estado
de saude gengival e tem a possibilidade de um mecanismo antagonista do
T forsythia.(Leys et al.'®, 2002). Em relacdo aos demais grupos a sensibilidade
manteve-se alta enquanto que a especificidade aumentou (64-100%), indicando
que a maior parte dos micro-organismos detectados através do PCR em tempo real
estavam em baixas quantidade. Entretanto quando se aumentou o score estes
passaram a ndo ser detectadas pelo PCR em tempo real levando a melhor
concordancia entre as técnicas (k=036-0,56).

Estudos anteriores comparando a técnica de cultura bacteriana e PCR em
tempo real mostraram pobre concordancia entre as técnicas e alta sensibilidade do
PCR na deteccdo do T. forsythia devido ao fato de ser um micro-organismo de
dificil cultivo que pode gerar rea¢des cruzadas com outros micro-organismos e
possui altas exigéncias para seu crecimento (Lau et al'®, 2004, Jervoe-Storm et
al.**, 2005, Boutaga et al.>, 2006).

Os estudos de Jervoe-Storm et al.** (2005) concluiram que o PCR em
tempo real mostrou ser um método sensivel e especifico na identificacdo de

periodontopatdgenos quando comparados aos métodos de cultura bacteriana.

P. endodontalis

Sao poucos os relatos na literatura sobre a presenca deste patdgeno na
doenca periodontal, com isso aqui estdo relatados os trabalhos encontrados.

A deteccdo através do PCR convencional estd de acordo com os achados
de Kumar et al.'” (2003) e Tran et al.** (1997) o qual detectaram a presenca de
66% de P. endodontalis em amostras do grupo doente e 18% em amostras do
grupo sadio.

Para 0 PCR em tempo real considerando o score 1 a detec¢do no grupo
doente foi de 83,2% para 42% e no grupo sadio de 43,3% para 16%. Estes

achados estdo de acordo com os estudo de Dahlen,Leonhardt et al.*® (2006) que
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através do checkerboard encontraram alta prevaléncia deste micro-organismo
quando comparados aos sitios sadios.

Em relacdo a sensiblidade em ambos os scores obteve-se um bom
resultado, devido ao fato de todas as amostras positivas para 0 PCR convencional
terem sido para 0 PCR em tempo real. Em relacdo a especificidade quando se
considerou o score 1, os resultados foram baixos devido ao fato de muitas
amostras positivas para o PCR em tempo real ndo serem detectadas pelo PCR
convencional gerando pobre concordancia entre ambas as técnicas (k=025-0,35).

Quando o score passou a 2 a correlacdo entre ambas as técnicas melhorou
e 0 PCR em tempo real passou a detectar apenas 66,6% no baseline e 26,6% ap0s
a terapia periodontal para o grupo doente e nos sadios baseline houve a deteccéo
de 13,33%. No periodo de 60 dias nenhum micro-organismo foi detectado e estes
valores estdo de acordo com os achados de Kumar et al.'” (2003) ja citado
anteriormente.

Com isso a especificidade em ambos 0s grupos aumentaram
significantemente, concluindo que varios micro-organismos estavam presentes em
baixas concentracdes nao detectaveis pelo PCR convencional. Assim a partir do
score 2 as técnicas passaram a ter uma Otima concordancia (k=0,51-0,84),
mostrando que as mesmas geraram resultados semelhantes.

No presente estudo pode-se concluir, que 0 método de PCR em tempo real
mostrou ser uma técnica mais sensivel e especifica na deteccdo de micro-
organimos quando comparados ao PCR convencional.

Quando considerado o score 1 observou-se pobre concordancia entre as
técnicas. Este fato pode ser explicado devido o PCR em tempo real conseguir
detectar baixas quantidade de DNA (em torno de 10 bactérias) enquanto que o
PCR convencional detecta a partir de 10% bactérias.

Quando utilizou-se 0 score 2 obteve-se boa concordancia entre ambas,
mesmo assim 0 PCR em tempo real mostrou melhores resultados, conseguindo
detectar micro-organismo ndo sensiveis ao PCR convencional, devido ao fato

também de necessitar de maiores otimizagdes para realizacdo das reacdes.
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Assim dentro dos limites do presente estudo o PCR em tempo real mostrou
ser uma técnica eficiente na deteccdo e quantificacdo de periodontopatégenos,
podendo com isso levar a uma melhor interpretacdo dos resultados atraves da
quantificacdo exata de micro-organismos que geram a doenca periodontal, pois
apenas a presenca do micro-organismo ndo significa que o sitio possa ser
considerado doente.

Porém novos estudos devem ser realizados a longo prazo, para uma melhor

validagao da comparagéo entre ambas as técnica.
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Capitulo 3: Deteccédo de Porphyromonas endodontalis,
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia em
amostras de fluido gengival. Analise clinica e

microbioldgica.
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Resumo: Detec¢do de Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e
Tannerella forsythia em amostras de placa subgengival. Andlise clinica e

microbiologica.

Aproximadamente 700 espécies de micro-organismos foram descritos e estdo
presentes na cavidade bucal. Algumas das espécies, relacionadas a doenca
periodontal incluem Porphyromonas gingivalis (Pg), Tanerella forsythia (Tf),
enquanto outras espécies como o Porhyromonas endodontalis (Pe), estaria menos
relacionado a essa patologia. O objetivo do presente estudo foi realizar anélise
clinica e microbiol6gica através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e do
PCR em tempo real na identificacdo de P. endodontalis, P. gingivalis e T.
forsythia em sitios doentes e sadios de pacientes com doenca periodontal crénica
generalizada antes e ap0s a terapia periodontal basica. Foram selecionados 20
pacientes sistemicamente saudaveis, com doenca periodontal. Ap0s 0 exame
clinico periodontal completo, 30 amostras de sitios doentes ndo adjacentes (PS > 5
e 7 mm com sangramento a sondagem) e 30 amostras de sitios sadios nao
adjacentes (PS < 3 mm e auséncia de sangramento a sondagem) foram coletados
antes e 60 dias apo0s a terapia periodontal basica de raspagem, alisamento radicular
e instrucdo de higiene oral. PCR convencional, PCR em tempo real e primers
especificos para cada técnica foram utilizados para analise microbioldgica. Os
resultados demonstraram que em ambas as técnicas utilizadas, o P. endodontalis,
P. gingivalis e T. forsythia foram detectados em maiores propor¢des nos sitios
doentes quando comparados aos sitios sadios. Apds a terapia periodontal bésica
houve reducdo significativa das bactérias analisadas. Dessa forma, sugere-se que
a presenca do P. endodontalis pode influenciar na progressdo da doenca
periodontal, e possui uma correlacdo positiva com as demais bactérias. O
tratamento periodontal basico mostrou-se eficiente para a reducdo deste patdgeno,
e ambas as técnicas de biologia molecular mostraram-se eficazes na deteccao dos
periodontopatogenos.

Palavras-chave: Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis,

Tannerela. forsythia, Reacdo em Cadeia da Polimerase.
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Abstract
Detection of Porphyromonas endodontalis Porphyromonas gingivalis and
Tannerella forsythia in subgingival plague sample. A clinical and microbiology

study.

Objectives: It has been reported the presence of more than 700 species in
periodontal disease, including Porphyromonas gingivalis, Tanerella forsythia and
others, such as the Porphyromonas endodontalis, that is correlated with
periodontitis. The purpose of the present investigation was to make a clinical and
microbiological analysis to indentify and to quantify P. endodontalis, P. gingivalis
and T. forsythia in subgingival plaque sample from patients presenting chronic
periodontitis. Methods: Twenty systemically healthy patients with generalized
chronic periodontitis were selected for the study. The patients were submitted to a
clinical evaluation consisting primarily of probing depth (PD) and presence or not
of bleeding on probing (BOP). The samples for microbiological analysis were
collected before and 60 days after a basic periodontal therapy (scaling, root
planning and oral hygiene instructions). Samples from 60 sites were collected,
consisting of: 30 contaminated nonadjacent samples (PD between 5-7 mm and
positive BOP) and 30 healthy nonadjacent samples (PD < 3 mm and negative
BOP). Microbiological analysis was performed by conventional PCR (BioRad ®)
and the Sybr Green Kit system (Invitrogen ®) by real-time PCR (Step One, Aplied
Byossistems ®), considering the use of specific primers for the different techniques
and bacteria. Statistical analysis was performed using the software GrapPad
Prism5 . Results: Non-healthy sites showed significantly higher P. endodontalis
detection compared to healthy sites for both conventional PCR and real-time PCR.
Similar result was obtained for P. gingivalis and T. forsythia. Basic periodontal
therapy treatment significantly decreased all the bacteria detection in both groups.
Conclusions: The presence of P. endodontalis may influence the progression of
periodontal disease, and presents a positive correlation to others opportunistic

pathogens described in the literature. The molecular biological techniques used



80

were effective to detect the pathogens, demonstrating that the basic periodontal
treatment efficiently reduced them.
Keywords: Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis, Tannerela.

forsythia, Polymerase chain reaction.
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Introducéo

A periodontite € uma doenga infecciosa que possui como principal fator
etioldgico um complexo biofilme bacteriano que coloniza a regido sulcular entre a
superficie do dente e a gengiva marginal e levam a destruicdo dos tecidos de
suporte, como tecido conjuntivo e 0sso alveolar até a perda do dente (Mineoka® et
al., 2008).

Um importante passo para compreender a patogénese desta e qualquer
outra doenca infecciosa causada por uma microbiota variada é obter descrigdes
detalhadas das diversas espécies envolvidas, desde as mais prevalentes até as
espécies menos abundantes (Rocas, Siqueira®, 2009; Huse et al.*®, 2008).

Com isso o diagndstico microbiologico baseado em cultura bacteriana ou
técnicas de biologia molecular, como por exemplo, a Reacdo em cadeia da
polimerase tornam-se ferramentas de grande valia no estudo e na compreensao
dos micro-organismos envolvidos na patogénese da doenca periodontal (Rocas,
Siqueira®, 2009; Siqueira, Rocas®®, 2009). Utilizando-se estes métodos, foi
possivel detectar aproximadamente 700 espécies bacterianas presentes no biofilme
dental subgengival, sendo que parte destes micro-organismos estdo na forma
comensal na cavidade bucal, com potencial de transformar-se em oportunistas
patogénicos. (Aas et al.!, 2005; Holt, Ebersole’®, 2005; Paster et al.**, 2001;
Persson et al.*, 2008)

Os principais periodontopatdgenos sdo 0s micro-organismos Gram-
negativos anaerébios restritos e facultativos (Jarvensivu et al.”°, 2004) sendo o
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tanerella forsythia, as
principais espécies bacterianas associadas a doenca periodontal, possuindo
importante papel na patogénese da mesma (Holt, Ebersole™®, 2005; Mineoka et
al.**, 2008; Siqueira, Rocas®, 2009). Entretanto nio apenas uma espécie
bacteriana ou grupo de patdgenos tem sido identificados como fatores etioldgicos
da doenca periodontal, mas também interaces entre 0S micro-organismos e o
hospedeiro (Kumar et al.?°, 2003).
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Alguns estudos tem demonstrado a presenca de novas espécies associados
as doencas periodontais, (Paster et al.**, 2001) e estes micro-organismos ainda
necessitam ser melhor estudados a fim de se verificar a sua relacdo com essa
patologia (Kumar et al.?®, 2003; Paster et al.**, 2001). Dentre esses patgenos,
merece destaque o Porphyromonas endondontalis, inicialmente encontrado em
infeccBes originarias da polpa, mas também isolado de bolsas periodontais e
outros sitios da cavidade bucal. Assim permanece uma lacuna para determinar sua
prevaléncia e papel na doenca periodontal (Kozarov et al.?, 2006, Dahlén,
Leonhardt®, 2006).

O P. endondontalis € um micro-organismo Gram-negativo anaerébio
restrito, porém seu mecanismo de patogenicidade ndo ¢ muito bem reconhecido.
Estudos de Dahlén, Leonhardt® (2006) sugerem que P. endodontalis, Prevotella
tannerae e Filifactor alocis poderiam estar significantemente associadas com a
doenca periodontal por encontrarem-se em maiores concentracbes em sitios
doentes quando comparados a sitios sadios. Adicionado a isso, concluiram que
essas trés bactérias poderiam associar-se as bactérias rotineiramente
diagnosticadas em pacientes com doenca periodontal crbnica, ja descritas na
literatura.

Assim o avango nos métodos diagndstico e desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular, que possuem maior sensibilidade quando comparados a
técnica de cultura bacteriana, permitem um melhor entendimento sobre o papel
desses novos micro-organismos na patogénese da doenca periodontal. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a presenca dos patégenos P. gingivalis, T. forsythia
e P. endodontalis e sua correlacdo com o estado de salde e doenca periodontal,

em amostras de biofilme subgengival.

Material e Métodos

O calculo da amostra foi baseado nos dados publicados em estudos prévios
que utilizaram técnica de PCR em tempo real para a deteccdo de patdgenos(Jervoe
et al.?, 2007; Verner et al.**, 2006). Foi considerado o poder do teste de 90%
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nivel de significancia de 5% e a diferenca a ser detectada de 1,5mm e como
parametro, a profundidade de sondagem. A diferenca padronizada do poder de
estudo em 0,95 (1-p=0,95) e um intervalo de confianga 0=0,05 determinou uma
amostra de pelo menos 17 pacientes para receber o tratamento. Para o presente
estudo foram selecionados 20 pacientes considerando as possiveis perdas que
poderiam ocorrer.

Para este estudo, 20 pacientes que procuraram a Clinica de Periodontia do
curso de pos-graduacdo em Odontologia do Departamento de Diagnostico e
Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP foram
selecionados, sendo 8 homens e 12 mulheres, com idade entre 35 e 55 anos que
apresentavam doenca periodontal crénica moderada ou severa generalizada
segundo os critérios estabelecidos pela Academia Americana de Periodontia
(Armitage®, 1996) Os critérios de inclusdo foram: 1) presenca no minimo de 20
dentes; 2) minimo de 3 sitios ndo adjacentes com sangramento a sondagem (SS),
perda de inser¢do > 3mm e Profundidade de Sondagem (PS) > 5Smm e 3 sitios
sadios com auséncia de SS e PS < 3mm. Os critérios de exclusdo foram: 1)
tratamento periodontal nos ultimos 12 meses; 2) doenca sistémica com
interferéncia no processo saude-doenca periodontal; 3) uso de antibidtico nos
altimos seis meses; 4) uso de anti-inflamatérios e antissépticos bucais nos ultimos
trés meses; 5) gestagdo, amamentacdo ou uso de contraceptivos hormonais; 6)
fumantes. Todos os individuos foram instruidos sobre o tratamento e assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 2) aprovado para este
estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP (protocolo n® 26/08 - Anexo 1).

Calibracao do Examinador

Para calibrar o examinador do estudo, 180 sitios apresentando
profundidade de sondagem > 5mm foram selecionados aleatoriamente em 10
pacientes (18 sitios por paciente em dentes multi e uni-radiculares). O examinador
mensurou a profundidade da bolsa periodontal em 2 ocasides, em um intervalo de

7 dias. O dados foram submetidos a analise de concordancia Kappa e obteve o
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valor de 0,915 com um intervalo de 95% de confianga. Portanto ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre 0s exames e por isso 0 examinador

foi considerado calibrado e cego para o grupo de estudo.

Delineamento clinico do estudo
Cronograma de Execucéo da Metodologia

O cronograma de execucdo da metodologia do presente estudo esta

ilustrado no Quadro 1.

Sele¢iio
E.C.IL
+
Moldagem E.C. C.M. E.C. C.M.
ILH.O. l ILH.O.
v l. Semanalmente | v Tratamento l Semanalmente | v
| N |
-45 -0 -2 0 15 75 82
127 dias

Quadro 1: Cronograma de estudo Legenda: E.C.l.: Exame Clinico Inicial;
I.LH.O.: Instrucdo de Higiene Oral; E.C.: Exame Clinico; C.M.: Coleta

Microbioldgica.

Foram selecionados por paciente, dois sitios ndo adjacentes com PS >
Smm e positivos para o SS e perda de inser¢do > 3mm e dois sitios sadios ndo
adjacentes com auséncia de perda de inser¢do ¢ SS, PS < 3mm. Os dentes

selecionados ndo apresentavam qualquer disfuncdo em relacdo a oclusdo, e nao
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utilizavam préteses. No total foram selecionados 60 sitios sendo 30 sadios e 30
doentes.

Moldagens das arcadas dentais em alginato foram realizadas para a
confeccdo de guias utilizando placas de poliacrileno de 1,0 mm de espessura com
objetivo de padronizar o posicionamento da sonda periodontal milimetrada
durante a realizagdo dos exames clinicos bem como no auxilio para a coleta do
fluido crevicular. Um examinador cego e calibrado realizou todos os parametros
clinicos. Outro operador diferente do examinador previamente treinado e
calibrado realizou o tratamento periodontal basico seguido de Instrugcdo de
Higiene Oral.

Procedimentos iniciais

Trinta dias antecedentes ao inicio do tratamento periodontal, os pacientes
receberam instrucdo de higiene oral semanalmente para utilizacdo de escova
dental pela técnica de Bass, fio dental e outros meios complementares (escova
interdental, escova de lingua) de acordo com as necessidades individuais de cada

um. Apos 30 dias de instrucdo de higiene oral, foi realizado o exame periodontal.

Exame clinico

Os pacientes foram submetidos ao exame periodontal completo, dez dias
antes do baseline. Este foi realizado por um U(nico examinador treinado,
previamente calibrado e cego para 0 momento do estudo (Kappa ponderado =
0,91). O exame clinico foi realizado com o uso de sonda periodontal milimetrado
tipo Willians®.

Os parametros clinicos avaliados foram: indice de Placa visivel
(IP)(Ainamo?, 1975) e indice de Sangramento Marginal (ISM) (Ainamo?, 1975),
os quais foram realizados em 4 pontos por dentes, Profundidade de Sondagem
(PS), Nivel de Insercdo Clinica (NIC) e Sangramento a Sondagem
(SS)(Muhlemann®, 1971), o qual foi determinado pela presenca (+) ou auséncia

(-) de sangramento observado durante 30 segundos, ap0s a primeira insercao da
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sonda periodontal na bolsa. Os indices de PS, NIC e SS foram realizados em seis
pontos diferentes por dente.
Coleta do fluido crevicular

As coletas foram realizadas sete dias apds o exame clinico inicial e 60 dias
ap6s o término do tratamento periodontal bésico. O biofilme bacteriano
supragengival foi removido com o auxilio de gaze estéril, lavado e a area isolada
com rolo de algoddo. Dois cones de papel (n° 30) estéril foram introduzidos no
sulco ou bolsa gengival até a por¢do mais apical e aguardou-se 30 segundos. Os
cones foram inseridos em tubos tipo eppendorf estéril contendo 500 uL de tampéo
TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congelados & -20°C até a
extracdo do DNA para analise microbiolégica por PCR em tempo real e PCR

semi quantitativo.

Tratamento Periodontal Basico

Uma semana ap0s o término da coleta microbioldgica, os pacientes foram
submetidos ao tratamento periodontal ndo-cirdrgico, instrucdo de higiene oral,
raspagem e alisamento supragengival e subgengival em um periodo de quinze
dias, sendo dois quadrantes por semana, sob anestesia local e instrumentacéo
manual (Curetas Gracey, McCall, Limas Hirschifield) com duracdo de 45 a 60
minutos por quadrante. O polimento foi executado imediatamente ap6s a RAR
com taca de borracha e pasta profilatica de granulacao fina na regido raspada em
cada sessdo. O tratamento foi realizado pelo profissional especialista em
Periodontia diferente do examinador e cego para o grupo de estudo. Apos o
término da RAR foi realizado o controle do biofilme supragengival (fase de
manutencdo) e instrucdo de higiene oral semanalmente durante 60 dias, até que se

realizasse a segunda coleta do fluido crevicular e exame periodontal.
Analise Microbioldgica

As espécies bacterianas padrdes utilizadas Porphyromonas gingivalis
(ATCC 33277), Tanerella forsythia (ATCC-43037) e Porphyromonas
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endodontalis (E203), foram cultivadas em camara de anaerobiose a 37°C com
80% N,, 10% CO,, 10% H, , para posterior confec¢do da curva padrdo pela
técnica de PCR em tempo real. O cultivo foi feito em placas contendo Tryptic soy
broth (TSB) suplementado (0,0001% extrato de levedura, 0,001% hemina

menadiona, &gar e sangue) %

. Apo6s o crescimento bacteriano, cada micro-
organismo foi transferido para tubos com 5ml TSB caldo e foram incubados
novamente por um tempo que variava de acordo com as exigéncias fisiologicas de
cada micro-organismo para seu crescimento até a fase exponencial. Apdés o
crescimento e contagem de UFC/mL, os micro-organismos foram coletados,
lavados, centrifugados e congelados a -20°C para posterior extracdo de DNA.
Extracdo de DNA

Foram retirados 100 microlitros (uL) de cada amostra bacteriana e a lise
da célula foi extraida com a adicdo de 100 uL de Fenol:Cloroférmio:Alcool
isoamilico (25:24:1). O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e o
DNA foi precipitado a -20°C por 20 minutos acrescido da adicdo de 0,25 do
volume de NaCl 5M e 2,5 do volume total de DNA de etanol absoluto gelado.
Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm.
O sobrenadante foi retirado e o DNA foi lavado com etanol 70%. Apos
evaporacdo total do etanol o precipitado foi ressuspendido em 50 uL de TE. A
concentracdo de DNA foi determinada com espectrofotbmetro de luz UV
(Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) a 260 nm, e a relacdo entre as
absorbancias a 260/280 nm foi analisada. Como pardmetro de qualidade, foi
considerada como adequada entre 1,8-2,0. Posteriormente foi realizada a leitura da

concentracdo de cada micro-organismo.

Reacdo da polimerase em cadeia do tipo semi quantitativo — PCR

Os pares de oligonucleotideos (5’ — 3°), ou seja, os primers especificos
para cada bactéria foram sintetizados pela Life Technologies do Brasil Ltda., Sdo
Paulo — SP (Invitrogen Tech-Line®™). As sequéncias utilizadas para as bactérias

estdo descritas na Tabela 1.
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Inicialmente a presenca de DNA nas amostras obtidas dos pacientes foram
confirmadas através de reacdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada em
termociclador convencional (MyCycler™thermal cycler - BioRad) utilizando
oligonucleotideos inespecificos (Wilson*® et al., 1990).

PC3mod =5 GGACTAHAGGGTATCTAAT 3’

POmod=5" AGAGTTTGATCMTGG 3’

A reacdo de PCR foi realizada em volume final de 25uL, contendo 1mM
de cada oligonucleotideo da bactéria especifica (Invitrogen Tech-Line>™), 100 uM
de dNTPs (Invitrogen Tech-Line®™) 1 a 25mM de Mg* e, de 1 a 2 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen Tech-Line®™). Os tubos com as amostras foram
submetidas ao Vortex por 10 segundos para homogeneizacdo da solucéo e, em
seguida, foi obtida uma aliquota de 2uL. Todas as reaces foram realizadas na
presenca de controle positivo, contendo DNA genémico especifico da bactéria em
analise, e controle negativo, sem DNA molde (Tabela 2). O produto de PCR foi
observado em eletroforese em gel de agarose a 1,5% contendo brometo de
etidio(0,5ug/ml) (Invitrogen Tech-Line®"), a uma corrente continua de 100V por
90 minutos. A digitalizacdo das imagens foram realizadas com o auxilio de um
transluminador de luz ultravioleta e a seguir foi obtida imagem digitalizada do gel
para documentacdo e posterior andlise da presenca ou auséncia dos micro-

organismos estudados. (Image Quant 100 — GE Healthcare).
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Tabela 1. Oligonucleotideos para identificagdo de bactérias por PCR
convencional
Bactéria Oligonucleotideos Fragmento  Referéncias
esperado
P.gingivalis 5 AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3’ 593 pb Ashimoto et
4
5 GGG TTG CTC CTT CAT CACAC 3 al.* (1996)
T. forsythia 5" GCG TAT GTAACC TGCCCGCA 3 641 pb Ashimoto et
4
5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 3 al.”, (1996)
P. endodontalis 5 GCT GCA GCT CAACTGTAGTC 3 672 pb Tran, et al. *,
(1997)

5 CCG CTT CAT GTCACCATGTC 3

Tabela 2. Condig0es de termociclagem e otimizagéo de cada par de primer

. - N Concentracdo  Unidades
Primer Condicao da reacao de Mg?* de Taq
Primer 95°C, 5min (1 ciclo); 96 °C, 30 seg, 45 -
. e , 5 ) ,5mM 1U
inespecifico C, 30seq, 72 "C, 30seg (30 ciclos)
Porphyromonas  95°C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 60
LT o ) o _ : 2,5mM 1U
gingivalis C, 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos)
Tannerella 0 ; i 1A QF ©
forsythia 950C, 2m_|n. (1 ((:)IClO), 95 C, 3Q seg, 60 1,5mM 1,25U
C, Imin., 72°C, 1min. (36 ciclos)
Porphyromonas  g5°C, 2min. (1 ciclo); 94 °C, 30 seg, 60
. : ' : ’ : 1,5mM 1,25U
endodontalis °C, 1min., 72°C, 2min. (36 ciclos)
Reacbes do PCR em tempo real (QPCR)
Os primers especificos para cada micro-organismo foram baseadas em estudos

prévios e sintetizados pela Applied Biosystems® (Tabela 3).
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Tabela 3: Primers especificos para deteccdo das espécies através do PCR em

tempo real
Bactéria Oligonucleotideos Fragmento Temp(;aeratu ' Referéncias
esperado o
Dissociacao

P.gingivalis 5 ACCTTACCC GGG ATT GAAATG 3 83 pb 77,09°C Kuboniwa
5" CAA CCA TGC AGC ACC TAC ATA GAA 3’ etal.”,
(2004)

T. forsythia 5" AGC GAT GGT AGC AAT ACCTGT C 3’ 88 pb 82,32°C Kuboniwa
5 TTC GCC GGG TTATCC CTC 3’ etal. ?,
(2004)

P.endodontalis 5~ GCT GCAGCT CAACTG TAG TCT TG -3 110 pb 80,24°C Martin et
al.*?,

5°-TCA GTG TCA GAC GGA GCC TAG TAC-3’ (2002)

A utilizacdo do SYBR Green exige a obtencdo de produtos especificos de
PCR e em funcdo disso a eficacia das reacGes para os primers foi otimizada
anteriormente ao inicio das reacdes propriamente ditas.

As reacOes do PCR quantitativo foram realizadas utilizando o aparelho
Step One™ Real Time PCR System (Apllied Biosystems®). Todas as reacdes
foram realizadas em duplicatas em volume total de 10uL contendo 5ulL Sybr
Green ER gPCR SuperMix Universal (Invitrogen Tech-Line®"), 0,1uM de cada
par de oligonucleotideo (Apllied Biosystems®) e 1 uL de DNA. O volume foi
ajustado com H,0O estéril livre de DNAse e RNAse. A termociclagem utilizada foi
de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Apo6s a reacdo de PCR foi feita a curva de dissociacdo (curva de melting) com
temperatura entre 60°C e 95°C para determinar a especificidade da reagdo de PCR.
Todas as reacdes foram feitas em placas MicroAmp optical 48-well e adesivos
Opticos (Applied Biosystems). Os dados foram analisados utilizando o programa
Step One™ (Apllied Biosystems®).

Para realizacdo da curva padrdo primeiramente foi utilizado o DNA
extraido a partir da bactéria pura, onde foi feita a leitura em espectrofotémetro de
luz UV (Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) por meio da avaliacdo das
absorbancias a 260 nm e da relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm. Obteve-
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se uma concentracdo inicial entre 0,5 - 0,6 ug/uL de cada DNA bacteriano, em
seguida realizou-se 8 dilui¢bes seriadas e ap6s otimizacdo foram selecionadas
apenas 4 diluicdes por placa (10*- 10) para confeccéo da curva padrao.

A curva padrdo (a qual possuia concentracdo conhecida) foi utilizada para
converter os score de Ct (Cycle Treshold) obtidos com as amostras de fluido em
nameros exatos de concentragdo de DNA.

Analise dos Resultados

Para comparacdo entre as técnicas de PCR convencional (método
qualitativo) com o PCR em tempo real, houve a necessidade de realizacdo de um
score para ambas as técnicas para uma melhor correlacdo entre ambas, pois apenas
a dicotomizacdo ndo seria possivel devido a técnica do PCR em tempo real
possuir 3 score. Para isso 0s resultados obtidos com o PCR em tempo real de
acordo com a quantificacdo das amostras em comparacdo com os Ct (cycle
treshold) da curva padrdo foram divididos em: concentracdo <10° (score 1-
amostras mais diluidas), concentracdo >10° (score 2 - amostras com maior
concentracdo de DNA) e auséncia de amplificacao (score 0).

Para a técnica PCR semi quantitativo, foi realizado dois scores:
presente (score 1) e ausente (score 0), sendo possivel correlacionar as duas

técnicas.

Analise Estatitica

Os dados experimentais foram submetidos a analise estatistica utilizando o
softwares GraphPad. Andlises inter e intra grupos foram realizadas nos diferentes
periodos.

As varidveis de boca toda dos individuos (ldade, PS, NI, SM, SS, IPV)
foram analisadas através do teste t-pareado. As variaveis quantitativas dos sitios
coletados (PS e NI) foram submetidas ao teste de normalidade (teste de aderéncia
de Lilliefor’s). Os dados de PS e NI apresentaram distribuicdo ndo normal dos
dados e foram analisados aplicando-se o teste de Wilcoxon para comparacgoes

entre grupos e entre periodos. Para as variaveis categoricas (IP, IG e SS e
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prevaléncia de bactérias), os dados foram submetidos ao teste de Cochran.
Quando os resultados foram estatisticamente significantes, as amostras foram
comparadas utilizando o teste exato de McNemar. Foi adotado o nivel de
significancia de 5%. Para a prevaléncia de bactérias através de ambas as técnicas
comparando o mesmo grupo em diferentes periodos foi utilizado o teste de

Wilcoxon, por ser um indice de score e ndo dicotdmico.

Resultados

As caracteristicas da amostra como género, idade e nimero de dentes estdo
demonstrados na Tabela 4. Como pode ser observado a média de idade do grupo
de estudo foi de 46 + 7,49 sendo 8 homens (40%) e 12 mulheres (60%). A média
do ndmero de dentes foi de 23,55 + 2,95, ndo sendo observado diferenca
estatisticamente significante da idade e nimero de dentes da amostra em estudo.

Para descartar a possibilidade de infeccdo endododntica, foi realizado
exame radiografico de todos os sitios coletados para analisar a presenca ou
auséncia de lesdo, sendo que nenhuma alteracdo endoddntica foi detectada nos

sitios de coleta.

Tabela 4 — Média no Baseline e desvio padrao (+DP): idade , nUmero de dentes e

género
Idade (anos) Dentes
Género - — - —
Extensdo Meédia (DP) Extensdo Média (DP)
Homem (8 / 40%) 35-54 42,50 (8,14) 20-28 24,00 (2,73)
Mulher (12 /60%) 36-56 48,33 (6,31) 18 - 28 23,25 (3,17)

Total (20/100%)  35-56 46,00 (7,49) 18-28  2355(2,95)
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Durante todo o tratamento periodontal os pacientes foram orientados a néo
utilizarem qualquer tipo de medicagdo como antibidticos ou anti-inflamatérios

gue pudessem vir a intervir na resposta ao tratamento.

Os graficos 1, 2 e 3 representam as caracteristicas clinicas da boca toda
dos pacientes do presente estudo. O grafico 1 representa a média das
caracteristicas clinicas de indice de Placa Visivel (IPV), Sangramento Marginal
(SM) e Sangramento a Sondagem (SS). Pode-se observar que houve reducéo
significativa (p<0.001) de todos os parametros clinicos analisados quando

comparados baseline e 60 dias apds o tratamento.

*** p<0.001

Gréfico 1 — Média (%) do indice de placa (IP), sangramento marginal (SM) e
sangramento a sondagem (SS)

Os graficos 2 e 3 representam a média da PS e NI, divididas em 3 scores
PS (1-3mm; 4-5mm e >6mm) e NI (1-2mm; 3-4mm e >5mm). Conforme ilustra a
figura no baseline, a PS apresentou 86% dos sitios com 1-3mm e 13,5% de 4-7
mm e o NI de 1-2mm (60%); 3-4mm (28,50%) e a >5mm (11,54%). Apds o
tratamento, houve reducdo significativa da PS (p<0.001, p<0.01) e ganho de
insercdo estatisticamente significativo (p<0.001).
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Grafico 2 - Dados agrupados (% de sitios) da profundidade de sondagem média
em mm dos sitios, de acordo com o periodo. O eixo y foi
fragmentado para facilitar a visualizacdo dos dados
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Gréfico 3 - Dados agrupados (% de sitios) do nivel de insercdo médio dos sitios,
de acordo com o periodo. O eixo y foi fragmentado para facilitar a
visualizacao dos dados

A Figura 1 representa esquematicamente os sitios coletados para analise
microbioldgica, sendo doentes (n=30) e sadios (n=30), antes e apds tratamento
periodontal. Observou-se no baseline, que 100% do sitios doentes apresentavam
sangramento a sondagem (SS) antes do tratamento periodontal. Entretanto, apos o

tratamento houve reducéo (13.33%) estatisticamente significante (p<0.0001).
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Grupo Sangramento a Sondagem (%) Periodo
Doente eecececccccccccccco00000000000000 100* Baseline
(n=30) 0000880000800 0000000000000000 13.33 60-dias
Sadio 000000000000000000000000000000 0 Baseline
(n=30) ©00000000000000000000000000000 0 60-dias

*p<0.0001, Teste de McNemar

Figura 1 — Sangramento a sondagem nos sitios coletados, de acordo com o grupo
e o periodo de estudo

Os demais parametros clinicos estdo representados na Tabela 5. Pode-se
observar que no baseline a PS (5,33 = 0,54mm) e NI (5,4 £ 0,62mm),
apresentaram reducdo estatisticamente significante (p<0.0001) apos terapia
periodontal no grupo doente, respectivamente 3,63 + 0,76 mm e 3,83 + 0,95 mm
para PS e NI. No grupo sadio observou-se que a PS (1,6 £ 0,56mm) e NI (1,63 £

0,56) ndo apresentaram reducéo significante (p=0.035) no periodo de 60 dias.

Tabela 5- Profundidade de Sondagem e Nivel de Insercdo no Baseline e 60 dias

apos a terapia periodontal (média + desvio padrao-DP)

Profundidade de Sondagem (PS) Nivel de Insergdo (NI)
Baseline 60dias Baseline 60dias
Doentes 5,33 +0,55* 3,63 +0,76 5,40 +0,62* 3,83 +0,95
Sadios 1,6 +0,56** 1,33 + 0,66 1,63 + 0,56** 1,36 + 0,61

*p<0.0001, **p=0,35 (Teste de Wilcoxon comparando 0 mesmo grupo nos dois periodos)

A diferenga da distribuicdo de P. gingivalis, T. forsythia e P. endodontalis
por PCR convencional estdo no Gréafico 4 e 5. Pode-se observar que entre 0s
micro-organismos no grupo de sitios doente (Grafico 4) ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p>0.05) entre eles: P. gingivalis (46,6%), T.
forsythia (53,3%) e P. endodontalis (56,6%).
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Observou-se ainda (Gréafico 4) reducéo estatisticamente significante de P.
gingivalis (p<0.01), P. endodontalis (p<0.01) e T. forsythia (p<0.001) para 10%,
20% e 3.3% respectivamente apds o periodo de 60 dias. No grupo sadio (Grafico
5), T. forsythia (20%), foi o micro-organismo mais frequente, enquanto que P.
gingivalis (6,7%) e P. endodontalis (10%) foram menos detectados por PCR.
Apos o tratamento periodontal, observou-se reducdo total da presenca dos micro-
organismos em analise. A presenca dos micro-organismos analisados diferiram
estatisticamente entre 0s grupos doente e sadio, e no mesmo grupo do baseline

para o 60 dias.

Baseline 60dias
P. gingivalis 46,6% ** 10%
P. endodontalis  56,6% ** 20%
T. forsythia 53,3% *** 3,3%

*p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001 (Teste de Wilcoxon, comparando os resultados obtidos nos
diferentes periodos de observacdo, para cada uma das bactérias estudadas)

Gréfico 4: Deteccdo das bactérias (%) nos diferentes periodos para 0 grupo
doente por PCR convencional.

27 -

*
204
Baseline 60dias
5 147 .
P. gingivalis 6,6%* 0
* *
7 P. endodontalis  10% * 0
T. forsythia 20% * 0
0
PG PE TF

[ Baseline 3 &0 Dias

*p<0.05, **p<0.01; ***p<0.001 (Teste de Wilcoxon, comparando os resultados obtidos nos
diferentes periodos de observacdo, para cada uma das bactérias estudadas)
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Gréfico 5: Deteccdo das bactérias (%) nos diferentes periodos para o grupo sadio
por PCR convencional

Deteccao dos micro-organismos através do PCR em tempo real (QPCR)

Os micro-organismos analisados foram detectados em concentragdes
estatisticamente significantes no grupo doente quando comparados ao grupo
sadio. Para o grupo doente houve reducdo significante das bactérias em analise,
mas essas continuaram a serem detectadas apos o tratamento periodontal.

O Gréfico 6 ilustra o grupo de sitios com doenca periodontal. Pode-se
observar um aumento de P. gingivalis de 33,3% para 73,3% (score 1) e reducédo
estatisticamente significante de 63,3% para 20% (score 2). Para o T. forsythia
houve aumento de 30% para 50% (score 1) e uma reducdo de 60% para 16,6%
(score 2). Para o P. endodontalis ndo houve reducao do score 1 enquanto que para
0 score 2 a reducdo foi de 66,6% para 26,6% do baseline para o periodo de 60
dias.

No grupo sadio (Grafico 7) os micro-organismos ndo foram detectados no
score 2 apés o tratamento. Entretanto no score 1 a reducdo foi de 80% para 70%
para o P. gingivalis (p<0.01), de 50% para 33,3% para o T. forsythia (p<0.05) e
30% para 16,6% para o P. endodontalis (p<0.01).
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*** n<0.001 (teste de Wilcoxon)
Gréfico 6 — Detec¢do das bactérias (%) dos sitios doentes por PCR em tempo real

o 0
= 1
-l 3 2
%
34 ]
o

Antes Depois Antes Depois Antes Depois

| T ] | T ] | |

PG PE TF

*p<0.05, ** p<0.01 (teste de Wilcoxon)

Gréfico 7— Deteccdo das bactérias (%) dos sitios sadios por PCR em tempo real

Discussdo

A presenca de bacterias no fluido subgengival € sitio-dependente para cada
individuo. Estudos prévios sugerem que o estado de satde periodontal difere na
prevaléncia de micro-organismos no meio subgengival (Paster et al.**, 2001; Yang
etal.*’, 2004; Lovegrove®, 2004).

Existe um consenso na literatura cientifica de que a presenca do biofilme
dentario € um pré-requisito para o inicio e progressdo das doencas periodontais.
Dessa forma, algumas principais espécies de bactérias apresentam caracteristicas
importantes na patogénese da doenca em decorréncia de alguns fatores de
ativacdo de mediadores da inflamacdo relacionados a perda Ossea alveolar.

Associadas a doenga periodontal estdo P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola,
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que podem ser encontradas tanto em sitios sadios como em sitios com presenca de
doenca periodontal. Entretanto Kumar et al.?®, (2003) & Dahlen, Leonhardt®,
(2006) sugerem que outros microrganismos podem estar associados a doenca
periodontal, como por exemplo, P. endodontalis.

A proposta do presente estudo foi avaliar a presenca do P. endodontalis e
sua correlagdo com P. gingivalis e T. forsythia, através da técnica de PCR
convencional e PCR em tempo real, como também avaliar o efeito da terapia
periodontal basica na diminui¢do destes micro-organismos no fluido gengival.

Os resultados de boca toda dos individuos analisados mostraram uma
melhora significante de todos os parametros clinicos (IP, ISM, SS, PS, NIC) apds
o0 tratamento periodontal de raspagem e alisamento radicular seguido de instrucao
de higiene bucal. Segundo Lindhe et al.?®%° (1983ab) e Haffajee et.al.** (1997), a
RAR e instrugdo de higiene bucal sdo métodos basicos de tratamento periodontal
ja consagrados na literatura que possuem efeitos clinicos de diminuicdo da PS, SS
e ganho de insercdo satisfatorio. Dessa maneira, os resultados encontrados no
presente estudo corroboram com os achado de Del Peloso Ribeiro et al.’® (2008)
que mostraram reducdo significativa da PS e SS ap6s 3 meses do tratamento
periodontal basico.

Em relagdo aos sitios coletados, o sangramento a sondagem foi utilizado
como parametro indicativo do estado inflamatério dos tecidos subgengivais,
portanto, mais relacionados ao biofilme subgengival e atividade de doenca
periodontal destrutiva (Chaves et al.”, 1993). Embora, em geral, demonstre-se
uma associacao limitada entre sangramento a sondagem e perda de inser¢éo futura
(Claffey et al.?, 1990). Os estudos de Haffajee et al.*® (1983), Lang et al.”” (1990),

Grossi et al.'?

(1994) afirmam que o sangramento ndo pode ser considerado como
um bom preditor da perda de insercédo futura. No entanto, sabe-se que a auséncia
de sangramento a sondagem esta preferencialmente, associada a auséncia de
progressdo da perda de insercdo (Lang et al.?’, 1990; Chaves et al.”, 1993 ). Com
isso no grupo doente houve uma melhora significativa do SS (p<0.0001) do
baseline (100%) para 60 dias (33%) e estes resultados estdo de acordo com

estudos clinicos anteriores onde observou-se significante reducdo de SS em
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comparacdo com o baseline. (Haffajee et al.’*, 1997; Hanazowa et al.'®, 1985;
Hujoel & Loesche'’, 1990).

Para os parametros de PS e NI houve diminuicdo significante da PS
(p<0.001) com média de 5,33mm para 3,63mm e ganho de insercao clinica médio
de 1,51mm (p<0.001). Estes achados estdo de acordo com os trabalhos de
Pihlstrom et al.*® (1983), Ramjord et. al.*’ (1997) e Becker et. al.® (1988) que
mostraram os beneficios clinicos da RAR em relacdo a reducdo da inflamacao,
diminuicao da bolsa e ganho de insercéo.

Nos sitios sadios ndo houve diferenca estatistica entre o baseline e 60 dias
em relacdo a profundidade de sondagem (p=0.035), sendo que alguns sitios
apresentaram perda de insercdo devido aos efeitos clinicos de raspagem e
alisamento radicular. Esses resultados corroboram com o estudo de Becker et. al. >
(1988) que demostraram que sitios que apresentam sulcos rasos podem ter perda
de insercdo ap6s o tratamento periodontal devido ao trauma mecanico causado
pela instrumenta¢do manual.

No presente estudo foi avaliado por PCR convencional e PCR em tempo
real a presenca de dois periodontopatdgenos ja descritos na literatura (P.
gingivalis e T. forsythia) e um novo patdgeno que vem sendo associado com a
doenca periodontal (P. endodontalis) e suas possiveis correlagbes com os estados
de salde e doenca periodontal.

Através da técnica de PCR convencional os patdgenos P. gingivalis e T.
forsythia foram encontrados em maiores proporgdes respectivamente, 46% e 53%
nos sitios doentes e apos o tratamento periodontal houve uma reducdo significante
para 10% e 3,3%. O mesmo ocorreu para P. endodontalis, ou seja, houve reducao
significante de 56% para 20% ap0s o tratamento. Também pode-se observar que
houve diferenca estatistica entre 0s micro-organismos, € 0s mesmos estavam em
maiores propor¢des nos sitios doentes quando comparados aos sitios sadios que
possuiam respectivamente no Baseline 6,6%, 20% e 10% de P. gingivalis, T.
forsythia e P. endodontalis respectivamente. Ap6s o tratamento periodontal
nenhum micro-organismo foi encontrado. Estes achados corroboram com os

trabalhos de Van Winkelhoff et al.** (2002) que avaliaram a presenca dos
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patdgenos T. forsythia e P. gingivalis através de métodos de cultura bacteriana, e
com os achados de Boutaga et. al.® (2006), que detectaram a presenca destes dois
micro-organismos em maiores quantidades em sitios doentes quando comparados
a sitios sadios. Em outro estudo, Ashimoto et. al.* (1996) avaliaram a presenca de
T. forsythia e outros micro-organismos na doenga periodontal e encontraram mais
de 70% de sitios com presenca deste patdgeno, mostrando o potencial patogénico
do mesmo. Estas duas bactérias podem ser encontradas frequentemente em sitios
doentes assim como em sitios sadios. Segundo Holt, Ebersole’® (2005) e Kesavalu

et al.?

(2007), P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola levam a um processo
imunoinflamatorio e consequentemente reabsorcdo 0ssea, caracterizando assim a
influéncia desses micro-organismos no processo de doenca periodontal.

No presente estudo, utilizando o método de PCR em tempo real pode-se
observar maior deteccdo dos trés patdgenos nos sitios doentes e sadios quando
comparados ao PCR convencional, e reducdo significante ap0s a terapia
periodontal, embora ainda continuaram a ser detectados. Este fato pode ser
explicado devido ao poder de deteccdo do PCR em tempo real ser maior que o
convencional, possibilitando melhor caracterizacdo dos micro-organismos
presentes na microbiota periodontal. Resultados semelhantes mostraram que
patdgenos putativos podem estar presentes em sitios periodontalmente saudaveis,
porém estes se encontram em numero significantemente menor quando
comparados a sitios doentes, significando que a patogenicidade da microbiota
difere de cada regido encontrada, e a forma pelo qual um individuo se torna
susceptivel a esta microbiota difere de um para outro individuo(van Winkelhoof et
al.**, 2002). Haffajee et al.* (1992) demonstraram que para o desenvolvimento da
doenca periodontal é essencial a presenca de espécies patogénicas, mas nao
necessario para 0 desenvolvimento da doenga periodontal se estes micro-
organismos ndo ultrapassarem o limite para se tornarem putativos.

A literatura cientifica vem demonstrando que a técnica de PCR em tempo
real € uma ferramenta de grandia valia para diagnosticar e quantificar a presenca

de pequenas quantidades de periodontopatdgenos em amostras de fluido
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subgengival em sitios doentes como também em sitios sadios.(Boutaga et al.®,
2006; Mineoka et al.**, 2008)

No presente estudo utilizando a identificacdo através do PCR em tempo
real dos trés micro-organismos no grupo doente, os resultados mostraram
similaridade entre eles, ou seja, houve reducgéo na concentracdo de P. gingivalis de
33,3% (score 1) e 63% (score 2) para 73% (score 1) e 20% (score 2) no periodo de
60 dias. O mesmo aconteceu com T. forsythia com valores de 30% de amostras
positivas (score 1) e 60% (score 2) para 50% (score 1) e 16% (score 2). Por fim
para P. endodontalis os valores foram de 16% de amostras positivas (score 1) e
60% (score 2) para 16% (score 1) e 26% (score 2) ap0s a terapia periodontal.
Dessa foram, pode-se observar que as bactérias continuaram presentes apos o
tratamento periodontal, mas com reducdo estatisticamente significante na
quantidade das mesmas passando do score 2 para 0 score 1 nos sitios doentes,
sugerindo que P. gingivalis, T. forsythia e P. endodontalis podem influenciar na
progressdo na doenca periodontal, por se encontrarem em menores concentraces
no fluido crevicular ap6s a terapia periodontal basica. Resultados de Kumar et
al.?® (2003) mostraram a presenca de trés novos patégenos associados a doenca
periodontal, F. alocis, P. tannerae e P. endondontalis sendo que estes
apresentavam-se em maiores propor¢des em sitios doentes quando comparados a
sitios sadios e em proporg¢des semelhantes a outros patégenos como P. gingivalis,
mostrando que esses trés patdgenos possuiam potencial de influenciar na
progressdo da doenca periodontal.(Kumar et al.?®, 2003)

O patdgeno P. endodontalis foi primeiramente reconhecido em infecgdes
endodonticas por Sundqvist’® (1976) e van Winkelhoff et al.*® (1985).
Considerando-se a similaridade entre a microbiota da doenca periodontal e
infeccOes pulpares verificou-se que tal micro-organismo também possa ser
detectado em bolsas periodontais na mesma propor¢do. Este patogeno ja foi
identificado na microbiota subgengival de humanos, entretanto a sua associacao
com a doenga periodonal ndo estd muito bem estabelecida, e existem poucos

relatos na literatura que mostram a sua prevaléncia na doenca periodontal e o
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efeito do tratamento periodontal na sua diminuicdo. (Downes et al.'*, 2001;
Hultter et al.*, 2003, Uematsu et al.*?, 2003)

E verdadeira a similaridade entre P. endodontalis e P. gingivalis, que é um
dos principais micro-organismos presentes na doenca periodontal. Entretanto
ambos possuem caracteristicas fenotipicas distintas, e nenhuma reagdo cruzada
entre ambos foi mostrado na literatura utilizando técnicas moleculares, concluindo
assim que os resultados obtidos com o presente estudo ndo poderiam ser da
deteccdo do P. gingivalis, ja que primers especificos foram sintetizados para tal
finalidade.( Dahlen, Leonhardt® 2006). Alguns trabalhos mostraram que a forma
de adesdo do P. endodontalis as células epiteliais do sulco gengival diferem do P.
gingivalis por ndo possuirem fimbrias que auxiliam neste mecanismo, possuindo
assim menor habilidade de adeséo as células sulculares quando comparados ao P.
gingivalis.(Kon®, 2002)

Esses resultados corroboram com os achados de Dahlen, Leonhardt®
(2006) que avaliaram a presenca de 12 novos patdégenos associados com inicio e
progressdo da doenca periodontal em relacdo aos antigos patdgenos descritos na
literatura e concluiram que o P. endodontalis pode ser adicionado aos micro-
organismos utilizados como diagnostico microbiologico da doenca periodontal.

Portanto o presente estudo vem contribuir e adicionar a literatura
resultados satisfatorios empregando-se técnicas moleculares como o PCR e
particularmente o PCR em tempo real. Os resultados aqui apresentados sugerem
que as respectivas técnicas empregadas podem servir como excelentes ferramentas
de diagndstico na identificagdo de micro-organismos na microbiota subgengival.
Adicionado a isso, 0 PCR em tempo real pode detectar espécies bacterianas tanto
em sitios doentes como em sitios sadios no mesmo individuo, devido a alta
sensibilidade deste tipo de metodologia em conseguir identificar e quantificar
baixas quantidades de DNA.

Com o auxilio das técnicas empregadas, os patogenos P. gingivalis e T.
forsythia usados rotineiramente como diagndstico em amostras da microbiota
subgengival, confirmaram sua associa¢cdo com os casos de doenca periodontal, ou

seja, foram encontrados em maior quantidade em sitios doentes quando
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comparados a sitios sadios. Sugere-se que o patégeno P. endodontalis podera ser
incluido como micro-organismo rotineiramente diagnosticado na microbiota
subgengival, com potencial patogénico devido a sua associacdo com P. gingivalis
e T. forsythia em maiores propor¢Bes em sitios com doenca periodontal em
comparagao aos sitios saudaveis.

Porém ainda existem poucos estudos na literatura que mostram esta
associacdo do P. endodontalis nos casos de doenca periodontal. Dessa maneira,
novos estudos longitudinais e controlados dever&o ser realizados para se avaliar o
potencial patogénico do P. endodontalis ao longo do curso da doenca periodontal

e o efeito do tratamento periodontal a longo prazo na sua eliminagéo.
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Consideracoes finais

Evidéncias na literatura demonstram a importancia de métodos diagnostico
na identificacdo de periodontopatdgenos presentes no fluido crevicular.

Alguns autores demonstraram a grande atencdo que tem sido dada ao
desenvolvimento e aplicacdo de técnicas especificas, com o objetivo de contribuir
na identificagdo, caracterizacdo de periodontopatégenos, no conhecimento sobre
suas interacdes microbianas e a relacdo com os fatores clinicos da doenca

periodontal > %28,

Tal fato justifica o interesse do presente estudo em realizar uma reviséo da
literatura para comparar as técnicas de cultura bacteriana e PCR em tempo real na

identificacdo e quantificacdo dos principais periodontopatdgenos.

No capitulo 1 foi demonstrado que o PCR em tempo real mostrou ser uma
ferramenta mais sensivel e especifica na deteccdo de periodontopatdgenos, a qual
consegue identificar e quantificar micro-organismos em baixas concentracoes.
Espécies bacterianas viaveis e nao viaveis, de dificil cultivo ou ndo cultivaveis séo
sensiveis ao método de PCR em tempo real. Entretanto se bem indicada, a técnica
de cultura bacteriana pode mostrar resultados interessantes, até mesmo por ser o

Unico método capaz de identificar novas especies.

Baseado nestes dados pode-se concluir que metodos de biologia molecular

sdo ferramentas de grande valia no diagnostico microbioldgico.

O PCR convencional apesar de ser uma técnica sensivel e especifica ndo
permite uma quantificagdo absoluta do numero exato de micro-organismos
presentes levando muitas vezes a resultados erréneos. Como demonstrado por
Socransky et al.**(1999), é necessario a presencga de micro-organismos no fluido
gengival porém ndo essencial para o desenvolvimento da doenca periodontal.
Assim a correta quantificacdo do nimero de espécies bacterianas presentes no

fluido gengival permite distinguir entre sitios com baixas e altas quantidades de
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periodontopatdgenos. Estes resultados asssociados aos dados clinicos perimitiu

diferenciar sitios sadios e doentes de um individuo®*°,

Tal fato justifica os estudos demonstrados no capitulo 2 no qual comparou-
se as técnicas de PCR e PCR em tempo real na identificacdo de P. gingivalis, P.
endodontalis e T. forsythia em sitios sadios e doentes de pacientes com
periodontite cronica antes e 60 dias ap6s o tratamento periodontal basico.

Pode-se observar que ambas as técnicas foram capazes de identificar estes
patogenos. Porém o PCR em tempo real mostrou ser mais sensivel e especifico,
por conseguir identificar espécies bacterianas que se apresentavam em baixas
concentragdes. Com isso 0 PCR em tempo real mostrou ser mais efetivo no
diagnostico microbiolégico por permitir uma quantificacdo exata e assim
diferenciar a quantidade de micro-organismos presentes em sitios sadios e doentes

de um individuo.

Através destas técnicas de biologia molecular pode-se identificar uma
variedade de micro-organismos presentes na doenca periodontal, até mesmo
algumas pouco descritas na literatura como o0 caso do Porphyromonas
endondontalis. No capitulo trés foi realizado um estudo clinico e microbioldgico
de PCR e PCR em tempo real para avaliar a presenca deste patdgeno no fluido
gengival de sitios doentes e sadios de pacientes com periodontite crdnica e sua
relacdo com dois periodontopatdgenos ja consagrados (P gingivalis e T.
forsythia), bem como avaliar o efeito do tratamento periodontal basico de
raspagem e alisamento radicular e instrucdo de higiene oral na diminui¢do destes

patdgenos.

Pode-se observar que os trés patdégenos foram detectados em
concentracdes semelhantes com maior frequéncia nos sitios doentes quando
comparados aos sitios sadios. O tratamento periodontal basico foi capaz de
diminuir a incidéncia de todos os patdgenos. Com isso sugere-se que o P.
endodontalis possa influenciar na etiologia e progressdo da doenca periodontal.
Estes estudos corroboram com os achados de Kumar et al.** (2003) e Dahlen,
Lenhardt™ (2006), os quais mostraram alta concentracdo de P. endodontalis em
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sitios periodontalmente doentes quando comparados a sitios sadios, concluindo

que este patégeno pode influenciar na progressao da doenca periodontal **2*.



Concluséao

De acordo com os limites do presente estudo, a técnica de PCR em tempo real
mostrou ser um método de diagndstico sensivel e especifico na identificacdo do
Porphyromonas endodontalis e outros periodontopatégenos. Devido a alta
deteccdo de Porphyromonas endodontalis, sugere-se que este patdgeno possui

papel importante na etiologia e progressdo da doenca periodontal.
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AnNexos

Anexo 3: Material e Métodos

Calculo da amostra

O célculo da amostra foi baseado nos dados publicados em estudo prévio
recente que utilizaram técnica de PCR em tempo real na deteccdo de
patdgenos'®>2. Foi considerado o poder do teste de 90% nivel de significancia de
5% e a diferenca a ser detectada de 1,5mm e como pardmetro, a profundidade de
sondagem. A diferencga padronizada do poder de estudo em 0,95 (1-$=0,95) ¢ um
intervalo de confianca 0=0,05 determinou uma amostra de pelo menos 17

pacientes para receber o tratamento.

Perfil da amostra

A amostragem envolveu o recrutamento de pacientes que procuraram
a Clinica de Periodontia do curso de poés-graduagdo em Odontologia do
Departamento de Diagndstico e Cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP. Foram selecionados 20 pacientes com idade entre 35 e 55
anos que apresentavam doenga periodontal cronica moderada ou severa
generalizada segundo os critérios estabelecidos pela Academia Americana de
Periodontia®(1999).

Cada voluntario recebeu as informac@es a respeito da pesquisa, seus
objetivos, importancia e beneficios. A adesdo do paciente a pesquisa ocorreu de
forma espontanea com assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo 2), elaborado de acordo com as normas do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (protocolo n° 26/08-Anexo 1) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP.

Critérios de incluséao:
e Apresentar boas condicdes de saude geral, sem qualquer alteracéo
sistémica evidente ao exame clinico ou detectado na anamnese;

e Possuir idade entre 35 e 55 anos;
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e Historia negativa de discrasias sanguineas ou disfuncdes hepéticas, renais,
pulmonares e cardiacas (inclusive transplantados);
e Histdria negativa de estado gestacional e/ou uso de contraceptivos ou
qualquer outro tipo de horménio nos Ultimos 4 meses antecessores ao
estudo ou durante o mesmo;
e Historia negativa de antibioticoterapia nos Ultimos 6 meses ou durante o
mesmo;
e Historia negativa de antinflamatdrios esterdides ou ndo-esteroides nos
altimos 3 meses, ou durante 0 mesmo seja na forma sistémica ou local;
e Nao estar fazendo uso de nenhum anti-séptico bucal durante o estudo ou
nos ultimos 3 meses;
e Nao ter utilizado medicagdo imunossupressora nos ultimos 6 meses;
e Historia negativa de fumo;
e N&o ter se submetido a qualquer tipo de tratamento odontoldgico nos
altimos 6 meses;
e Auséncia de quadros periodontais agudos no momento do exame
(abscessos periodontais e gengivite e/ou periodontite necrosante aguda);
e Apresentar pelo menos 20 dentes;
e Apresentar pelo menos 3 sitios periodontais ndo vizinhos com perda de
insercdo maior ou igual a 3mm e profundidade de sondagem maior ou
igual a 5 mm e presenca de sangramento a sondagem;
e Apresentar pelo menos 2 sitios saudaveis nao vizinhos com profundidade
de sondagem menor ou igual a 3 mm, e auséncia de sangramento a
sondagem os quais servirdo como controle negativo.
Calibracdo do Examinador

Para calibrar o examinador do estudo, 180 sitios apresentando
profundidade de sondagem > 5Smm foram selecionados aleatoriamente em 10
pacientes (18 sitios por paciente em dentes multi e uni-radiculares). O examinador
mensurou a profundidade da bolsa periodontal em 2 ocasifes, em um intervalo de

7 dias. Os dados foram submetidos a analise de concordéancia Kappa e obteve o
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valor de 0,915 com um intervalo de 95% de confianga. Portanto ndo houve
diferencas estatisticamente significantes entre os exames e por isso 0 examinador
foi considerado calibrado.

Delineamento clinico do estudo
Cronograma de Execucéo da Metodologia

O cronograma de execucdo da metodologia do presente estudo esta
ilustrado no Quadro 1.
Quadro 1: Cronograma de estudo Legenda: E.C.I.: Exame Clinico Inicial;
I.LH.O.: Instrugdo de Higiene Oral; E.C.: Exame Clinico; C.M.: Coleta
Microbioldgica

Seleciio
E.C.IL
+
Moldagem E.C. C.M. E.C. C.M.
ILH.O. l ILH.O.
v l. Semanalmente | v Tratamento l Semanalmente | v
v I Il_r_} { ! I
-45 -0 -2 0 15 75 82

127 dias

Procedimentos iniciais

Antecedendo o inicio do estudo (45 dias antes), foi realizada a selecéo
dos pacientes de acordo com os critérios de inclusdo citados anteriormente e
moldagens das arcadas dentais em alginato que incluiram os dentes selecionados
para o estudo. Essas moldagens foram, entdo, vazadas em gesso-pedra e, sobre
esses modelos, foram confeccionados guias, utilizando-se placas de polipropileno

de 1,0 mm de espessura, prensadas em aparelho a vacuo (Bio-Art® Equipamentos
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Odontologicos, Sdo Paulo/SP — Brasil)(Fig.1). O uso desses guias teve por
finalidade padronizar o posicionamento da sonda periodontal durante a realizagao
do exame de profundidade de sondagem e nivel de insercdo, assim como no

auxilio da coleta do fluido crevicular.

Em seguida os pacientes receberam instrucdo de higiene oral
semanalmente durante 30 dias para utilizacdo de escova dental pela técnica de
Bass, fio dental e outros meios complementares (escova interdental, escova de
lingua, etc) de acordo com as necessidades individuais de cada um. Apoés 30 dias
de instrucdo de higiene oral, foi realizado o exame periodontal.

Exame clinico

Dez dias antes do baseline, todos os pacientes foram submetidos ao exame
periodontal completo, realizado por um Unico examinador treinado e previamente
calibrado e cego para o0 momento do estudo (Kappa ponderado =0,91). O exame

clinico foi realizado com o uso de sonda periodontal milimetrado tipo Willians®

(Fig.2)

O exame periodontal completo consistiu de indice de placa visivel, indice
de sangramento marginal, sangramento a sondagem, mensuracéo da profundidade
de sondagem, posicdo da margem gengival e nivel clinico de insercdo. Este exame
foi realizado em seis pontos por dente.

As medidas foram anotadas em ficha prépria e guardadas em banco de

dados para posterior analise.

FIGURA 1: Confecgéo das placas de poliacrileno. FIGURA 2: Exame periodontal com o
, auxilio das placas de poliacrileno.



129

Exame Periodontal:
indice de placa visivel:(IP) presenca ou auséncia de placa bacteriana visivel a olho

nu, apds secagem da superficie dentaria com jato de ar, em todas as faces de todos
0s dentes®.

indice de sangramento marginal:(ISM) presenca ou auséncia de sangramento

marginal verificado apos inser¢do de uma sonda periodontal milimetrada no sulco
gengival, com inclinacdo de 60 graus em relacdo ao dente, percorrendo o espacgo
do sulco de uma proximal a outra, em todas as faces de todos os dentes?.

Posicdo da margem gengival(Recessdo Gengival):(RG) distancia da margem

gengival a juncdo cemento-esmalte.

Mensuracdo da profundidade de sondagem:(PS) distancia da margem gengival ao

fundo do sulco gengival, mensurada com sonda periodontal milimetrada em 6
sitios por dente: disto-vestibular, vestibular, mesio-vestibular, disto-lingual,
lingual e distolingual.

Sangramento a sondagem:(SS) presenca ou auséncia de sangramento, decorrido

um tempo de 30 segundos ap6s a mensuracao da profundidade de sondagem.

Avaliacdo do nivel de insercdo clinico:(NIC) corresponde a somatoria das

medidas da posi¢cdo da margem gengival e profundidade de sondagem, para cada
sitio, de cada elemento dentario.

Para selecéo dos dentes para coleta do fluido crevicular em caso de
mais de dois sitios doentes e sadios foi padronizado a escolha de sitios superiores
posteriores ndo vizinhos para 0s sitios doentes e superiores anteriores nao
vizinhos para os sitios sadios.

Foram selecionados por paciente, dois sitios com profundidade de
sondagem maior ou igual a 5 mm com sangramento a sondagem e perda de
insercdo maior ou igual a 3 mm e dois sitios sadios com auséncia de perda de
insercdo e sem sangramento a sondagem e profundidade de sondagem menor ou
igual 3 mm. Esses dentes que foram selecionados ndo apresentavam qualquer

disfuncdo em relacdo a oclusdo, e ndo utilizavam proteses.

Coleta do fluido crevicular
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Apds 1 semana da realizacdo do exame clinico, o biofilme bacteriano
supragengival foi removido com o auxilio de gaze estéril, lavado e a area isolada
com rolo de algod&o. Dois cones de papel (n°30) estéril (inicialmente inseriu-se o
primeiro cone e ap6s1 minuto de sua remogéo foi inserido o segundo cone) foram
introduzidos no sulco ou bolsa gengival até a por¢do mais apical (portanto 4 sitios
por paciente 2 sadios e 2 doentes) por 30 segundos (Fig 3). Ap6s a remogdo dos
cones, estes foram colocados em tubos tipo eppendorf estéril contendo 500 uL de
tampédo TE (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0) e congelados a -
20°C até a extracdo do DNA para analise microbioldgica por PCR em tempo real
e PCR semi quantitativo (Fig 4).

FIGURA 3: Coleta do fluido crevicular com cone de papel. FIGURA 4: Introdu¢do do cone de
: papel em solucdo tampdo.

Tratamento Periodontal Béasico

Apobs a coleta microbioldgica, foi instituido o tratamento periodontal
basico, que foi realizado em um periodo de quinze dias. Os pacientes foram
submetidos aos procedimentos de raspagem supra e subgengival de toda a arcada
dentéria, sendo dois quadrantes por semana, sob anestesia local e instrumentacao
manual com curetas Universal tipo McCall® limas foices, e curetas especificas
tipo Gracey® com duracdo de 45 a 60 minutos por quadrante. O polimento foi

executado imediatamente apds a RAR com taca de borracha macia montada em
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motor de baixa rotacdo e pasta profilatica de granulacéo fina na regido raspada em
cada sessdo. Os pacientes também foram instruidos e motivados quanto a
higienizacdo bucal correta por meio de ensino da técnica de escovacdo (método de
Bass) e fio dental. O tratamento foi realizado pelo profissional especialista em
Periodontia diferente do examinador e cego para o grupo de estudo, e estava
completo em aproximadamente 2 semanas. Foi realizado ainda o controle do
biofilme supragengival (fase de manutencdo) e instrucdo de higiene oral
semanalmente durante 60 dias, até que se realizasse a segunda coleta do fluido

crevicular.

Ap0s os dois meses do término do procedimento de raspagem e alisamento
radicular, todos os pacientes foram reavaliados clinicamente, incluindo todas as
variaveis do exame clinico inicial e ap6s uma semana novas coletas de fluido
sulcular gengival foram coletadas para a avaliagdo do efeito do tratamento

periodontal basico ndo-cirurgico.

Analise microbiologicas

Bactérias e cultivo das espécies

Os micro-organismos utilizados foram cultivados em camara de
anaerobiose a 37°C com 80% N,, 10% CO,, 10% H, (Fig 5) a partir de amostras
puras de cada bactéria, gentilmente doados pela Profa. Dra. Méarcia P. Meyer
(Instituto de Ciéncias Biologica(ICB) — Universidade de Sdo Paulo- USP) e Prof.
Dr. Daniel.Grenier (Group de recherche em écologie buccale(GREB)-Faculté de
Médecine dentaire-Universite of Laval) para servirem como amostras padrdo em

comparagao as amostras obtidas dos pacientes.
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FIGURA 5: Camara de Anaerobiose

As bactérias utilizadas Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277),
Tanerella forsythia (ATCC 43037) e Porphyromonas endodontalis (E203) foram
cultivadas em placas contendo Tryptic soy broth (TSB) suplementado (0,0001%
extrato de levedura, 0,001% hemina menadiona, 4gar e sangue) **. Apds o
crescimento bacteriano, cada micro-organismo foi transferido para tubos com 5ml
TSB caldo e foram incubados novamente com um tempo que variava de acordo
com as exigéncias fisiologicas de cada micro-organismo para seu crescimento.
Apos o crescimento, o material resultante teve sua turbidez ajustada com o auxilio
do espectrofotbmetro de luz UV (Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) a
260 nm, e a relacdo entre as absorbancias a 260/280 nm foi analisada
Posteriormente, foram realizadas 10 dilui¢fes seriadas em solucéo salina de cada
micro-organismo e semeadas em placas de cultura para determinacdo do valor de
UFC/mL. Apo6s o crescimento e contagem de UFC/mL, 0s micro-organismos
foram coletados, lavados, centrifugados e congelados a -20°C para posterior
extracdo de DNA.

Extracdo de DNA:
Os eppendorfs foram descongelados e agitados em vortex (Phoenix AP 56,
Araraquara, SP, Brasil) por 1 minuto. Foi retirada uma aliquota de 100 microlitros

(uL) de cada amostra e estas foram mantidas em banho seco (Thermomixer
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Comfort, Eppendorf Ag 22331, Hamburg, Alemanha) a 97°C por 10 minutos.
Cem microlitros de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 1 mM EDTA, pH 8,0) foram
adicionados aos eppendorfs e, em seguida, foram acrescentados 200 uL de
Fenol:Cloroférmio:Alcool  isoamilico  (25:24:1). As amostras  foram
homogeneizadas em vortex duas vezes por 1 minuto cada e centrifugadas por 5
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e esta
etapa foi repetida por mais duas vezes. Os eppendorfs foram acrescidos de 25 pL
de NaCl 5M, em seguida foram preenchidos com etanol absoluto gelado e
homogeneizados manualmente por 20 vezes suavemente. Os eppendorfs foram
levados ao freezer -20°C por 20 minutos. Apds este periodo, as amostras foram,
novamente, centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi
retirado e descartado, deixando somente o pellet correspondente ao DNA. Os
pellets foram lavados 2 vezes com 1mL de etanol 75% gelado, homogeneizados
manualmente por 20 vezes suavemente. O etanol foi descartado e os eppendorfs
foram deixados a temperatura ambiente (24+1°C) até a sua completa evaporacéo.
Apos seco, o precipitado foi ressuspendido em 70 pL de TE. A concentracdo de
DNA foi determinada com espectrofotémetro de luz UV (Biomate 3 — Thermo
Electron Corporation) a 260 nm, e a relagéo entre as absorbancias a 260/280 nm
foi analisada. Como parametro de qualidade, foi considerada como adequada entre
1,8-2,0.

Reacdo da polimerase em cadeia do tipo semi quantitativo — PCR (selecdo dos

oligonucleotideos)

Para analise microbioldgica foi utilizada a reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) semi quantitativo, para identificar a presenca das seguintes
bactérias: P. gingivalis (Pg), P. endodontalis (Pe) e T. forsythia (Tf).

Essa tecnica baseia-se em reacGes enzimaticas ciclicas de
desnaturacdo pelo calor, hibridizacdo dos oligonucleotideos e sintese enzimatica
de DNA desejado, permitindo a identificacdo de sequéncias de genes especificos,

tais como genes de espécies bacterianas.
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Os pares de oligonucleotideos (5 — 3°), ou seja, os primers especificos
para cada bactéria foram sintetizados pela Life Technologies do Brasil Ltda., S&o
Paulo — SP (Invitrogen Tech-Line*™). As sequéncias utilizadas para as bactérias
estdo descritas na Tabela 1.

Inicialmente a presengca de DNA nas amostras obtidas dos pacientes
foram confirmadas através de reacdo de polimerase em cadeia (PCR), realizada
em termociclador convencional (MyCycler ™thermal cycler - BioRad) utilizando
oligonucleotideos inespecificos (Wilson et al.*>® 1990).

PC3mod = 5" GGACTAHAGGGTATCTAAT 3’
POmod=5" AGAGTTTGATCMTGG 3’

As amostras positivas para a reacdo inespecifica foram, entdo,
processadas em reacdo de PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos
(Tabela 1).

Reacédo da polimerase em cadeia do tipo semi quantitativo (PCR)

Os oligonucleotideos foram dissolvidos em solugdo estéril contendo
Tris HCI (10mM — pH 7,6) e EDTA (ImM - pH 8,0) em volume calculado para

concentracéo final de 25uM.

As reacBes de PCR foram realizadas em tubos especificos e
otimizadas para cada oligonucleotideo especifico utilizado. A reacdo de PCR foi
realizada em volume final de 25uL, contendo 1mM de cada oligonucleotideo da
bactéria especifica (Invitrogen Tech-Line®™), 100 uM de dNTPs (Invitrogen
Tech-Line®™) 1 a 2,5mM de Mg® e, de 1 a 2 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen Tech-Line*™). Os tubos com as amostras foram submetidas ao Vortex
por 10 segundos para homogeneizacgdo da solucdo e, em seguida, foi obtida uma
aliquota de 2uL. Todas as reacGes foram realizadas na presenca de controle
positivo, contendo DNA gendmico especifico da bactéria em analise, e controle

negativo, sem DNA molde (Tabela 2).
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Tabela 1. Oligonucleotideos para a identificacdo pela técnica de PCR

convencional

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento  Referéncias
esperado
P.gingivalis 5" AAT CGT AAC GGG CGA CAC AC 3 593 pb Asr;imoto et
5 GGG TTG CTC CTT CAT CAC AC 3 al.> (1996)
T. forsythia 5 GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA 3’ 641 pb Afhsimoto et
5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 3 al.” (1996)
P. endodontalis 5 GCT GCAGCT CAACTGTAGTC 3’ 672 pb Trung Tran, et
) ) al.*® (1997)
5" CCG CTT CAT GTC ACC ATG TC 3
Tabela 2.CondicGes de termociclagem e otimizagédo de cada par de primer
Primer Condicéo da reacio Concentragdo de  Unidades
Mg?* de Taq
Primer 95°C, 5min (1 ciclo); 96 °C, 30 seg, -
. e o S _ ,5mM 1U
inespecifico 45°C, 30seg, 72 °C, 30seg (30 ciclos)
Porphyromonas 95°C, 2min. (1 ciclo); 95 °C, 30 seg, 2 5mM 1U
gingivalis 60°C, 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos) ’
Tannerella 0 i iclo): 95 °
orevih 950C, 2mm. 1 %lclo), 95 C, 39 seg, 1,5mM 1,25U
orsythia 60 °C, 1min., 72°C, 1min. (36 ciclos)
Porphyromonas 0 i iclo): 94°
pny 95°C, 2min. (1 ciclo); 94 °C, 30 seg, 15mM 125U

endodontalis

60 °C, 1min., 72°C, 2min. (36 ciclos)
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Eletroforese

A presenca do DNA amplificado foi observada em eletroforese em gel
de agarose a 1,5% preparados com agarose ultrapura (Invitrogen Tech-Line*")
em solugdo tamponada TBE 1X (Tris 1M; &cido bérico 0,9M; EDTA 0,5M) e

acrescido de 0,5 uL do corante de brometo de etidio (Invitrogen Tech-Line>").

Para a corrida eletroforética horizontal foi utilizado o sistema Horizon
11.14 (Life Technologies). Foram utilizados 12uL do produto da reacdo de PCR e
3 pL de tampdo de amostra (Invitrogen Tech-Line®™) para aplicacéo no gel e este
foi submetido a uma corrente elétrica continua de 100V por 90 minutos. As
bandas presentes no gel foram observadas imediatamente com o auxilio de um
transluminador de luz ultravioleta e a seguir foi obtida imagem digitalizada do gel
para documentacdo e analise (Image Quant 100 — GE Healthcare). As fotografias
obtidas foram armazenadas para posterior analise da presenca das bactérias
investigadas.

Reacéo da polimerase em cadeia em tempo real (QPCR)

Esse teste teve como objetivo detectar, quantitativamente, as seguintes
bactérias: P. gingivalis, T. forsythensis e P. Endodontalis, para posterior

comparagao com a técnica de PCR convencional
Selec&o dos oligonucleotideos

Os primers especificos para cada micro-organismo foram sintetizados pela
Applied Biosystems® (Tabela 2). Todos os primers foram analisados quanto a sua
especificidade através da verificacdo da curva de Melting (obtida depois de
corrida no LightCycler) e eletroforese em gel para verificagdo dos produtos.
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Tabela 3: Primers especificos para deteccdo das espécies pela técnica de PCR em

tempo real
Bactéria Oligonucleotideos Fragmento  Temperatura Referéncias
esperado de
Dissociacdo
P.gingivalis 5" ACC TTA CCC GGG ATT GAA ATG 3’ 83 pb 77,09°C Kuboniwa
5 CAA CCA TGC AGC ACC TAC ATA GAA 3° etal.”
(2004)
T. forsythia 5 AGC GAT GGT AGC AAT ACCTGTC ¥ 88 pb 82,32°C Kuboniwa
etal. ®
5 TTC GCC GGG TTATCC CTC 3 (2004)
P.endodontalis ~ 5°- GCT GCA GCT CAACTG TAG TCT TG -3’ 110 pb 80,24°C Martin et
al. ¥
5°-TCA GTG TCA GAC GGA GCC TAG TAC-3’ (2002)

A utilizacdo do SYBR Green exige a obtencdo de produtos especificos de
PCR e em funcdo disso a eficacia das reacGes para primers foi otimizada
anteriormente ao inicio das reacGes propriamente ditas. Concentracfes variando
de 2 a5 mM de MgCl, e de 0,2 a 0,5 uM de cada primer foram utilizados para se
determinar em quais condi¢des a reacdo teria a melhor eficiéncia. Condic6es essas
sugeridas pelo fabricante do equipamento.

Cada placa continha 2 amostras com auséncia de DNA como controle
negativo e quatro amostras em diferentes concentracdes a partir do DNA das
bactérias puras que serviu para confeccdo da curva padrdo. Para realizacdo da
curva padrdo primeiramente foi utilizado o DNA extraido a partir da bactéria pura,
onde foi feita a leitura em espectrofotometro de luz UV (Biomate 3 — Thermo
Electron Corporation) por meio da avaliacao das absorbancias a 260 nm e da
relacao entre as absorbancias a 260/280 nm .Para calcular a concentracdo de cada
bactéria obteve-se uma concentracdo inicial entre 0,5 - 0,6 ug/uL de cada DNA
bacteriano. Em seguida realizou-se 8 diluicbes seriadas e ap0s otimizacdo foram
selecionadas apenas 4 diluicdes por placa (10* - 10") para confeccdo da curva

padréo.
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A curva padrdo(a qual possuia concentragdo conhecida) foi utilizada para
converter os score de Ct(Cycle Treshold) obtidos com as amostras de fluido em

um nameros exatos de concentracdo de DNA.

Reacbes PCR em tempo real (PCR-RT)

As reacbes do PCR quantitativo foram realizadas utilizando o aparelho
Step One™ Real Time PCR System (Apllied Biosystems®). Todas as reacdes
foram realizadas em duplicatas em volume total de 10uL contendo 5uL Sybr
Green ER gPCR SuperMix Universal (Invitrogen Tech-Line™), 0,2uM de cada
par de oligonucleotideo (Apllied Biosystems®) e 1 uL de DNA. O volume foi
ajustado com H,O estéril livre de DNAse e RNAse. A termociclagem utilizada foi
de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.
Apos a reacdo de PCR foi feita a curva de dissociacdo (curva de melting) com
temperatura entre 60°C e 95°C. Todas as reacBes foram feitas em placas
MicroAmp optical 48-well e adesivos 6pticos (Applied Biosystems). Os dados

foram analisados utilizando o programa Step One™ (Apllied Biosystems®).

Analise dos Resultados

Para comparacdo entre as técnicas de PCR convencional(método
qualitativo) com o PCR em tempo real, houve a necessidade de realizacdo de um
score para ambas as técnicas para uma melhor correlacdo entre as ambas, pois
apenas a dicotomizacao ndo seria possivel devido a técnica do PCR em tempo real
possuir 3 score.

Para isso os resultados obtidos com o0 PCR em tempo real de acordo
com a quantificacdo das amostras em comparacdo com os Ct (cycle treshold) da
curva padrdo foram divididos em: concentracdo <10° (score 1-amostras mais
diluidas), > 10° (socre 2-amostras com maior concentracdo de DNA) auséncia de
amplificacdo (score 0).

Para a técnica PCR semi quantitativo, foi realizado dois score em
presente (score 1) e ausente (score 0), assim foi possivel correlacionar as duas

técnicas.
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