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RESUMO

O objetivo do presente estudo clinico foi compreender o efeito do uso prévio de
agentes antimicrobianos na diversidade e a estrutura do microbioma procariético de
saliva, biofilme supragengival e canal radicular de dentes com infeccédo endodéntica
aguda. Realizaram-se coletas microbiolégicas de saliva (S), biofilme supragengival
(BS) e canal radicular (CR) de pacientes que nao utilizaram antibiéticos (G1: n=6) e
de pacientes que utilizaram antibidticos (G2: n=6). Para a caracterizagdo das
comunidades de procariotos por meio de sequenciamento de alto rendimento, foram
produzidos pools de seis amostras para cada um dos sitios. A regido hipervariavel
V3-V4 do gene 16S rRNA foi amplificada e a plataforma lllumina MiSeq foi
empregada para analise das sequéncias geradas. Foram determinadas a presencga e
abundancia relativa das unidades taxonOmicas operacionais (OTUs) em cada
amostra. Procedeu-se a andlise de alfa-diversidade para cada amostra,
considerando-se as métricas de Simpson, dominancia, estimativa de riqueza de
Chao-| e o indice de Shannon. Os valores obtidos foram comparados por meio de
testes estatisticos. Para a analise dos indices de beta-diversidade, empregou-se o
método de agrupamento UPGMA, com jackknifing e método de comparagao UniFrac
com peso. A representagdo grafica tridimensional da beta-diversidade foi realizada
por meio de analise de coordenadas principais. A técnica de PCR gene especifico foi
empregada para determinar a presenca de genes relacionados a resisténcia
bacteriana para agentes beta-lactamicos (blaTEM, blaZ, ampC, mecA), macrolideos
(ermB, ermC, mefA), tetraciclinas (tetM, tetQ, tetW), lincosamidas (InuB, IsaB) e
vancomicina (vanA, vanD, vanE). A similaridade para a presenga/auséncia de genes
de resisténcia nas amostras de S, BS e CR em G1 e G2 foi determinada por meio de
coeficiente de agrupamento, utilizando-se o método UPGMA com distancia
Euclidiana. Todos os pacientes apresentavam infecgdo endodbéntica aguda,
caracterizada pela presenca de dor espontanea, necrose pulpar e dor a percussao
vertical. Aumento de volume foi observado em 8/12 pacientes. Os pacientes do
Grupo 2 utilizaram beta-lactdmicos previamente a consulta (amoxicilina = 5;
cefalexina = 1). Ha predominio de integrantes do dominio Bactéria em todas S, BS e
CR. Archaea pertencentes ao género Methanobrevibacter foram encontradas
apenas em amostras de CR, constituindo menos de 1% do total de OTUs (G1-CR =
0,319%; G2-CR = 0,014%). Ha predominio de bactérias dos filos Firmicutes e
Bacteroidetes em amostras de S, BS e CR. Ha redugédo intensa no percentual de
OTUs pertencentes ao Filo Firmicutes em amostras de saliva, quando antibiotico foi
utilizado (G1-S = 75,371; G2-S = 35,242). Comportamento oposto ocorreu neste
ecossistema para integrantes do Filo Bacteroidetes (G1-S = 12,657; G2-S = 33,947).
Tanto em G1 quanto em G2, bactérias do género Streptococcus predominam em
amostras de S e BS. Em canais radiculares, maiores percentuais de OTUs foram
observados para os géneros Porphyromonas e Prevotella. As métricas de alfa-
diversidade indicam que o uso prévio de antimicrobiano parece oportunizar o
estabelecimento de espécies antes menos abundantes, especialmente em saliva
(dominancia: G1-S>G2-S; indice de Shanon: G1-S<G2-S; indice de Simpson: G1-
S<G2-S; indice de Chao-1: G1-S<G2-S). A analise de beta-diversidade mostra
proximidade entre G1-BS e G2-BS; ha distanciamento entre G1-S e G2-S. As
amostras G1-CR e G2-CR estdo mais distantes de S e BS, sugerindo maior selegao
imposta pelo ecossistema do CR aos procariotos. Os genes de resisténcia mais
frequentemente detectados foram tetM, tetQ, tetM, ermB e mefA. N&o foram
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detectados genes vanA, vanD, vanE, blaZ, mecA, InuB e ermC. O gene ermB foi
frequentemente detectado em amostras de S, BS e CR em ambos os grupos. Em
pacientes que nao utilizaram antibiotico, o gene tetM e o gene tetQ foram detectados
simultaneamente em S, BS e CR (tetM = 4/6; tetQ = 3/6). A andlise multivariada n&o
demonstrou nivel de agrupamento alto entre amostras de um mesmo paciente, de
um mesmo ecossistema, ou de um mesmo grupo. A partir dos resultados do
presente estudo, observou-se que a utilizagdo de agente antimicrobiano beta-
lactamico parece alterar parametros composicionais de comunidades de procariotos
na cavidade bucal. Entretanto, particularidades relativas a cada ecossistema podem
modular a extensao deste efeito, parecendo ser mais intensos em amostras de S do
que em BS e CR.

PALAVRAS-CHAVE: antibacterianos, boca, saliva, placa dental, cavidade pulpar,
ecologia, resisténcia a medicamentos.
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ABSTRACT

The present clinical study aimed to assess the effect of antibiotics over the diversity and
structure in prokaryotic communities of saliva, supragengival biofilm and root canal of teeth
with acute primary infections. Samples of saliva (S), supragengival biofilm (BS) and root
canal of teeth with acute primary infections (CR) were collected from patients, and were
grouped according with the previous use of antibiotic (G1 = no antibiotics; G2 = antibiotics).
Pooled samples for each community were evaluated. DNA sequencing was performed with
MiSeq (lllumina). The V3-V4 hypervariable region from the 16S rRNA gene was amplified.
The presence and relative abundance of the operational taxonomic units (OTUs) was
determined for each sample. Alpha-diversity analysis was performed with the Simpson’s
index, dominance, Chao-1 richness index and Shannon’s index. Statistical analysis was
carried out to compare their values for each community. Beta-diversity was computed
through UPGMA clustering and jackknifing. The principal coordinate analysis employed
weighted UniFrac. Gene-specific PCR was employed to detect resistance genes to lactamics
(blaTEM, blaZ, ampC, mecA), macrolides (ermB, ermC, mefA), tetracyclines (tetM, tetQ,
tetW), lincosamides (InuB, IsaB) e vancomycin (vanA, vanD, vanE). The UPGA clustering
analysis with Euclidean distance was applied to investigate the existence of similar groups of
samples. A dendrogram was constructed to show the arrangement of the sample groups
produced by clustering. All the patients had primary acute endodontic infections, with
spontaneous pain, pulp necrosis and tenderness on percussion. Swelling was observed for 8
out of 12 patients. Patients from G2 had lactamics before the urgency appointment
(amoxicillin = 5; cephalexin = 1). Bacteria were predominant in S, BS and CR samples.
Archaea belonging to the genus Methanobrevibacter were only detected in RC samples and
comprised less than 1% of all the OTUs G1-CR = 0.319%; G2-CR = 0.014%). The great
majority of the detected OTUs in S, BS, and CR belonged to the phyla Firmicutes and
Bacteroidetes. Reduction in the percentage of Firmicutes was observed in G2-S (G1-S =
75.371%; G2-S = 35.242%). A distinct behavior was demonstrated by the Bacteroidetes (G1-
S = 12.657%; G2-S = 33.947%). Components belonging to the genus Streptococcus were
predominant in S and BS, for both G1 and G2. CR harbored high percentage of species
belonging to the genus Porphyromonas and Prevotella. The alpha-diversity indexes
demonstrated that the G2-S had an increase in low abundant species (dominance: G1-
S>G2-S; Shanon index: G1-S<G2-S; Simpson index: G1-S<G2-S; Chao-1 index: G1-S<G2-
S). Beta-diversity showed that G1-BS and G2-BS had close spatial distribution. G1-CR and
G2-CR were more distant from S and BS samples. The RC may promote a most intense
species selection, due to environmental conditions. The most frequently detected genes
associated with resistance to antibiotics were tetM, tetQ, tetM, ermB, and mefA. The genes
vanA, vanD, vanE, blaZ, mecA, InuB, and ermC were not detected in the samples. The gene
ermB was frequently detected in S, BS and CR samples. In patients from G1, tetM and tetQ
were detected simultaneously in all the three environments (tetM = 4/6; tetQ = 3/6). There
was no clustering behavior for samples belonging to different environments in the same
patients and between the same environment samples from different groups. An overall
analysis from the data allows for suggesting that the use of lactamic agents may alter
compositional parameters from prokaryotic communities in the oral cavity to different extents.
Specific environmental characteristics from each site may modulate the effect that seemed to
be more intense for S than for BS and CR.

KEY-WORDS: anti-bacterial agents, mouth, saliva, dental plaque, dental pulp cavity, ecology,
drug resistance.
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1 INTRODUGAO

A cavidade oral abriga um grande numero de microrganismos organizados
em comunidades altamente complexas, interagindo entre si e com o hospedeiro.
Essas interagbes incluem coagregacéo fisica, sinalizagdo quimica, transferéncia de
informagéo genética, estimulo do sistema imunolégico, complementagado metabdlica,
sinergismo, entre outros. Estas interagdes contribuem para que o efeito da
comunidade microbiana seja maior do que a das espécies individuais que a formam.
Torna-se necessario o uso de abordagens holisticas, por meio de metagendmica,
para estudar a ecologia microbiana de diferentes sitios da boca, em condi¢cdes de
saude e doenca (Zaura & Mira, 2015).

A maioria das espécies residentes da cavidade oral sdo comensais, mas
podem se tornar patogénicas em respostas a mudangas no ambiente ou outros
gatilhos, incluindo a qualidade da higiene pessoal de um individuo. Esta microbiota é,
desta forma, a fonte de patdégenos para carie dentaria e infecgbes endoddnticas
(Avila et al., 2009).

O esmalte, a dentina e cemento protegem a polpa dental contra agressdes
microbianas. Quando essas barreiras sido invadidas, a polpa torna-se inflamada,
necrosa e € colonizada. Duas condig¢des clinicas podem estar associadas a primeira
infeccdo do sistema de canais radiculares: presenca de sintomatologia dolorosa
espontédnea ou auséncia de sintomatologia dolorosa (Lopes & Siqueira, 2004).
Clinicamente, elas s&o representadas por processos apicais agudos e crdnicos,
respectivamente. As dores associadas a necrose e aos processos apicais agudos
representam grande parte dos motivos pelos quais o0s pacientes procuram o
atendimento odontoldgico (Estrela et al., 2001; De Paula et al., 2014).

O tratamento das infecgcbes de origem endodbntica consiste na
desinfecc¢ao local do sistema de canais radiculares por meio da terapia endodéntica
e, quando possivel, a drenagem cirurgica da colegdo purulenta. Agentes
antimicrobianos podem ser usados como uma medida complementar para o controle
de infec¢des agudas. Entretanto, o uso excessivo e abusivo de antibidticos pode
promover a selecdo de patdogenos resistentes e permitir sua emergéncia e

disseminacao (Meyer et al., 2013). N&o raro, € possivel receber pacientes em uso



desses agentes previamente a consulta, seja por automedicagdo ou por prescricao
prévia (De Paula et al., 2014).

Os ambientes orais tém caracteristicas heterogéneas (nutrientes,
disponibilidade de oxigénio, pH) que podem exercer pressao seletiva produzindo
diferentes perfis de comunidades microbianas e selecdo de espécies. Estes fatores
podem modular também a presenca de componentes especificos de viruléncia, tais
como genes de resisténcia a antimicrobianos (Siqueira & Ré¢as, 2009; Moraes et al.,
2015b). Devido a propagacgéo da resisténcia bacteriana, a exposicdo humana aos
antibidticos recebe atengao crescente. Zaura et al. (2015) analisaram os efeitos de
variados antibidticos em microbiomas de adultos saudaveis. A composicdo do
microbioma salivar permaneceu inesperadamente estavel, enquanto que os
antibioticos afetaram negativamente o microbioma fecal. Ndo obstante, a exposicéo
a diferentes antibidticos favoreceu a presenca de elementos relacionados a
resisténcia antibidtica. Os autores sugerem ainda que o microbioma da cavidade
bucal apresenta resiliéncia, refletida na maior capacidade de recuperagdo apos o

efeito de um agente modificante externo.

Tradicionalmente, estudos microbiolégicos em Endodontia excluem
amostras de pacientes que fizeram uso de antibidtico prévio a consulta. Um aspecto
importante que nao € comumente investigado € o impacto dos antibidticos
administrados sistematicamente no microbioma em diferentes nichos orais. O
presente estudo buscou caracterizar a microbiota de ambientes representativos da
cavidade oral, por meio de tecnologia de sequenciamento de alto rendimento e
testa-los quanto a presenga de genes de resisténcia a antibioticos, comparando
grupos de pacientes que fizeram uso ou ndo de agentes antimicrobianos

previamente ao atendimento.



2 REVISAO DE LITERATURA

21 Infecgoes Endodonticas Agudas: Conceito e Abordagem Terapéutica

A infeccdo endoddntica se desenvolve em canais radiculares de dentes
desprovidos de polpa, apds a necrose, seja como consequéncia de carie, trauma
dentario ou apdés a remocido do tecido pulpar para tratamento endoddntico. Nas
infeccbes endoddnticas agudas, as bactérias e seus subprodutos localizados no
interior do sistema de canais radiculares com necrose invadem os tecidos
perirradiculares e tém potencial para se difundir para outros espacos anatébmicos da
cabega e pescogo. Origina-se assim um abscesso apical agudo, que € um processo
inflamatdrio difuso com formagéao de pus (Siqueira & Rbgas, 2013).

Um abscesso consiste em uma colecdo de pus em uma cavidade formada
por liquefacdo de tecidos. Os termos abscesso dentario, abscesso dentoalveolar e
abscesso odontogénico sdo frequentemente usados para descrever abscessos
formados nos tecidos que circundam o dente. A causa pode ser uma infec¢ao
endoddntica (abscesso apical agudo) ou uma infecgdo periodontal (abscesso
periodontal). O abscesso apical agudo é a forma mais comum de abscessos
dentarios (Siqueira & Rbgas, 2013).

Em revisao de literatura, Gutmann et al. (2009) relataram que as alteragdes
periapicais agudas associadas a necrose pulpar sdo a periodontite apical aguda e o
abscesso apical agudo. De acordo com os autores, a periodontite apical aguda é
uma inflamagao apical, caracterizada por dor, necrose pulpar e sensibilidade a
percussao ou durante o ato de ocluir. O dente portador de abscesso apical agudo
apresenta-se com dor intensa espontanea e necrose pulpar. A presenca de edema
nao é mandatoria e, se presente, localiza-se na area muco-gengival ou em planos e
espacos fasciais. A dor a percussao vertical é intensa e o dente pode apresentar
graus variaveis de mobilidade.

O tratamento das infecgdes endoddnticas tem sido fundamentalmente
baseado na eliminagao inespecifica dos microrganismos intrarradiculares através da
terapia endodontica. Sob a perspectiva microbiolégica, o objetivo € causar
perturbagdes significativas no ecossistema, afetando comunidades microbianas e



comprometendo de algum modo a sua sobrevivéncia. Por exemplo, a erradicagao de
elementos-chave pode levar a um desastre ecoldgico para a comunidade. Esta
acabaria sucumbindo pela morte ou diminuicdo drastica dos membros restantes
(Siqueira & Régas, 2009).

O manejo clinico de uma infeccdo endoddntica aguda envolve
debridamento do sistema de canais radiculares e drenagem local, sempre que
possivel. Em situagdes especificas, os antibidticos podem ser prescritos como
medida complementar em casos onde ha envolvimento sistémico (manifestando
febre, mal-estar e linfadenopatia), comprometimento local amplo (celulite, edema
difuso, trismo) ou em pacientes que apresentam maior risco de infecgédo secundaria

resultante de bacteremia (Siqueira & Rogas, 2013).

O termo “antimicrobiano” é usado para produtos quimicos que sao
produzidos por bactérias e/ou antimicrobianos sintéticos produzidos num laboratério
que matam ou inibem o crescimento de bactérias (Davies & Davies, 2010). Para
Wannmacher & Ferreira (1999), a tomada de decisao quanto a indicagéo, selegao e
modo de administracdo de um antibiotico deve considerar: achados clinicos que
indiquem ou suportem o uso de antimicrobianos; agente causal da infecgao; grupo
de antimicrobiano a ser adotado; fatores do hospedeiro que indiquem regime
especial de prescricdo; via de prescri¢do; seguimento do tratamento; e, vantagens

na utilizagdo da associagao de antimicrobianos.

Considerando-se a natureza da infeccdo endodbntica aguda, prefere-se
empregar agentes antimicrobianos cujo espectro inclua as bactérias mais
frequentemente detectadas (Siqueira & Rogas, 2013). Entretanto, se ha multiplos
antimicrobianos capazes de eliminar os agentes da infecgédo, deve-se selecionar o
melhor deles, segundo eficacia e seguranga terapéuticas, comodidade de
administracao e menor custo (Wannmacher & Ferreira, 1999).

Flynn (2011) realizou uma revisdo sistematica para determinar quais
seriam os antibidticos de escolha para infecgdes odontogénicas e quanto tempo
deve durar o tratamento. De acordo com os resultados obtidos, o autor péde concluir
que os antibidticos beta-lactamicos tém um perfil de seguranga excelente, contando
que seja descartada a ocorréncia reagcdo alérgica por meio de historia médica
completa do paciente. Os custos da penicilina V e amoxicilina sdo baixos. A

amoxicilina é ligeiramente menos dispendiosa do que a penicilina V e o seu regime



posologico é mais confortavel, devido ao seu intervalo de dosagem mais longo. Em

situagbes em que se observa alergia a penicilina, a clindamicina substitui os

antibidticos beta-lactamicos como o farmaco de escolha, por razdes de seguranca.

A resisténcia microbiana a antibidticos tornou-se um dos principais
problemas de saude publica do século XXI. Ela ameaca a prevencao e o tratamento
efetivos de um numero cada vez maior de infecgdes causadas por bactérias,
parasitas, virus e fungos, uma vez que ndo sdo mais sensiveis aos medicamentos.
Ao longo dos ultimos anos, e em varios niveis, bactérias responsaveis por infecgcoes
usuais ou mesmo severas tém desenvolvido rapidamente resisténcia a antibidticos

que sao disponibilizados no mercado. (Prestinaci et al., 2015).

Em 2014, a Organizagao Mundial da Saude, indica em seu relatério que
altas taxas de resisténcia microbiana tém sido observadas em todo o mundo. Assim,
a OMS tem implementado medidas com o objetivo de desenvolver métodos
padronizados de pesquisa para a obtencdo de dados relativos a resisténcia a
antibiéticos em humanos. S&o incentivadas ainda estudos populacionais e de
impacto econémico, que envolvam especialmente colaboragcdo de centros de

pesquisa em diferentes locais. (WHO, 2014).

A resisténcia bacteriana aos antibiéticos pode ser classificada em natural
(intrinseca) ou adquirida (cromossdmica ou extracromossémica) (Silva, 2002). A
resisténcia natural € aquela inerente a célula bacteriana, independente de sua
exposi¢ao a um determinado antibidtico, determinada principalmente por dificuldade
de permeabilidade das superficies externas das células bacterianas. Ja a resisténcia
adquirida surge quando cepas originalmente sensiveis tornam-se resistentes apds a
exposicdo ao agente antimicrobiano, como resultado de uma alteracdo genética
determinada por mutacdes ou aquisicdo de plasmideos.

Para Roberts (2002), o desenvolvimento de resisténcia em bactérias se
deve a mutagbes cromossdmicas aleatérias, que levam a mudangas dos genes.
Estas alteragdes cromossémicas podem ser transferidas para as células-filhas,
durante a divisao celular, ou a outras bactérias, da mesma espécie ou estreitamente

relacionadas, por meio de transformacgao e/ou de transducao.

Recentemente, Moraes et al. (2015b) agruparam, em uma revisao

sistematica, estudos que avaliaram a presenca de genes relacionados a resisténcia



bacteriana a agentes antimicrobianos por meio de técnicas moleculares em saliva,
biofilme supragengival e canal radicular com infecgdo aguda. Trinta e trés diferentes
genes foram avaliados pelos estudos, estando associados a resisténcia aos beta-
lactdmicos, macrolideos, tetraciclina e vancomicina. Os genes blaTEM, cfxA, tetW,
tetM e ermC foram frequentemente detectados em amostras orais. Embora a
deteccdo de genes de resisténcia para antibioticos especificos nao signifique
necessariamente resisténcia aos antibidticos dos espécimes, indica um risco
potencial para a expresséo da proteina codificada. Este fato pode ser observado no
estudo de Montagner et al (2014). Os autores detectaram o gene cfxA/cfxA2,
associado a resisténcia a lactamicos em 2 de 26 isolados de infecgdes endoddnticas
agudas. Porém, apenas uma cepa havia expressado esse gene como determinado
através de métodos fenotipicos.

Lang et al. (2016) realizaram uma revisdo sistematica e meta-analise para
avaliar as taxas de resisténcia aos agentes antimicrobianos em estudos que
isolaram bactérias de infecgbes endodOnticas agudas de amostras clinicas. A
maioria dos isolados foi suscetivel aos agentes antimicrobianos que sé&o
frequentemente prescritos para o tratamento destas infecgbes. Contudo, havia uma
ampla variagdo das taxas de resisténcia entre eles, sendo que variagbes foram
observadas com o uso prévio ou nao de antimicrobianos. As taxas mais baixas de
resisténcia foram observadas para os antibiéticos amoxicilina + acido clavulanico e
amoxicilina. As tetraciclinas foram os antibiéticos aos quais as bactérias estudadas

demonstraram maiores taxas de resisténcia.

O uso de antibidticos parece alterar também as comunidades microbianas
em sitios saudaveis do paciente. Zaura et al. (2015) relataram os efeitos de
antibidticos amplamente prescritos (clindamicina, ciprofloxacina, amoxicilina e
minoxiclina) no microbioma oral e do intestino. As fezes e a saliva foram coletadas
imediatamente apos a exposicdo e 1, 2, 4 e 12 meses apds a administragao de
antibidticos ou placebo. O microbioma salivar mostrou-se significativamente mais
robusto, enquanto que os antibioticos afetaram negativamente o microbioma fecal.
Adicionalmente, a exposi¢cdo a diferentes antibiéticos aumentou a frequéncia de
genes associados a resisténcia. Portanto, individuos saudaveis, expostos a um
unico tratamento com antibidticos, sofrem consideraveis mudancas microbianas e

enriquecimento na resisténcia aos antibidticos nas fezes. A composicdo do



microbioma salivar permanece inesperadamente estavel apdés uma semana. Assim,
os autores salientam a necessidade da compreensdo dos mecanismos associados a
essa resiliéncia do microbioma oral, o que pode ser util no combate a disbiose

microbiana em outras partes do corpo.

Uma vez descritos os aspectos de diagnostico da necrose pulpar
associada as alteragdes apicais agudas, e as estratégias locais e sistémicas para o
seu tratamento, torna-se importante descrever a composi¢cao do microbioma oral e

das infecgbes endododnticas agudas, presentes no sistema de canais radiculares.

2.2. O Microbioma Oral e a Infec¢cao Endodontica Aguda

Cada organismo vive em constante interagdo com o meio ambiente. As
maiores e mais importantes interfaces entre o organismo humano e o meio ambiente
sao as superficies cobertas com células epiteliais, sendo que as mucosas
representam 300 m? de area e a pele representa 2 m? do corpo humano. Assim as
principais vias de acesso de microrganismos sdo as mucosas dos tratos
gastrointestinal, respiratorio e urogenital. As interagbes das células humanas com
microrganismos geralmente sao fisiologicas e resultam da participacdo ativa de
ambos. A coexisténcia evolucionaria permitiu tanto aos microrganismos quanto ao
sistema imune desenvolver mecanismos de diversificagdo e selecdo de suas

fungdes (Tlaskalova-Hogenova et al., 2004).

A partir de uma analise de sequéncias de acidos nucleicos, a classificagdo
filogenética dos individuos que constituem a vida no planeta Terra foi revista. Woese
et al. (1990) propbéem que se estabeleca um sistema formal de classificagdo dos
organismos em trés "dominios": Bacteria, Archaea, e Eukarya.

Considerando-se a abordagem filogenética, os dominios divergiram a partir
de um ancestral comum ou de uma comunidade de organismos. Na arvore da vida,
dois fatos sao importantes: (1) todos os procariotos nao exibem estreita relagao
flogenética e (2) as Archaea estdo mais estreitamente relacionadas a Eukarya do

que a Bacteria. Assim, a diversificagado evolutiva seguiu em duas direcbes: uma



linhagem correspondente a Bacteria e outra linhagem que divergiu em procariotos,
pertencentes ao dominio Archaea, e Eukarya, representando eucariotos (Madigan et
al., 2010).

A classificagcdo dos organismos é realizada por meio de aspectos
fenotipicos associados a caracterizagdo do material genético que esta
acondicionado na célula. Se o DNA dentro de uma célula ndo esta separado do
citoplasma, entdo essa célula € denominada de “procarioto”. Todos os procariotos
conhecidos, tais como bactérias e Archaea, sao unicelulares. Em contraste, se o
DNA ¢é separado do citoplasma pela membrana do nucleo, entdo essa célula é
“‘eucariota”. Alguns eucariotos, como amebas, s&o entidades de vida livre,
unicelulares. Outras células eucarioticas sao parte de organismos multicelulares. Por
exemplo, todas as plantas e animais sao feitos de células eucariéticas (Silhavy et al.,
2010). Integrantes do dominio Archaea se parecem com bactérias, pois s&o
unicelulares e compartiiham genes funcionais. Entretanto, Archaea também
compartiiham genes com eucariotos, além de ter muitos genes que s&o

completamente unicos. (Albers & Meyer, 2011).

Procariotos sdo ubiquos, diversos e muito abundante, com o numero total
em 4-6x10% células (Whitman et al., 1998). Isso representa uma fonte inesgotavel
de microrganismos que podem interagir com os seres humanos (Isenberg, 1988).

Embora a presenca de integrantes do dominio Archaea em humanos tenha
sido relatada, ela parece ser drasticamente subestimada em comparacdo com a alta
diversidade de taxons bacterianos. A partir de dados da literatura, Hugon et al.
(2015) compilaram informagdes relativas a todas as espécies de procariotos
cultivadas em amostras obtidas de diferentes ecossistemas de seres humanos,
independentemente de terem sido ou n&o validadas ou de terem uma nomenclatura
permanente. Foram listadas 2172 espécies, pertencentes a 12 diferentes filos do
Dominio Bacteria (predominantemente Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria e
Bacteroidetes) e um taxon do Dominio Archaea.

Representantes de Archaea podem colonizar nichos variados no corpo
humano, dispostos em comunidades complexas, especialmente nos intestinos e na
cavidade oral (Matarazzo et al., 2012). Considerando a diversidade genética, o
dominio Archaea inclui dois filos principais: Crenarchaeota (organismos dependentes
de enxofre) e Euryarchaeota. O filo Euryarchaeota ¢é composto por



Methanoarchaeota (Archaea produtoras de metano) e por haléfilos extremos
(Khelaifia & Drancourt, 2012). Os metanogénicos que habitam a microbiota humana
sdo de dificil cultivo e somente seis Methanoarchaea foram isolados
(Methanobrevibacter  smithii, M. oralis, M. arboriphilicus, M. millerae,
Methanomassilicoccus luminyensis e Methanosphaera stadtmanae). Em 2014, dois
halofilicos foram isolados de amostras de fezes (Haloferax alexandrinus e Haloferax
massiliensis) (Hugon et al., 2015). Embora sejam possivelmente simbiontes, os
metanogenos podem desempenhar um papel no estabelecimento de doengas da
mucosa, favorecendo o crescimento de certos grupos bacterianos (Matarazzo et al.,
2012).

Em recente revisédo, Horz (2015) sugere que existem linhagens de Archaea
ainda nao detectadas devido a limitagdes nos métodos de identificacdo, a pequena
concentragdo de células ou a baixa abundancia. Nao se sabe se esses organismos
sao meros transitorios ou membros importantes da chamada "biosfera rara",

desempenhando provavelmente fung¢des basicas dentro de um ecossistema.

Considerando-se a area de mucosas no trato gastrointestinal, a cavidade
oral € a primeira via de acesso de microrganismos ao corpo humano. A cavidade
oral humana contém uma série de diferentes habitat que sao passiveis de
colonizagdo por microrganismos, incluindo os dentes, sulco gengival, lingua,
bochechas, palato duro e mole e amigdalas. O microbioma oral humano pode ser
definido como todos os microrganismos que se encontram na cavidade oral humana
e as suas extensdes contiguas (Dewhirst et al., 2010). A cavidade oral abriga um
dos mais diversos microbiomas no corpo humano. Cerca de metade das
constituintes do microbioma oral ndo foram ainda cultivados. O uso de métodos
moleculares de diagndstico que foram recentemente desenvolvidos ampliou e
confirmou as informagdes acerca da composi¢cao e fungdo do microbioma oral nas

condi¢oes de saude e de doenga (Wade, 2013).

Em 2009, Zaura et al. avaliaram o perfil microbiano em diferentes nichos
que integram o microbioma oral de pacientes saudaveis por meio de
sequenciamento de alto rendimento. Os sitios estudados foram as superficies
dentarias, as bochechas, o palato duro, a lingua e a saliva. Os taxa dominantes
integram o dominio Bacteria e pertenceram aos filos Firmicutes (especialmente

pertencentes ao género Streptococcus), Proteobacteria (com predominancia de
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organismos do género Neisseria), Actinobacteria (géneros Corynebacterium, Rothia,
e  Actinomyces), Bacteroidetes (género  Prevotella, Capnocytophaga,
Porphyromonas) e Fusobacteria (género Fusobacterium). Observou-se que cada
amostra abrigava em média 266 unidades taxondmicas operacionais (OTUs) ao
nivel de espécie, com valores minimo de 123 OTUs e maximo de 326 OTUs. Ha
uma diferenga na composi¢cao microbiana de amostras obtidas de nichos em area de
mucosas daquelas coletados de superficies duras do dente. Os autores afirmaram
que as amostras colhidas da superficie dental abrigavam a maior diversidade de
espécies. Os resultados indicam que ha um nucleo de espécies comuns entre os
individuos (core microbiome), que correspondeu a 66% dos reads (ou leituras)
avaliados por meio de sequenciamento de alto rendimento. Assim, sugere-se que a
maior parte das sequéncias detectadas em individuos saudaveis € idéntica,
indicando que ha um nucleo de espécies comum que integram o microbioma da

cavidade oral em paciente saudaveis.

Em 2005, Rasiah et al. avaliaram estabilidade da comunidade bacteriana
na saliva de um individuo ao longo de 7 anos, e compararam com amostras de
saliva de 10 individuos diferentes. Observou-se uma relativa estabilidade da
comunidade bacteriana ao longo de 7 anos, demonstrando valores de concordancia
superiores a 87% entre elas. Ao se comparar as amostras do doador aquelas de
outros 10 participantes, havia uma maior concordéncia de composi¢do, proxima a
66%. Ao cultivarem amostras de biofilme supragengival dos individuos em
laboratorio, os pesquisadores sugerem que houve uma maior variabilidade entre os
individuos (52% concordancia), causado provavelmente pelo aumento na
diversidade de espécies detectadas com uma manuteng¢do da organizagao durante o
desenvolvimento da comunidade. Os resultados destacam que as condigdes
ecologicas estabelecidas na cavidade bucal foram mantidas ao longo de 7 anos no
ambiente bucal do doador de saliva. Deve-se considerar a possibilidade da
ocorréncia de flutuagdes transitérias na sua composicdo, mas que parecem retornar

a um padrao.

Ao caracterizar os perfis microbianos em amostras de saliva, de placa
supragengival e mucosa de voluntarios saudaveis em diferentes idades e estagios
de denticdo, Xu et al (2015), sugerem que a cavidade oral de um mesmo individuo &
um sistema ecolégico altamente heterogéneo. Esses nichos distintos abrigam
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comunidades microbianas significativamente diferentes, as quais demonstraram
variagdo na estrutura filogenética microbiana com o envelhecimento. Além disso,
apenas alguns taxons estavam presentes em todas as populagdes, indicando que a
idade e o nicho oral sédo fatores que devem ser considerados na estruturagcéo do

nucleo comum do microbioma oral.

Ao avaliarem a composicdo microbiana de diferentes nichos da cavidade
bucal, Simén-Soro et al (2013) indicaram ainda que existem diferengas
consideraveis na estrutura das comunidades bacterianas, mesmo em areas
diferentes em um mesmo nicho, tais como as faces vestibular ou lingual da coroa

dentaria.

Os biofilmes orais sdo caracterizados como comunidades microbianas
tridimensionais aderidas a uma superficie solida como o esmalte dental, a superficie
radicular, ou implantes, que estao envolvidos por uma matriz de polissacarideos
(Wood et al., 2000; Socransky & Haffajee, 2002).

Zijnge et al. (2010) avaliaram a arquitetura e dindmica de formacao de
biofilmes supragengivais em amostras de dentes extraidos, por meio de FISH
(fluorescence in situ hybridization). A estrutura do biofilme apresenta duas camadas,
sendo que a primeira camada basal esta aderida a superficie dental e a segunda
camada € heterogénea e composta por diversos microrganismos. Diferentes padrdes
de colonizagao foram observados nas amostras: a) células de Actinomyces aderidas
de forma perpendicular a superficie dental; b) mistura de Actinomyces sp. e cadeias
de cocos, com orientagéo perpendicular a superficie dental; c) bactérias filamentosas,
estreptococos e fungos; e, d) biofime com predominancia de estreptococos
crescendo proximos a Lactobacillus spp.

Recentes estudos indicam que a composicdo microbiana no biofilme
supragengival parece ser complexa, uma vez que é€ influenciada por fatores
individuais, e depende do momento de maturagcdo em que o biofilme se encontra.
Quando se considera a possibilidade de comparagdo entre comunidades
microbianas dos biofilmes supragengivais de diferentes individuos, o método de

estudo e de analise dos dados pode influenciar o resultado.

Heller et al (2016) caracterizaram as flutuagbes encontradas em biofilmes
supregengivais formados 0, 2, 4 e 6 horas apos remogéao profissional, em individuos
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saudaveis. Ao empregar o método HOMIM (Human Oral Microbe Identification
Microarray) que dispunha de 407 sondas diferentes, os autores observaram a
presenca de 92 espécies, sendo Streptococcus spp os mais frequentemente
detectados em todos os momentos. Altas taxas de detec¢do foram observadas para
Haemophilus parainfluenzae, Gemella haemolysans, Slackia exigua, e Rothia spp.
Flutuagbes em sua abundéancia foram observadas para Streptococcus anginosus,
Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis bv. 2, Streptococcus oralis,
Streptococcus cluster, Gemella haemolysans, e Stenotrophomonas maltophilia.

Utter et al. (2016) analisaram dados ja publicados para comparar a
dindmica do microbioma quanto a sua individualidade, estabilidade e variabilidade
ao longo do tempo em amostras de biofilme supragengival coletadas em pacientes
chineses ou ocidentais. Quando os autores consideraram o nivel taxonémico
“género”, cerca de 40 géneros eram compartilhados entre os bancos de dados e
correspondiam a grande maioria dos reads. Aproximadamente 17 géneros de
bactérias estavam presentes em cada individuo, nos diferentes momentos de coleta.
A abundancia relativa média se mantinha estavel ao longo do tempo para amostras
de um mesmo individuo. Ao serem comparadas amostras de diferentes pacientes,
observou-se que a abundancia de espécies de géneros bacterianos permanecia
estaveis entre eles para alguns géneros (tais como Fusobacterium), enquanto que
havia variagbes para outros géneros (tais como Prevotella e Neisseria). Ao
empregarem um método de analise de dados mais especifico (Minimum Entropy
Decomposition), os autores relatam que ha uma maior distingdo entre os perfis
microbianos em cada individuo do que havia sido observado na analise prévia,
indicando que cada paciente pode ter uma impressao digital relacionada ao seu
microbioma. Ao longo do tempo, n&o houve variagao significativa na proporgéo dos

constituintes de cada grupo microbiano em um mesmo paciente.

O surgimento de doengas na cavidade bucal que estdo associadas ao
biofilme supragengival em um sitio deve ser considerado a partir da perspectiva de
uma ruptura nos mecanismos de homeostase que sido responsaveis pela
manutencdo de uma relagdo benéfica entre o microbioma residente e o hospedeiro
(Marsh, 2010).

A carie dental € uma doencga crbnica de progressao lenta na maioria dos

individuos, sendo raramente autolimitante e podendo levar a destruicido dos tecidos
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dentarios. Fatores microbianos, genéticos, imunolégicos, comportamentais e
ambientais, interagem para contribuir com seu inicio e desenvolvimento (Takahashi
& Nyvad, 2008). Do ponto de vista bioquimico, diversos processos metabdlicos
ocorrem no biofilme dental como resultado da atividade microbiana. Isto produz
rapidas alteragbes no pH da placa, tanto na presenca quanto na auséncia de
nutrientes. Assim, as superficies higidas ou cariadas dos dentes que s&o cobertas
por um biofilme podem sofrer breves perdas ou ganhos de mineral, dependendo do
estado metabdlico dos microrganismos (Newman et al., 1979). A medida que a carie
dentaria progride em dire¢do ao 6rgéo pulpar, instalam-se processos inflamatorios
com intensidades proporcionais. Ricucci et al (2014) demonstraram que em lesdes
de carie extensas e profundas, mesmo sem direta exposicdo do tecido aos
microrganismos, a polpa é acometida por um processo inflamatorio intenso, que nao

€ passivel de resolucido apdés medidas de tratamento conservador.

Rocas et al (2016) avaliaram a composi¢cao microbiana, em lesdes de carie
profundas, que atingiam a polpa, e que estavam associadas a pulpite irreversivel
sintomatica. O método empregado foi a plataforma lllumina MiSeq. Estavam
presentes 14 filos e 101 géneros compostos, por 706 OTUs diferentes. Os filos
Firmicutes, Actinobacteria e Proteobacteria constituiram 98% das sequéncias
descritas. Quanto aos géneros, Lactobacillus foi responsavel por 42,3% das
sequéncias, seguido por Olsenella (13,7%), Pseudoramibacter (10,7%) e
Streptococcus (5,5%). Metade das amostras foi fortemente dominada por
Lactobacillus. Nas demais, os lactobacilos estavam em abundancia muito baixa e os
géneros mais dominantes foram Pseudoramibacter, Olsenella, Streptococcus e
Stenotrophomonas. A alta diversidade bacteriana ocorreu em lesées profundas de
carie dentinaria associadas a pulpite sintomatica irreversivel. Com excecdo das
especies de Lactobacillus, a maioria dos taxa bacterianos altamente prevalentes e
abundantes identificados neste estudo tém sido comumente detectados em canais
radiculares infectados. Os taxons detectados podem ser os pioneiros na invasao da
polpa para iniciar a infecgdo endodéntica.

Em estudo classico, Kakehashi et al (1965) demonstraram que o acesso de
microrganismos ao interior da cavidade pulpar de ratos, por meio de exposi¢cao
intencional, foi capaz de gerar necrose pulpar e alteragdo nos tecidos periapicais.
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De acordo com Haapasalo (1993), o canal radicular que contém polpa
necrotica € passivel de infecgdo, uma vez que o sistema imune do hospedeiro néo
consegue atuar em seu interior de forma efetiva, garantindo a protecdo dos
componentes das comunidades microbianas que o colonizam. Os microrganismos
estdo dispostos na luz do canal radicular e aderidos as paredes de dentina,
colonizando os acidentes anatdbmicos presentes no sistema de canais radiculares e

irregularidades (Nair, 1987).

O habitat natural dos microrganismos que estdo presentes nas infecgdes
endodonticas é a cavidade bucal. Entretanto, a singularidade do microambiente
presente no interior do sistema de canais radiculares pode permitir que mesmo
especies transitorias, que nao se estabelecem na boca, possam coloniza-lo. Assim,
diferengas de concentragdo de oxigénio e de nutrientes fazem com que espécies
microbianas que estdo na cavidade bucal possam ter seu potencial de colonizagéo
estimulado ou reduzido. Ozok et al. (2012) avaliaram as comunidades microbianas
presentes em diferentes regides do canal radicular infectado. O tergo apical parece
ser um nicho ecolégico distinto, pois ha uma microbiota mais diversa, composta por
microrganismos anaerobios estritos. Ja o tergco coronario abriga uma maior

quantidade de microrganismos facultativos.

A infecgdo endodbntica aguda é causada por uma comunidade microbiana
altamente virulenta, associada a presenca de espécies virulentas ou a ocorréncia de
sinergismo entre as espécies (Siqueira & Régas, 2009). Em infecgbes endoddnticas
agudas, as células microbianas encontram-se preferencialmente em estado
planctdnico, ou seja, dispersas na luz do canal radicular. Estes microrganismos
apresentam elevada capacidade de invasao tecidual, que é favorecida pela reduzida
resposta do hospedeiro a agresséo (Siqueira & Régas, 2009). A carga de
microrganismos viaveis e o conteudo de alguns fatores de viruléncia, tais como
endotoxinas, € maior que aqueles observados em infeccbes endoddnticas crdnicas
(Jacinto et al., 2005).

As interagcbes bacterianas parecem ter papel decisivo para que estejam
presentes os sinais e sintomas clinicos associados as infecgdes endoddnticas
agudas. Estas interagcdes parecem ser complexas e ocorrer entre multiplas espécies,
caracterizando-se por associagbes positivas ou mesmo negativas (Gomes et al.,

1994). Montagner et al (2010) sugeriram que ha uma grande variabilidade
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interindividual na composicdo e estrutura das comunidades microbianas em
infeccbes endodbnticas agudas, indicando que a sua etiologia € diferente. Cada
paciente apresenta uma comunidade microbiana especifica, que € capaz de originar

uma doenga com 0s mesmos sinais e sintomas clinicos.

As infecgbes endodonticas agudas s&o caracterizadas pela presencga
concomitante de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares e nos
tecidos periapicais. De acordo com Siqueira & Rogas (2013), as espécies
bacterianas encontradas pertencem a sete diferentes filos: Firmicutes (géneros
Streptococcus, Dialister, Filifactor e Pseudoramibacter), Bacteroidetes (géneros
Porphyromonas, Prevotella e Tannerella), Fusobacteria (géneros Fusobacterium e
Leptotrichia), Actinobacteria (géneros Actinomyces e  Propionibacterium),
Spirochaetes (género Treponema), Synergistetes (género Pyramidobacter e alguns
filotipos ainda nao-cultivados), e Proteobacteria (géneros Campylobacter e
Eikenella). Independentemente do método de avaliagéo, observa-se um predominio
de OTUs pertencentes aos filos Firmicutes e Bacteroidetes, correspondendo a 70%
das espécies. Por meio de analise de clones e sequenciamento, Ndébrega et al
(2016) observaram ainda a presenga de OTUs pertencentes ao filo Deinococcus-
Thermus em infecgbes agudas. Bactérias do género Deinococcus haviam sido
previamente identificadas em amostras de estdbmago humano e em infecgbes
endodébnticas cronicas, sugerindo a presenga de um oitavo filo que possa participar

de infecgdes agudas.

A presenga de bactérias tem sido relatada em infecgdes no sistema de
canais radiculares desde Miller (1894). Recentemente, estudos avaliaram a
presenca de procariotos extremofilos do Dominio Archaea em infecgdes no sistema

de canais radiculares.

Siqueira et al. (2005) avaliaram a presenga de Archaea em 96 amostras de
infecgdes intrarradiculares primarias cronicas ou agudas, e também em infecgbes
intrarradiculares secundarias/persistentes. Foram empregadas sondas de DNA
universais para os dominios Bacteria e Archaea. Embora as bactérias estivessem

presentes em todas as amostras, em nenhum caso foi detectado DNA de Archaea.

Considerando que alguns integrantes do Dominio Archaea s&o
encontrados em conjunto com bactérias anaerdbias no sistema intestinal humano e

nas bolsas periodontais, o objetivo do estudo de Vianna et al. (2005) foi avaliar a
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presenca de representantes do dominio Archaea em infecgbes endoddnticas
humanas. Amostras de 20 dentes unirradiculares portadores de infecgdes primarias
assintomaticas foram avaliadas por meio de PCR quantitativo em tempo real. O
produto da reagdo das amostras positivas foi sequenciado. Os resultados
demonstraram que a comunidade Archaea era dominada pelo filotipo
Methanobrevibacter oralis-like. Os componentes do Dominio Archaea representaram
até 2,5% da comunidade procariotica total. Este achado demonstrou que Archaea
podem estar intimamente relacionada com doencas infecciosas. O percentual
relativo de sua presenca suporta a hipétese de que os membros do dominio Archaea
podem ter um papel como patégenos humanos.

Vickerman et al. (2007) realizaram a andlise filogenética bacteriana e de
Archaea de comunidades polimicrobianas em canais radiculares infectados de 20
pacientes sintomaticos e 14 assintomaticos. Por meio de PCR gene especifico para
o Dominio Archaea, foram obtidos aplicons em apenas duas amostras de canais
radiculares, sendo uma associada a sintomatologia dolorosa espontanea e a outra
nao. Apos a purificagcdo e analise por meio de clonagem e sequenciamento, as
sequéncias demonstraram ser 100% idénticas aquelas depositadas no GenBank por
Lepp et al. (2004) e por Vianna et al (2006), representando o género (possivelmente
da espécie Methanobrevibacter oralis).

Jiang et al. (2009) investigaram a presenca de bactérias e Archaea em
infecgdes endoddnticas primarias e secundarias, por meio de PCR quantitativo em
tempo real. Foram estudadas 77 amostras de canais radiculares de 77 pacientes
chineses, 42 com infecgado primaria e 35 com infecgcdo secundaria. A frequéncia
absoluta da detecgao de bactérias em infecgbes primarias foi de 39/42 (93%) e em
30/35 (86%) dos casos de infeccdo secundaria. Integrantes do dominio Archaea
estiveram presentes em 16/42 (38%) de amostras de infec¢des primarias e em 6/35
(17%) de infecgdes secundérias. Integrantes de ambos os dominios foram
encontrados em 73% e 45% dos casos de infecgdes endodbnticas primarias e
secundarias, respectivamente. Este estudo confirmou a presenca de Archaea em
infecgdes endoddnticas e as associou a presenga de sintomas clinicos. Os autores
indicam que novos estudos devem ser conduzidos para que esta associagdo seja

mais bem compreendida.
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Os diferentes nichos e ecossistemas que constituem a cavidade bucal, seja
em condi¢cdes de saude ou de doenga, apresentam caracteristicas unicas. Como
demonstrado anteriormente, este ecossistema é a fonte de microrganismos para as
infecgcbes dentais, sejam elas associadas aos tecidos duros do dente e as estruturas
de suporte. Amostras de saliva, biofilme supragengival e do canal radicular apos a
necrose pulpar abrigam um microbioma complexo que tem sido avaliado por meio de

técnicas classicas e modernas de identificagao.

Embora o cultivo microbiano tenha permitido o isolamento e caracterizacéo
fenotipica das cepas, os métodos moleculares de diagndstico expandiram e
confirmaram os seus achados. Métodos moleculares como PCR, Nested-PCR,
Multiplex-PCR e PCR em Tempo Real permitiram a detecgdo e a quantificacdo de
microrganismos cultivaveis, de dificil e ainda nao-cultivados (Siqueira & R&gas,
2005). O aspecto polimicrobiano das infec¢des endoddnticas aventou a necessidade
da introducdo de técnicas qualitativas e quantitativas de ampla detecgao tais como
hibridizagdo DNA-DNA, eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo, e
analise de fragmentos terminais de restricdo (Siqueira & Robégas, 2005).
Recentemente, a adogcao de técnicas de ampla caracterizagdo do microbioma,
associados a métodos robustos para compilacao de dados ampliou a compreensao
da dinamica das comunidades microbianas presentes no ecossistema oral com uma
profundidade nunca vista (Zaura, 2012). Ao se utilizar de métodos que nao
dependem de cultivo, a metagendémica busca avaliar de forma integrada a presenca
de espécies abundantes, pouco abundantes, cultivadas e ainda n&o cultivadas,
permitindo determinar as propriedades destes individuos em comunidades
microbianas (Riesenfeld et al., 2004; DelLong, 2002). Considerando-se estes
aspectos, € necessario descrever as principais caracteristicas dessas técnicas, a
sua aplicacdo para a analise de amostras provenientes de sitios do microbioma oral

e seus resultados.

2.3. Técnicas de Sequenciamento de Alto Rendimento: Conceitos e Achados

Com a introducdo da técnica de sequenciamento de Sanger (1977), foi

possivel desvendar o primeiro genoma completo de um organismo. O seu
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aprimoramento permitiu uma reducéo dos custos e também um aumento no numero
e diversidade de genomas caracterizados. Modificagdes na técnica maximizam o
numero de nucleotideos sequenciados, reduzindo o tempo e gerando riqueza de
dados que permitem a compreensao de fenotipos cada vez mais complexos (Zhang
etal., 2011).

As tecnologias de sequenciamento de nova geragédo (Next-generation
sequencing) ou de sequenciamento de alto rendimento (SAR) empregam
plataformas que permitem a analise de milhares a milhdes de moléculas de DNA
simultaneamente. Estas ferramentas estdo revolucionando diversas areas da saude
humana, podendo ser empregadas para produ¢cdo de medicamentos personalizados,
diagndstico de doengas genéticas e diagndsticos clinicos. O sequenciamento
automatizado de DNA incorporou conceitos de quimica, engenharia, software e
biologia molecular. Utilizam como base os conceitos de sequenciamento de Sanger

e os expandiram, executando tarefas antes incompreensiveis (Mardis, 2013).

As técnicas atuais de SAR utilizam artificios para executar milhdes de
reacbes de sequenciamento em uma superficie soélida. Ao contrario do
sequenciamento convencional de Sanger, que |é a sequéncia apds a sintese do
DNA, o SAR detecta as sequéncias enquanto sintetiza DNA. O SAR consiste
normalmente em dois passos: 1) gerar grupos de moléculas de DNA de cadeia
simples idénticas em pequenos pog¢os na superficie de célula de fluxo ou em
microesferas por amplificacdo por PCR; 2) detectar os sinais emitidos a partir de
cada cluster enquanto adiciona nucleotideos. Embora o primeiro passo seja crucial
para que as plataformas de SAR amplifiquem os sinais de cada adicdo de
nucleotideos em um nivel detectavel, existem tecnologias ja disponiveis para
contornar a etapa de agrupamento ao atingir sensibilidade suficientemente alta para
detectar reagdes moleculares unicas. Cada abordagem de sequenciamento tem

beneficios e inconvenientes (Shin et al., 2014).

O primeiro instrumento SAR desenvolvido foi a 454 Life Sciences
sequencing systems da Roche (http://454.com), e utiliza o principio do
pirosequenciamento (Margulies et al.,, 2005). Trata-se de um método de
sequenciamento por sintese. O protocolo consiste em ligar os fragmentos de DNA
em microesferas individuais em gotas aquosas separadas feitas através da criagéo
de uma reagcdo de PCR em emulsdo de oleo. As goticulas atuam como
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microrreatores separados em que sao realizadas amplificacdes de DNA paralelas.
Apos a PCR, a emulsédo € rompida para libertar as microesferas com o molde de
DNA amplificado, que serdo carregadas em uma placa plana com multiplos pogos
utilizados como pequenos tubos de ensaio (PicoTiterPlate) contendo reagentes para
o sequenciamento. Em cada ciclo, cada dNTP incorporado numa cadeia, ocorre uma
cascata enzimatica, resultando em um sinal de bioluminescéncia. Cada emisséo de
luz, detectada por uma camara de dispositivo de carga acoplada (CCD), pode ser
atribuida a incorporagcao de um ou mais dNTPs idénticos em cada microesfera. As

imagens séo processadas para produzir a informacéo da sequéncia.

Outro método de sequenciamento por sintese é a plataforma Illumina,
comumente referida também como 'Solexa'. Ele tem suas origens no trabalho de
Turcatti e colaboradores (Fedurco et al., 2006; Turcatti et al., 2008) e da fusao de
quatro empresas: Solexa (Essex, Reino Unido), Lynx Therapeutics (Hayward, CA,

EUA), Manteia Predictive Medicine (Coinsins , Suica) e lllumina.

lllumina emprega nucleotideos com terminagao reversivel e marcados com
diferentes fluoroforos. A técnica consiste, inicialmente, em fragmentar aleatoriamente
o DNA. Cada fragmento recebe dois tipos diferentes de adaptadores. Em seguida,
os fragmentos sdo separados e fixados a uma superficie denominada flow cell. Esta
superficie possui diversas lanes. Cada lane é revestida com dois tipos de
oligonucleotideos que s&o complementares aos adaptadores presentes em cada
fragmento. As sequéncias sao amplificadas por meio da chamada “bridge
amplification” PCR. O fragmento fixado na placa dobra-se e liga-se ao segundo tipo
de oligonucleotideo fixo na placa. A polimerase gera uma fita complementar,
formando uma “ponte” de fita dupla. A ponte € desnaturada, o que resulta em duas
fitas simples. Esse processo é repetido diversas vezes, formando milhares de copias
em diversos clusters. Depois que os clusters estdo formados, o sequenciamento por
sintese ¢€ iniciado. Nesse método, a cada ciclo, quatro nucleotideos fluorescentes
competem para serem adicionados a cadeia que esta sendo formada, mas apenas
um nucleotideo é incorporado de acordo com a sequéncia do molde. Depois da
adicdo de cada nucleotideo, os clusters sdo excitados por uma fonte de luz e um
sinal fluorescente é emitido e capturado por uma camera CCD (Charged-Coupled
Device). O numero de ciclos determina o comprimento da leitura (ou read). O
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comprimento da onda e a intensidade do sinal determinam a base que foi
incorporada. (Adessi et al., 2000; Fedurco et al., 2006).

Outra caracteristica do sequenciador lllumina é a possibilidade de escolher
entre sequenciamento single-end (SE) ou paired-end (PE). Para realizar o
sequenciamento, o DNA é fragmentado e em seguida ligado a adaptadores. Se o
sequenciamento for SE, significa que apenas uma extremidade do fragmento sera
sequenciado. Mas se for PE, as duas extremidades do mesmo fragmento s&o
sequenciadas, originando dois reads. A lllumina possui diversos modelos de
sequenciadores capazes de produzir uma quantidade variavel de reads. O tamanho
dos reads varia entre 50 bp (SE) até 2 x 250 bp (PE) e é possivel produzir de 1 até
150 milhdes de reads, em um tempo que varia de 6 horas até 12 dias.

Estudos utilizando essas tecnologias de sequenciamento de alto
rendimento em amostras de canais radiculares com infecgdo aguda foram

agrupados na Tabela 1.



. Estudos que utilizaram SAR para caracterizagéo de infec¢gdes endoddnticas agudas.

Objetivo(s) Metodologia

Resultados

Concl

Investigar a diversidade
bacteriana nas infecgoes
endodoénticas e por meio de
SAR comparar os resultados
com sequenciamento de
Sanger

Pirossequenciamento e

Sequenciamento de Sanger

a) Sanger e a pirossequenciamento produziram 8 x 13
filos, 10 x 22 classes, 11 x 43 ordens, 20 x 97 familias e
25 x 179 géneros, respectivamente.

b) pirossequenciamento: filos mais abundantes:
Bacteroidetes (59.44%), Firmicutes (19.92%),
Actinobacteria (4.79%), Fusobacteria (3.49%),
Proteobacteria (3.18%)

c) Géneros mais abundantes: Prevotella, Tannerella,
Parvimonas, Fusobacterium e Porphyromonas.

Pirosequenciame
avaliar a preseng
com baixa abund
radiculares infect
diversidade bacte
microflora endod:
anteriormente inz

Comparar a microbiota de
dentes com infecgéo
endodéntica aguda e
cronica.

Pirossequenciamento

a) Filos mais frequentes nas infec¢des agudas:
Firmicutes (52%/59%), Fusobacteria (17%);
Bacteroidetes (13%); crénico: Firmicutes (59%),
Fusobacteria (14%); Actinobacteria (10%).

b) Géneros mais abundantes agudo: Fusobacterium e
Parvimonas. Crénico: Phocaeicola (12.5%), Eubacterium
(12%) e Pseudoramibacter (10%).

c¢) Os indices de diversidade e riqueza revelaram que as
infeccbes agudas eram mais diversas do que as
infecgdes cronicas.

Houve alta variag
nas comunidades
Muitas amostras
agrupar de acord
infeccdo (aguda «

Analisar amostras da
cavidade oral, canal
radicular infectado e
abscesso periapical para
estudar a transformacgéo da
microbiota da saude a
doencga

Pirossequenciamento

a) A diversidade microbiana no canal radicular e nas
amostras abscesso foram significativamente menores do
que nas amostras orais.

b) Streptococcus foi o género mais abundante na
cavidade oral enquanto que Prevotella e Fusobacterium
foram mais abundantes em amostras de canal radicular e
abscesso.

As estruturas da
microbiota de am
radicular e absce
semelhantes entr
comparadas a mi
cavidade bucal.

Ul v

Investigar a composicao e
diversidade da populagao
bacteriana que habitam
ambas as infecgdes
endodénticas primarias,
persistentes, sintomaticos e
assintomaticos.

Pirossequenciamento

a) Infecgbes primarias:

- em média 10 filos, 50 géneros e 112 filotipos de
espécies por amostra;

- maior diversidade em infecgdes sintomaticas do que em
assintomaticas.

b) Infecgdes persistentes:

- 12 filos, 80 géneros e 162 filotipos.

- menor diversidade em infec¢des assintomaticas que
sintomaticas

c) Bacteroidetes foi o filo mais abundante em ambos os
grupos.

Ha uma elevada
bacteriana nas in
endododnticas. St
infecgdes persist
comunidades bac
diversas do que i
primarias.
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Com o advento do SAR, os pesquisadores tém agora as ferramentas que
permitem a caracterizagdo do perfil dos microbiomas e metagenomas em amplitude
sem precedentes. As principais vantagens dos SAR s&o o alto rendimento e o fato
de que ndo ha a necessidade de direcionamento para deteccdo de taxa especificos.
As analises de comunidades baseadas nos principios da ecologia permitirdo aos
pesquisadores compreender os mecanismos que favorecem a estabilidade ou o

desequilibrio do microbioma (Zaura, 2012).

Considerando a complexidade do microbioma oral, conforme descrito por
técnicas de sequenciamento de alto rendimento, torna-se importante avaliar as
modificagdes ocasionadas por antibiéticos na composicdo microbiana e fatores de
viruléncia de procariotos em saliva, biofilme supragengival e canal radicular com

infeccbes endododnticas agudas.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi compreender o efeito do uso

prévio de agentes antimicrobianos na diversidade e a estrutura do microbioma

procariotico de saliva, biofilme supragengival e canal radicular de dentes com

infeccdo endoddntica aguda.

Os objetivos especificos foram:

determinar a composi¢cao das comunidades procarioticas em amostras de
saliva, biofilme supragengival e canal radicular de dentes com infecg&o
endoddntica aguda por meio de sequenciamento de alto rendimento,

guando do uso ou ndo de agente antimicrobiano prévio;

Comparar parametros de diversidade intra-amostra (alfa-diversidade) em
saliva, biofilme supragengival e canal radicular, considerando-se o uso ou

ndo de agente antimicrobiano;

Comparar a diversidade inter-amostras (beta-diversidade) de diferentes

ecossistemas, considerando-se o uso ou nao de agente antimicrobiano;

Detectar a presenga de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos
em amostras de saliva, biofilme supragengival e canal radicular, quando

do uso ou ndo de agente antimicrobiano prévio a consulta; e,

Estabelecer a relacdo de similaridade entre os perfis da presenca de
genes de resisténcia em amostras de saliva, biofilme supragengival e
canal radicular por meio do método de Analise de Agrupamento,

considerando o uso ou ndo de agente antimicrobiano prévio a consulta.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa em
Odontologia (COMPESQ-ODO) da Faculdade de Odontologia da UFRGS e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
conforme emenda com Protocolo de Aprovacdo CAAE 08375712.1.0000.5347
(Apéndice 1). As amostras avaliadas neste estudo constituiram parte das amostras
avaliadas no estudo de Moraes et al. (2015a) para a determinagédo da presenga de
espécies de Prevotella spp. e da presenca do gene cfxA/cfxA2.

O estudo foi desenvolvido na Clinica de Especializagdo em Endodontia,
no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Oral da Faculdade de Odontologia da
UFRGS, no Laboratorio de Patologia da UFRGS e em parceria com o Laboratorio
Helixxa (Paulinia, SP, Brasil).

41 Selecao dos Participantes

De acordo com a literatura revisada, o numero amostral de estudos que
avaliaram pacientes com infecgbes endodénticas primarias variou entre n=7 (Li et al.
2010) a n=12 (Tzanetakis et al. 2015). Desta forma, foram selecionados para este
estudo 12 pacientes adultos (> 18 anos) que compareceram ao setor de Clinica
Odontolégica da Faculdade de Odontologia, da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Estes pacientes foram divididos em dois grupos, de acordo com os critérios
de inclus&o abaixo descritos:

a) GRUPO | - integraram este grupo seis individuos que: nao tinham
patologias de ordem sistémica tais como imunossupressao ou diabetes;
nao utilizaram medicamentos de forma crénica; n&o utilizaram
antimicrobianos num periodo anterior minimo de trés meses; n&do eram
portadores de préteses parciais removiveis ou protese total; e,

apresentavam-se com dentes com necrose pulpar, abscesso apical
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agudo associado e com profundidade de sondagem periodontal menor
ou igual a 3 mm.

b) GRUPO Il — integraram este grupo seis individuos que: nao tinham
patologias de ordem sistémica tais como imunossupressao ou diabetes;
nao utilizaram medicamentos de forma crénica; utilizaram
antimicrobianos antes do atendimento de urgéncia odontoldgica; n&o
eram portadores de proteses parciais removiveis ou protese total; e,
apresentavam-se com dentes com necrose pulpar, abscesso apical
agudo associado e com profundidade de sondagem periodontal menor

ou igual a 3 mm.

Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido elaborado de acordo com as normas da Comissdo de Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e do
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul antes
de participar da pesquisa.

Em ficha clinica desenvolvida para o estudo foram anotados, para cada
individuo: idade, sexo, presengca de patologia que indique comprometimento
sistémico, condig&o pulpar, natureza da dor, profundidade da sondagem periodontal,
mobilidade, sensibilidade a percussao horizontal e vertical, sensibilidade a palpacao
periapical, presenca de edema dos tecidos apicais, histdria de antibioticoterapia
prévia ou outra medicacdo e os achados radiograficos detectados na radiografia
periapical de diagnostico, obtida a partir da area em que a patologia se encontrava
situada. Foram anotados os aspectos fisicos do canal durante a coleta das amostras,
tais como canal seco, presenga de exsudato claro, purulento ou hemorragico do
canal radicular. Os aspectos clinicos do dente envolvido, tais como presenca ou nao

de caries e restauracdes foram também registrados.

A participagao do individuo na pesquisa foi impossibilitada quando n&o foi
possivel realizar isolamento absoluto do campo operatério, introduzir o cone de
papel no canal radicular até as proximidades do comprimento aparente do dente na
radiografia, ou nos casos em que houve exposi¢cédo direta da camara pulpar ou do

canal radicular ao meio bucal.
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4.2 Coleta das Amostras

Os métodos empregados foram descritos anteriormente por Rdogas et al.
(2006), Riggio et al. (2007), Montagner (2010), Papapostolou et al. (2011),
Sreenivasan et al. (2011).

4.2.1 Coleta de Saliva

A saliva nao-estimulada foi coletada em um tubo plastico do tipo
Eppendorf previamente esterilizado, por 1 minuto (Papapostolou et al., 2011;
Sreenivasan et al., 2011). Foram atribuidos cédigos as amostras e as mesmas foram

armazenadas em freezer, a -20°C.

4.2.2 Coleta de Biofilme Supragengival

Os sitios selecionados para a coleta foram isolados com roletes de
algodéo e levemente secos com jatos de ar. O biofilme supragengival foi coletado da
coroa do elemento dental envolvido com a patologia endodéntica. Foram utilizados
micropincéis esterilizados (DENTSPLY-Caulk, Milford, DE, USA), que foram
imediatamente acondicionados em tubos plasticos do tipo “Eppendorf” esterilizados.
Foram atribuidos cédigos as amostras e as mesmas foram armazenadas em freezer,
a -20°C. (Papapostolou et al., 2011)

4.2.3 Canal Radicular

Para a coleta da amostra do canal radicular, a regido do elemento dental
envolvido foi anestesiada localmente. Todos os contaminantes coronarios tais como
caries e restauragcbes defeituosas foram removidos. O dente envolvido recebeu

polimento coronario e foi isolado com lengol de borracha. A seguir, se aplicou o
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selador de interfaces cianoacrilato (Super Bonder, Loctite, Sdo Paulo, Sao Paulo,

Brasil) para evitar infiltragéo de saliva e fluido gengival.

A antissepsia do campo operatério foi realizada com swabs esterilizados
umedecidos inicialmente com agua oxigenada 30 v/v, e depois com solugéo de
hipoclorito de sddio 5,25% por 30 segundos cada. A neutralizagdo destes compostos
foi realizada com solugéo de tiossulfato de sodio 5% estéril (Mdller, 1966). Amostras-
controle foram coletadas do campo operatério para verificar a efetividade da
desinfeccdo do mesmo, através de controle negativo por PCR do gene universal 16S
rRNA.

Com a interrupgdo do fornecimento de agua proveniente do equipo, a
irrigac&o direcionada a ponta diamantada esférica estéril empregada em alta rotagao
foi realizada com soro fisiologico estéril. Apds a confec¢cdo da cavidade de acesso
com pontas diamantadas sem extremidade ativa, obteve-se completo acesso ao
canal radicular. As amostras dos canais radiculares foram coletadas utilizando trés
cones de papel esterilizados de calibre 20 (Dentsply, Petrépolis, Rio de Janeiro). Em

casos de dentes multirradiculares, as amostras foram coletadas do canal mais amplo.

Os cones de papel foram introduzidos préximo ao comprimento total do
canal radicular determinado na radiografia pré-operatoria, permanecendo em
posicao por 1 minuto. Quando os canais radiculares estavam secos, os mesmos
foram umedecidos com soro fisiologico. Ao serem retirados do canal, os cones foram
introduzidos sequencialmente em tubos plasticos do tipo “Eppendorf’. Foram
atribuidos codigos as amostras e as mesmas foram armazenadas em freezer, a -
20°C.

ApoOs a coleta das amostras dos canais radiculares, foi concluido o
atendimento de urgéncia endodéntico, conforme preconizado pela Area de
Endodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.
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4.3 Isolamento do DNA Microbiano das Amostras e PCR

Para o isolamento do DNA microbiano das amostras de saliva, biofilme
supragengival e canal radicular foi empregado o conjunto para amostras contendo
microrganismos e tecidos QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN, Valencia, Califérnia,
EUA) de acordo com as recomendagbes do fabricante. Em cada amostra, foram
adicionados 180 pl do tampao ATL e 20 ul da solugédo de Proteinase K. Em seguida
os tubos foram agitados por 1 minuto e incubados em banho d’agua a 56°C, por 30
minutos. Adicionou-se entdo 200 pl do tampao AL, e foi realizada nova agitagéo por
1 minuto, sendo os tubos posteriormente expostos a temperatura de 70°C por 10

minutos em banho d’agua.

Para a remogao de impurezas e constituintes lipidicos, foram adicionados
200 pl de etanol. Todo o conteudo do tubo foi transferido para as colunas de
purificacdo contendo microfiltro de silica, fornecidas pelo fabricante. As colunas
foram centrifugadas a 8000 rpm em ultracentrifugas por 1 minuto. O conteudo
liquido no tubo de coleta da parte inferior da coluna foi removido. O DNA microbiano
permaneceu aderido ao filtro de silica para lavagens adicionais com tampdes. Foram
adicionados 500 pyl da solugao de lavagem AW1, com posterior centrifugagao a 8000
rpm, por 1 minuto. O tampéo de lavagem AW?2 foi adicionado a parte superior do
filtro e 0 mesmo foi novamente centrifugado (13000 rpm, 3 minutos). A eluicdo do
DNA do microfiltro foi obtida através da adicado de 100 ul do tampao AE, que foi
mantido em contato com o mesmo por 3 minutos, antes da centrifugagéo final a
8000 rpm, por 1 minuto, quando se obtém o DNA microbiano purificado. O DNA
microbiano purificado foi quantificado e o seu grau de pureza foi determinado em
espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Scientific, DE, EUA).

Foram produzidas amostras agrupadas ou pools de cada um dos sitios,
considerando os grupos de estudo. A amostra agrupada resultaram da mistura de
uma aliquota de 20 pL da amostra de um mesmo sitio de coleta de cada participante.
Foi padronizada a concentragdo de 5ng/uL por amostra. Originaram-se entao seis
pools que foram denominadas: G1-S (pool de amostras de saliva do Grupo 1), G1-
BS (pool de amostras de biofilme supragengival do Grupo 1), G1-CR (pool de
amostras de canal radicular do Grupo 1), G2-S (pool de amostras de saliva do Grupo
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2), G2-BS (pool de amostras de biofilme supragengival do Grupo 2), e G2-CR (pool

de amostras de canal radicular do Grupo 2).

Para a reacdo de amplificacdo, foram utilizados sondas ou primers
direcionados as regides hipervariadas V3 e V4 do gene 16S rRNA (319F — &’
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 3’; 806R — 5 GGACTACHVGGGTWTCTAAT 3’)
(Fadrosh et al., 2014). Foram adicionadas aos primers uma sequéncia de
adaptadores, conforme solicitado para o sequenciamento lllumina MiSeq. Para o

primer 319F adicionou-se 5 CAAGCAGAAGACGGCA
TACGAGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT 3’ e para o primer
806R adicionou-se o} adaptador 5

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCG
ATCT 3'. Foi realizada a reagdo de amplificacdo, seguida de purificagdo em Kit,
conforme protocolo do fabricante (Qiagen, Valencia, CA, EUA), sendo realizada a
eluicho com agua esterilizada. A concentragdo final do produto de PCR foi
quantificada.

44 Sequenciamento de Alto Rendimento lllumina-Miseq

O sequenciamento dos reads gerados foi realizado conforme protocolo
para o sequenciador Illumina Miseq. Empregou-se o programa PRINSEQ
(Schmieder & Edwans, 2011) para processamento das leituras das sequéncias,
removendo-se bases de baixa qualidade e bases correspondentes ao
oligonucleotideos. Apds a analise, permaneceram as sequéncias com comprimento
superior a 100 pb e com escore phred 230 (probabilidade de uma denominagéo de
base incorreta considerada é de 1 em 1000).

Para o processamento e analise das sequéncias, utilizou-se o programa
QIIME v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010). A classificagcdo das unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) foi determinada por meio do algoritmo UCLUST, com 97% de
similaridade, utilizando-se como banco de dados para comparagdo o Greengenes
13.8 (DeSantis et al., 2006). Foram determinadas a presenga e a abundancia

relativa das espécies em cada amostra.
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Para a analise estatistica da alfa diversidade, empregou-se o programa
QIIME v.1.9.1 (Kuczynski et al., 2011). Para o célculo da rarefagéo, considerou-se o
menor numero amostral de 100 OTUs e o maior numero amostral de 10.000 OTUs.
Os passos considerados para a analise na multirrarefacdo foram de 1.000
sequéncias, com total de 20 permutacdes. Foram calculados para cada amostra os
valores de dominancia, indice de Shannon, diversidade de Simpson e estimativa de
riqueza de Chao-1.

A comparacgao entre os valores obtidos para cada métrica, em um mesmo
grupo, para amostras de saliva, biofilme supragengival e canal radicular (Exemplo:
G1-S versus G1-BS versus G1-CR) foi realizada por meio do teste ndo paramétrico
de Friedmann, com pés-teste de Dunn, com a = 5%. Testou-se a hipétese nula de

que ndo ha diferenga entre determinada métrica para amostras de um mesmo grupo.

A comparagdo entre os valores de cada métrica, em diferentes grupos,
mas em um mesmo sitio (exemplo: G1-S versus G2-S) foi realizada por meio do
teste ndo-paramétrico U de Mann-Whitney, com a = 5%. Testou-se a hip6tese nula
de que nao ha diferenca estatisticamente significante entre amostras de um mesmo

ecossistema em diferentes grupos.

Para analise estatistica da beta diversidade das comunidades
microbianas, utilizou-se o programa QIIME v.1.9 (Quantitative Insights Into Microbial
Ecology) (Kuczynski et al., 2011). Empregou-se o método de agrupamento UPGMA
considerando-se um total de 1000 sequéncias por amostra, estimando-se sua
precisdo por meio de jackknifing. O método de comparagado entre as comunidades
foi o método UniFrac com peso (weighted-UniFrac), que forneceu uma matriz de
distancias descrevendo as diferengas entre comunidades microbianas (Lozupone &
Knight, 2005). Por meio da analise de coordenadas principais (PCoA) (Programa
EMPeror) foi possivel representar tridimensionalmente em grafico a relagéo entre as
amostras (Vazquez-Baeza et al., 2013). A porcentagem disposta ao lado de cada
coordenada em seu respectivo eixo representa a contribuicdo para variagao
conferida por cada uma das coordenadas principais no posicionamento espacial de
cada amostra. Empregou-se o teste ndo-paramétrico ANOSIM para comparar se ha
diferenca estatisticamente significante entre os grupos. Para esta analise, as
amostras foram agrupadas de acordo com dois tratamentos:
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a) Tratamento 1 — variavel “sitio de coleta”, gerando a comparagao de
trés grupos: saliva, biofilme supragengival e canal radicular.
b) Tratamento 2 — variavel “antibiético”, gerando a comparagéao de dois

grupos: sem uso de antibidtico ou com uso de antibiotico.

4.5 Deteccao da Presenca de Genes de Resisténcia a Antibiéticos

A técnica de PCR gene especifico foi empregada para determinar a
presenca de genes relacionados a resisténcia bacteriana (agentes beta-lactamicos;
macrolideos; tetraciclinas; lincosamidas) nas amostras. As sequéncias dos
oligonucleotideos e reagcdes de PCR foram obtidas a partir de referéncias na

literatura (Tabela 2).

As reagdes de PCR foram processadas em aliquotas de 12 pL por
amostra: 8,6 uL de Taqg PCR Master Mix Kit (Qiagen, Valencia, EUA); 0,2 uL de
solugao do primer forward (10 pM) (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil); 0,2 ul de solugao
do primer reverse (10 pM) (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil); 2 yL de CoralLoad Dye; e

1 uL da suspenséao contendo o DNA isolado da amostra clinica.

A presenca de amplicons especificos em cada amostra, para as
sequéncias estudadas, foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose a
1% (Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil), em tampéo Trisborato HCI, 10 vezes diluido
(pH = 8,0), sendo corado com SybrGreen (4 pL , Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil).
Para cada gel, foi adicionado um marcador de peso molecular de 100 bp (DNA
Ladder, Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil). As condigbes para eletroforese foram 100
V, durante 45 minutos. Apds este periodo, os géis corados com SybrGreen foram
visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador. Reagbes positivas foram
determinadas por meio da presenga de bandas que apresentaram o comprimento
apropriado, de acordo com a Tabela 2.

Uma das reagbes de PCR positivas para a presenga do gene foi
purificada (PCR Purification Kit, Qiagen, Valencia, CA, EUA) conforme

recomendagdes do fabricante. O produto purificado foi encaminhado para
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sequenciamento, constituindo-se o controle positivo da amplificacdo da reacédo de
PCR. Utilizou-se o método de sequenciamento de Sanger, por meio do equipamento
(ABI-Prism 3500 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) (ACTGene Analises
Moleculares, Ludwig Biotecnologia LTDA, Porto Alegre, RS, Brasil).

Foi registrada a presenca ou auséncia da deteccdo de cada gene de
resisténcia nas amostras individuais que constituiam cada grupo experimental e em
seu respectivo ecossistema. Os dados foram dispostos em uma planilha de calculo.
Realizou-se analise multivariada de conglomerados, utilizando-se o programa Past 3
v.3.14 (Hammer et al., 2001) (dyvind Hammer, Natural History Museum, University
of Oslo). O método empregado foi uma adaptagao do descrito por Montagner et al
(2012) e Montagner (2010).

A determinagao do grau de similaridade entre amostras de saliva, biofilme
supragengival e canal radicular de ambos os grupos foi determinada em uma escala
quantitativa, denominada de coeficiente de agrupamento, utilizando-se o método
UPGMA e o calculo da distancia entre as amostras foi determinado por meio do
meétodo Euclidiano. Amostras com valores de distadncias zero ou proximo a zero
formaram um grupo com alta similaridade e s&o conectadas apenas através de uma
barra vertical, proximo ao zero, na escala do eixo das coordenadas. Amostras com
distdncias maiores que zero demonstram maiores niveis de dissimilaridade,
distanciando-se do ponto zero. Considerou-se o método de agrupamento adequado
quando o coeficiente cofenético foi maior ou igual a 0,70. O coeficiente de correlagao
cofenético permite mensurar o grau de deformagdo provocado pela construgdo do
dendograma (Vicini, 2005), o que poderia gerar um diagrama que representaria uma
imagem distorcida da realidade dos dados.
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5 RESULTADOS

5.1 Dados Demograficos

Os dados demograficos relativos aos participantes do estudo estédo
descritos na Tabela 3. Dos 12 participantes, 9 eram do sexo feminino, e
apresentavam idade variando entre 22 e 56 anos. Todos os dentes incluidos
portavam necrose pulpar e sintomatologia dolorosa espontanea, sendo que destes,
8 demonstravam aumento de volume local associado. Os participantes do Grupo 2,
utilizaram agentes antimicrobianos antes da consulta, sendo todos pertencentes ao
grupo dos beta-lactamicos (amoxicilina = 5; cefalexina = 1).

Tabela 3. Dados demograficos correspondentes aos pacientes que participaram do
estudo.

Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=6)

Sexo
Masculino 3 0
Feminino 3 6
Idade
Média 37,5 44,3
Minima 22 40
Maxima 56 53
Dente
Superior 4 4
Inferior 2 2
Anterior 4 0
Pré-molar 0 2
Molar 2 4
Edema 3 5
Mobilidade dental 2 2
Estado da coroa
Cariada 0 3
Higido 1 0
Restauracao 3 2
Restauracéo defeituosa 0 1
Fratura coronaria 2 0
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5.2 Analise das Comunidades de Procariotos

5.2.1 Parametros de qualidade relacionados ao sequenciamento

Um total de 261.850 sequéncias passou pelo filtro de qualidade,
correspondendo a 100% das sequéncias geradas pela Plataforma MiSeq lllumina,
por meio de sequenciamento emparelhado. A média do comprimento dos
fragmentos sequenciados foi de 409,95 pares de base. Os dados para cada amostra

estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Controle de qualidade dos dados gerados por meio de sequenciamento

MiSeq lllumina.

G1-S G1-BS G1-CR G2-S G2-BS G2-CR
Numero de sequéncias 38.490 43.291 45.753 44.549 49.956 39.811
Numero de bases 15.835.541 17.767.173 18.725.458 18.291.834 20.498.004 16.239.432
Comprimento do fragmento 411,42 410,41 409,27 410,6 410,32 407,91
Sequéncias de boa qualidade 38.490 43.291 45.753 44.549 49.955 39.811
Bases de boa qualidade  15.833.270 17.766.574 18.722.593 18.289.722 20.492.178 16.238.862
Fragmentos de boa qualidade 411,36 410,4 409,21 410,55 410,21 407,9
Sequéncias de ma qualidade 0 0 0 0 1 0

Na Figura 1 apresenta-se a curva obtida no teste de multirrarefagéo.
Observa-se que se atinge platd com um numero de 100 OTUs, quando se considera
teste de multirrarefacédo para até 10.000 sequéncias, revelando uma boa cobertura

da amostra, conforme demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Curva de rarefacdo mostrando o numero observado de OTUs (nivel de
similaridade de 97%), considerando-se o grupo das amostras (A) ou de acordo com
o sitio avaliado (B) (Software PRINSEQ — Schmieder & Edwards, 2011).
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5.2.2 Composigao das comunidades procarioticas em saliva, biofilme supragengival

e canal radicular

O numero médio de leituras por amostra foi de 43.641,67 (+4.159,04). O
numero de OTUs identificados em cada grupo, para cada nivel taxonébmico esta

descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Numero de OTUs identificados em cada nivel taxonémico.

G1-S G1-BS G1-CR G2-S G2-BS G2-CR

Dominio 1 1 2 1 1 2
Filo 7 7 10 7 8 9
Classe 13 12 15 12 12 14
Ordem 21 17 18 21 18 17
Familia 36 34 33 39 34 32
Género 55 55 57 65 60 55

Na Tabela 6 e na Figura 2, estdo descritos os dados relativos ao percentual
de OTUs presentes em amostras de S, BS e CR em pacientes pertencentes ao Grupo 1
e ao Grupo 2.

Em amostras de S, BS e CR ha um predominio de espécies pertencentes ao
dominio Bacteria. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes sdo os que percentualmente mais
contribuem para a constituigdo do microbioma das amostras de S, BS e CR. Observa-se
que o uso de agentes antimicrobianos gerou um equilibrio no numero percentual de
OTUs destes dois filos em amostras de S e BS, quando comparados aos pacientes que
ndo utilizaram agentes antimicrobianos. Em amostras de saliva dos pacientes de G2, ha
um maior percentual no numero de OTUs pertencentes aos filos Bacteroidetes,
Proteobacteria, Actinobacteria, Fusobacteria, Spirochaetes, Synergistetes e outros.
Entretanto, em amostras de canais radiculares dos pacientes do G2, observa-se a
presenca de uma maior propor¢cao de bactérias pertencentes aos filos Bacteroidetes,
Proteobacterias, Spirochaetes e outros filotipos.

Apenas em amostras de CR detectaram-se integrantes do Dominio Archaea e
do filo Euryarchaeota, correspondendo a percentuais inferiores a 1% do total de OTUs

presentes.
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Tabela 6. Percentual de OTUs presentes em amostras de saliva, biofilme supragengival
e canal radicular em pacientes que nao utilizaram ou utilizaram antibiético previamente
ao atendimento odontologico de urgéncia, considerando o filo a que pertencem.

G1 (Sem Antibiotico) G2 (Com Antibiotico)
Dominio  Filo S BS CR S BS CR
Archaea Euryarchaeota 0,000 0,000 0,319 0,000 0,000 0,014
Firmicutes 75,371 44,082 40,354 35,242 37,491 24,049

Bacteroidetes 12,657 25,735 47,433 33,947 24,539 48,623
Proteobacteria 8,685 10,795 0,007 21,933 9,969 0,052

Actinobacteria 1,671 5,378 1,628 2,577 3,619 0,901
Fusobacteria 0,350 11,260 0,049 2,129 14,924 0,535
Bacteria
Spirochaetes 0,040 0,883 0,818 0,156 0,409 3,387
Synergistetes 0,020 0,209 5,770 0,485 0,480 5,437
Chloroflexi 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000 0,174
Tenericutes 0,000 0,000 0,035 0,000 0,004 0,000
Outros 1,206 1,659 3,576 3,531 8,566 16,829

* S = saliva; BS = biofilme supragengival; CR = canal radicular.



iIndancia relativa de OTUs presentes em amostras de saliva, biofilme supragengival e canal radicular em ¢
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Na Tabela 7, esta descrita a abundancia relativa em percentagem de
OTUs presentes, considerando-se o género ao qual pertencem. Observam-se
proporgdes distintas nos percentuais de abundéncia de cada género bacteriano,
considerando-se os ecossistemas e o0 uso de antibidticos.

Em amostras do Grupo 1, os géneros mais abundantes foram:

a) Saliva: Streptococcus (46,4%), Veillonella (20,8%), Prevotella (9,8%) e
Neisseria (7,5%), Enterococcus (3,1%);

b) Biofilme supragengival: Streptococcus (21,4%), Fusobacterium (9,4%),
Capnocytophaga (9,1%), Prevotella (8,2%), Corynebacterium (4,2%);

c) Canal radicular: Porphyromonas (16,0%), Prevotella (15,6%),
Parvimonas (7,7%), Firmicutes ph2 (7,2%), Pyramidobacter (5,0%).

Em amostras do Grupo 2, os géneros mais abundantes foram:

a) Saliva: Streptococcus (18,0%), Prevotella (14,4%), Veillonella (10,7%),
Porphyromonas (10,0%) e Sphingomonas (3,2%);

b) Biofilme supragengival: Streptococcus (22,3%), Fusobacterium (8,9%),
Prevotella (6,8%), Capnocytophaga (7,9%), Porphyromonas (4,2%);

c) Canal radicular: Porphyromonas (23,3%), Prevotella (12,3%),
Streptococcus (5,6%), Proteobacteria TG5 (4,4%), outros géneros
(16,829%).
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Tabela 7. Abundancia relativa em porcentagem de OTUs presentes em amostras de saliva,
biofilme supragengival e canal radicular em pacientes que nao utilizaram ou utilizaram
antibidtico previamente ao atendimento odontolégico de urgéncia, considerando o género a
que pertencem.

Grupo Taxondmico G1 (Sem Antibiotico) G2 (Com Antibiodtico)

Filo Género S BS CR S BS CR
Euryarchaeota Methanobrevibacter 0,000 0,000 0,319 0,000 0,000 0,014
Actinomyces 0,705 1,008 0,140 1,739 0,923 0,009

Atopobium 0,810 0,017 0,253 0,695 0,042 0,699

Brevibacterium 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

_ . Corynebacterium 0,080 4,268 0,000 0,021 2,604 0,000
Actinobacteria g 0,065 0006 0000 0111 0000 0,000
Scardovia 0,010 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000

Slackia 0,000 0,011 0,004 0,000 0,000 0,089

Outros 0,025 0,408 16,246 3,202 0,312 9,017

Bacteroides 0,000 0,006 0,379 1,899 0,025 0,225

Capnocytophaga 0,375 9,165 0,000 0,185 7,976 0,009

Paludibacter 0,270 0,515 0,004 0,649 1,711 0,052
Porphyromonas 1,411 2,938 16,060 10,095 4,205 23,397
Bacteroidetes Prevotella 9,830 8,254 15,695 14,419 6,838 12,372
SHD-231 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000 0,174

Shingobacterium 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Tannerella 0,040 0,968 0,011 0,160 2,625 3,261

Outros 0,705 3,549 0,263 3,350 0,897 0,394

Chloriflexi Outros 0,005 0,000 0,147 0,000 0,000 0,000
Acidaminococcus 0,000 0,000 0,004 0,033 0,067 0,009

Anaerococcus 0,000 0,000 0,386 0,000 0,000 0,000

Butyrivibrio 0,000 0,000 0,326 0,000 0,000 0,000

Catonella 0,025 0,142 0,014 0,008 0,038 0,000

Dialister 0,075 0,572 5,380 0,070 0,240 1,698

Enterococcus 3,192 1,438 0,014 1,204 0,834 0,009

Eubacterium 0,000 0,000 0,891 0,008 0,185 1,895

Filifactor 0,045 0,108 1,232 0,189 0,025 0,131

Fusobacterium 0,135 9,488 0,039 0,917 8,979 0,530

Firmicutes Gemella 1586 2,944 0456 1,640 1,976 0,005
Lactobacillus 0,000 0,000 0,081 0,012 0,000 0,474

Megasphaera 0,000 0,170 0,011 0,119 0,312 3,176

Mogibacterium 0,005 0,000 1,081 0,008 0,034 0,202

Moryella 0,005 0,000 1,846 0,008 0,004 3,659

Oribacterium 0,395 0,402 0,256 0,374 0,257 0,023

Parvimonas 0,180 0,781 7,725 0,518 0,552 0,549

Peptococcus 0,020 0,311 0,298 0,004 0,013 0,005

Peptoniphilus 0,000 0,000 1,253 0,000 0,004 0,000
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Tabela 7. Abundancia relativa em porcentagem de OTUs presentes em amostras de saliva,
biofilme supragengival e canal radicular em pacientes que nao utilizaram ou utilizaram
antibidtico previamente ao atendimento odontolégico de urgéncia, considerando o género a
que pertencem (continuacao).

Grupo Taxondmico G1 (Sem Antibidtico) G2 (Com Antibiético)
Filo Género S BS CR S BS CR

Peptostreptococcus 0,430 0,549 1,881 0,427 0,312 1,802

ph2 0,005 0,011 7,282 0,012 0,000 0,000
Ruminococcus 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,394

Schwartzia 0,000 0,147 0,207 0,021 0,295 0,117
Selenomonas 0,025 2,655 0,007 0,049 2,857 0,099

Firmicutes Sharpea 0,005 0,011 0,449 0,000 0,000 0,145
Shuttleworthia 0,010 0,000 0,084 0,021 0,055 0,211
Streptococcus 46,436 21,477 0,512 18,044 22,365 5,602

Veillonella 20,806 8,616 0,098 10,716 3,105 0,056

WAL _1855D 0,000 0,000 4,001 0,000 0,000 0,005

Outros 2,121 3,748 4,429 1,755 3,961 3,781
Caulobacter 0,370 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Fusobacteria Leptotrichia 0,140 1,721 0,011 1,114 5,945 0,005
Outros 0,075 0,051 0,000 0,099 0,000 0,000
Aggregatibacter 0,030 0,255 0,000 0,312 1,601 0,005
Bradyrhizobium 0,010 0,000 0,000 0,029 0,000 0,000
Cardiobacterium 0,005 0,345 0,000 0,004 0,451 0,000
Haemophilus 0,220 0,753 0,004 0,427 2,073 0,009
Hydrogenophilus 0,000 0,006 0,000 0,021 0,013 0,009
Jonquetella 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Kingella 0,005 0,170 0,000 0,000 0,320 0,000

Lautropia 0,035 1,647 0,000 0,304 0,661 0,000
Mycoplasma 0,000 0,000 0,035 0,000 0,004 0,000

. Neisseria 7,574 2,485 0,000 2,705 1,508 0,009
Proteobacteria  —g wibrio 0,000 0,023 0,000 0,000 0042 _ 0,000
Pseudomonas 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pyramidobacter 0,005 0,006 5,022 0,390 0,008 1,013

Ralstonia 0,000 0,000 0,000 0,781 0,000 0,000
Sphaerochaeta 0,000 0,000 0,000 0,016 0,013 2,102
Sphingomonas 0,000 0,000 0,000 3,239 0,000 0,000
Stenotrophomonas 0,005 0,000 0,000 0,004 0,000 0,000

TG5 0,015 0,204 0,748 0,095 0,472 4,424

Treponema 0,040 0,883 0,818 0,140 0,396 1,285

Outros 0,430 5,112 0,004 14,107 3,299 0,019

Outros 1,206 1,659 3,576 3,631 8,566 16,829
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Os valores de Dominancia, indice de Shannon, diversidade de Simpson e

estimativa de riqueza de Chao-1 para as amostras dos Grupos 1 e 2 estdo

representados na Figura 3.
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Figura 3. Medidas de a-diversidade, considerando-se a mediana das medidas
para cada um dos dez passos de rarefacdo. Letras maiusculas indicam
diferenca entre amostras de um mesmo ecossistema, pertencentes a grupos
diferentes (Teste U de Mann-Whitney, P<0,05). Letras minusculas diferentes
incidam diferenca entre S, BS e CR em um mesmo grupo (Teste de

Friedmann, post hoc de Dunn, P<0.05).
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Considerando-se a Dominancia, pode-se inferir que:

= Em G1-S ha uma maior dominancia do que em G1-BS e G1-CR
(Teste de Friedmann, P<0.05);

» Em G2-CR ha uma maior dominancia que em G2-BS e G2-S, quando
comparados com CR (Teste de Friedmann, P<0.05);

* A dominancia em G1-S & maior que em G2-S (Teste U de Mann-
Whitney, P<0.05).

* N&o ha diferenga entre a dominancia em G1-BS e G2-BS (Teste U de
Mann-Whitney, P>0.05);

* A dominéncia € maior em G2-CR do que em G1-CR (Teste U de
Mann-Whitney, P<0.05).

Quando né&o se fez uso de antimicrobiano antes da coleta, ha uma menor
diversidade de OTUs em S do que em BS e em CR. Ja quando se utilizou agente
antimicrobiano antes da coleta, ha uma maior diversidade de OTUs nas amostras de
CR do queem S e BS.

Os resultados sugerem que ha uma diversidade maior de OTUs nas
amostras de CR em G1 do que em G2. Em saliva, ha uma maior diversidade de
OTUs para G2 do que em G1.

O indice de Shannon demonstra que:

* Em G1 e G2, ha maiores valores para BS do que para CR e S (Teste
de Friedmann, P<0,05);

» Os valores para G2-S sao maiores que para G1-S (Teste U de Mann-
Whitney, P<0,05).

» Os valores de diversidade para BS e CR sdo maiores no G1 que em
G2 (Teste U de Mann-Whitney, P<0,05).

Para o seu calculo, o indice de Shannon considera o grau de
uniformidade na abundancia das espécies. O uso de agentes antimicrobianos gerou
maiores valores de uniformidade da quantidade de individuos de uma mesma
espécie nas amostras de saliva. Os valores de diversidade de Shannon em BS e CR

foram maiores quando nao se utilizou agente antimicrobiano.

Em relacdo a indice de riqueza de Simpson, observa-se que:
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Em G1, ha uma maior riqueza de OTUs em BS e CR, quando
comparados com S (Teste de Friedmann, P<0.05);

Em G2, ha uma maior riqueza de OTUs em BS e S, quando
comparados com CR (Teste de Friedmann, P<0.05);

A riqueza em G2-S é maior que em G1-S (Teste U de Mann-Whitney,
P<.05).

Nao ha diferenca entre a riqueza em G1-BS e G2-BS (Teste U de
Mann-Whitney, P>0.05);

A riqueza é maior em G1-CR do que em G2-CR (Teste U de Mann-
Whitney, P<.05).

Portanto, quando n&o ha o uso de agentes antimicrobianos antes do

tratamento, o numero de OTUs é maior em BS e em CR que em S. Quando o

participante fez uso de agente antimicrobiano, n&o ha diferenga entre o numero de

OTUs em S e em BS, havendo uma redug¢ao da riqueza em amostras de CR.

Ao se comparar o mesmo sitio dos dois grupos, ha uma maior riqueza de

espéecies nas amostras de saliva quando o paciente fez uso de antimicrobiano.

Comportamento inverso € observado para a amostra de canal radicular, onde um

numero menor de OTUs foi encontrado. Nao houve diferenca entre as amostras de
BS para G1 e G2.

Para o indice de Chao-I, observa-se que:

Em G1, ha maiores valores de riqueza de espécie em BS do que em
CR e S (Teste de Friedmann, P<0.05);

Em G2, ndo ha diferenca nos valores de riqueza de espécies entre os
ecossistemas S, BS e CR (Teste de Friedmann, P>0.05);

A riqueza de espécies em G2-S é maior que em G1-S (Teste U de
Mann-Whitney, P<.05).

O valor de riqgueza de Chao-1, que representa o numero de OTUs raras

em uma amostra, foi maior em S de pacientes que utilizaram agentes

antimicrobianos. N&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os valores
de Chao-1 para amostras de G1-BS e G2-BS ou de G1-CR ou de G2-CR.
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5.2.4 Avaliagao da beta diversidade das comunidades procarioticas

Para a analise de beta-diversidade, observa-se clara proximidade entre
amostras de G1-BS e G2-BS, considerando-se PC1, PC2 e PC3. Ha um
distanciamento entre as amostras de saliva entre o0 G1 e 0 G2, indicando que 0 uso
de agentes antimicrobianos prévio a coleta pode ter alterado a comunidade de
procariotos nas amostras. As amostras G1-CR e G2-CR estdo mais distantes das
demais amostras. Este dado indica que ha, possivelmente, uma maior selegcado dos
constituintes procarioticos das comunidades microbianas encontradas em canais
radiculares, o que as distancia das comunidades procariéticas de saliva e de biofilme
supragengival. Quando observadas pela perspectiva de PC2 e PC3, ha
distanciamento entre G1-CR e G2-CR. Entretanto, salienta-se que a contribuigcdo
destes componentes para a construgdo grafica é de 14,18% e 11.46%,
respectivamente, menor que aquele associado a PC1 (66,66%).

Quando comparadas todos os dados de beta-diversidade de amostras de
S, BS e CR, independente do grupo a que pertencem, ndo se observou diferenga
estatisticamente significante entre eles (Teste ANOSIM; P=0,19; R=66%). Assim,
nao ha diferengca dos valores de beta-diversidade entre os nichos S, BS e CR,

considerando-se os componentes procarioticos.

Quando comparadas todos os dados de beta-diversidade do Grupo 1 a
todos os dados do Grupo 2, ndo se observou diferenga estatisticamente significante
entre eles (Teste ANOSIM; P=0,66; R=-18%). Assim, em uma comparagao conjunta
de todos os ecossistemas de um mesmo grupo, ndo ha influéncia da utilizagao de

agentes antimicrobianos sobre a comunidade de procariotos presentes.

A Figura 4 representa a analise de coordenadas principais, considerando-

se as amostras.
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Figura 4. Medidas de beta-diversidade: analise de coordenadas principais para as
amostras, com método de agrupamento UPGMA, com jackknifing, e método de
comparagao UniFrac com peso. Representacao dos trés eixos principais: A (PC1), B
(PC2) e C (PC3). G1 = sem antibiético; G2 = com antibiético; S = saliva; BS =
biofilme supragengival; CR = canal radicular.
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5.3 Deteccao de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos

A Tabela 8 mostra a frequéncia de deteccdo dos genes de resisténcia a
agentes antimicrobianos nos ecossistemas saliva, biofilme supragengival e canal

radicular, e também a sua ocorréncia simultdnea em mais de um ambiente.

N&o foram detectados genes de resisténcia a vancomicina e genes blaZ,
mecA, InuB e ermC. Ao menos um gene de resisténcia as tetraciclinas estava
presente em pelo menos uma amostra. O gene ermB foi frequentemente detectado
em amostras de S, BS e CR em ambos os grupos. O gene tetM foi detectado
simultaneamente em todos os ecossistemas em 4/6 pacientes do G1. O mesmo
comportamento foi observado para o gene tetQ (3/6) neste grupo.

Tabela 8. Frequéncia de deteccdo dos genes de resisténcia a agentes
antimicrobianos em amostras dependendo do uso prévio ou ndo de agentes

antimicrobianos.

S BS CR S+BS S+CR BS+CR S+BS+CR

Antibidtico  Gene 4"y 51 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2 G1 G2
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Lincosamida

* S = saliva; BS = biofilme supragengival; CR = canal radicular; G1 = Grupo 1; G2 = grupo 2.

A Figura 5 apresenta os agrupamentos para amostras de S, BS e CR dos
Grupos 1 e 2, considerando-se a presenca dos genes de resisténcia aos agentes

antimicrobianos, detectados por meio de PCR gene-especifico. Nao se observa um
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nivel de agrupamento alto entre amostras de um mesmo paciente, de um mesmo
ecossistema, ou de um mesmo grupo, devido a nitida distingdo entre os grupos
formados. O coeficiente cofenético com valor superior a 0,7 demonstra adequacgéao
no método de agrupamento, para resumir a informagao do conjunto de dados.
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Figura 5. Dendograma representativo do perfil da presenga de genes de resisténcia
a agentes antimicrobianos em amostras dos grupos G1 e G2. Método de
agrupamento  UPMGA, com distancia Euclidiana. Coeficiente de correlagao
cofenético = 0,8171.
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos Metodoloégicos e Analise de Dados

A populacédo que compoés este estudo foi formada por doze pacientes que
buscaram atendimento de urgéncia na Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, apresentando sinais e sintomas associados a
infeccdes endodoénticas agudas. A presenca de dor espontanea, necrose pulpar, dor
a percussao vertical e eventual aumento de volume associado a edema
caracterizaram a presenga de abscesso apical agudo (Gutmann et al., 2009). Neste
estudo, foram incluidos intencionalmente pacientes que fizeram uso de agentes
antimicrobianos previamente a consulta. Em estudo retrospectivo, De Paula et al.
(2014) avaliaram prontuarios de 223 pacientes que procuraram tratamento no
Servigo desta Faculdade de marg¢o de 2009 a margo de 2011 com objetivo de avaliar
a frequéncia de uso de antimicrobianos pelos pacientes previamente ao atendimento.
A dor de origem endodéntica foi a queixa mais frequente do paciente (72,6%). Trinta
e dois pacientes (14,3%) relataram ter utilizado agentes antimicrobianos antes da
consulta, sendo que a maioria destes empregaram beta-lactdmicos. Torna-se
importante compreender discutir os aspectos metodolégicos para a analise das
amostras, a fim de se estabelecer o impacto do uso prévio de antibidticos nas

comunidades microbianas que integram a cavidade bucal.

A diversidade microbiana em canais radiculares infectados tem sido
amplamente explorada por meio de cultura e de métodos moleculares. Estes tém
revelado uma maior complexidade da microbiota endodbntica do que o
anteriormente relatado. Além de detectar algumas espécies cultivaveis em maior
prevaléncia, esses meétodos também expandiram a lista de supostos patdégenos
endodonticos pela inclusdo de algumas espécies microbianas de dificil cultivo ou até
mesmo aquelas que nunca foram encontradas anteriormente em infecgbes
endododnticas (Siqueira & Régas, 2005). Tendo em vista o conceito de que infecgdes
endodénticas sao polimicrobianas, estas novas tecnologias vao ao encontro do
conceito holistico de que a comunidade é realmente a unidade de patogenicidade
(Kuramitsu et al., 2007). No ano de 2010 foram publicados os primeiros estudos que



52

buscam descrever a microbiota endoddntica por meio do sequenciamento de alto
rendimento. Salienta-se que o reconhecimento de perfis comunitarios envolvidos
com diferentes situagdes clinicas pode representar um passo importante para uma
melhor compreensdo da patogénese das infecgbes endoddbnticas Aléem disso, é
possivel estabelecer as bases para o estabelecimento de protocolos terapéuticos
mais eficazes. Assim, ndo se pode desconsiderar a abordagem ampla para a
avaliagdo das comunidades microbianas quando do uso prévio de antibiéticos no
microbioma de saliva, biofilme supragengival e canais radiculares de pacientes com

infeccdo endodbntica aguda.

Para a caracterizacdo das comunidades microbianas, utilizou-se
sequenciamento de alto rendimento — MiSeq Illumina (San Diego, CA, USA). Uma
etapa importante para alta qualidade dos resultados gerados por SAR consiste na
escolha de primers para amplificacdo de regides do gene procaridtico 16S rRNA.
Este gene possui nove regides hipervariaveis ladeados por regides de sequéncias
mais conservadas. Kumar et al (2011) salientaram que a regido hipervariavel
escolhida para o sequenciamento pode influenciar o perfil das comunidades
microbianas detectado. No presente estudo, com o objetivo de tornar efetiva a leitura
das sequéncias, uma regido de aproximadamente 469 pb das regides hipervariaveis
V3 e V4 do gene 16S rRNA foi selecionada para sequenciamento. Esta regido
fornece ampla informagdo para a classificagdo taxon6mica de comunidades
microbianas a partir de espécimes do microbioma humano tendo sido inclusive
utilizada pelo Human Microbiome Project (Turnbaugh et al., 2007; Fadrosh et al.,
2014). Yu et al (2008) avaliaram diferentes genes para regides variaveis do gene
16S rRNA quanto a possibilidade de fornecer maior discriminagdo das comunidades
de Archaea em amostras do rumem de ovelhas, por meio de PCR-DGGE. De acordo
com os autores, os produtos de PCR da regido V3 forneceram os perfis de DGGE
com mais informagdes, permitindo a identificagdo de metanogénicos frequentes em
amostras de rumem de ovelhas. Portanto, a escolha da regidao V3-V4 parece ser
adequada para a analise de comunidades de procariotos. Sugere-se que outras
regides hipervariaveis devam ser avaliadas com este mesmo fim e comparagdes

entre os resultados devam ser realizadas.

O sequenciamento de um grande numero de amostras, que é muitas

vezes necessario para estudos de genética de populagdes, ainda é economicamente
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desafiador, apesar da redugdo dos custos dos SAR. O uso de agrupamento de
amostras ou pools (Pool-seq) € uma alternativa pois reduz custo e tempo de
processamento. Ela consiste na unido de amostras de varios individuos antes do
sequenciamento. O agrupamento de amostras pode interferir principalmente na
deteccao de alelos raros. Entretanto, estudos comparando os resultados de SAR em
amostras individuais ou geradas a partir de pools demonstram resultados robustos e
confiaveis para ambos. Incoeréncias em leituras podem ser corrigidas por filtros de
qualidade (Anand et al., 2016; Gautier et al., 2013). No presente estudo, observou-
se que 100% das sequéncias geradas por meio da Plataforma MiSeq lllumina
passaram por filtro de qualidade, com média de comprimento de 409,95 pb. Cada
amostra individual contribuiu com a mesma concentragcdo de DNA para analise,
evitando distorcbes na composicdo do microbioma do pool. A apresentagao
qualitativa e quantitativa dos dados relativos as OTUs, em seus mais variados niveis,
permitiu ainda a analise das comunidades microbianas por meio de métricas de

ecologia.

Como as comunidades microbianas analisadas no presente estudo sao
complexas, ha a necessidade de compreender a sua diversidade, por meio de uma
analise integrada de sua composi¢gdo. O termo "biodiversidade" ¢ uma simples
contracao da "diversidade biolégica" e, em uma analise preliminar, o conceito parece
simples. A biodiversidade é a soma de toda a variagdo bidtica, desde os genes até
0s ecossistemas. Entretanto, o desafio surge quando se quer inserir métricas a um
conceito tdo amplo, de maneira a fornecer informacgdes uteis (Purvis & Hector, 2000).
Em 1972, Whittaker sugeriu trés niveis para a medi¢ao da diversidade, considerando
o componente espacial de sua distribuicdo: alfa, beta e gama. No presente estudo,
foram avaliadas as diversidades alfa e beta. A diversidade “alfa” corresponde a
diversidade em um unico sitio. Ja a “beta” diversidade representa as diferengas nas
diversidades entre os sitios. A “gama” diversidade abrange parédmetros amplos, que

envolveria todos os ecossistemas possiveis.

As medidas de alfa diversidade consideram a riqueza de espécies e
também a uniformidade (equitabilidade) com que elas se distribuem na amostra. As
medidas de alfa diversidade sao também chamadas de indices de heterogeneidade
(Magurran, 2013). Diversidade biolégica pode ser dividida em dois componentes:

riqueza de espécies e uniformidade. O termo “riqueza de espécies” é simplesmente
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0 numero de espécies dentro de uma unidade de estudo. “Uniformidade” descreve a
variabilidade das abundancias das espécies (Marrugan, 2013). Para que sejam
analisadas de forma conjunta, criaram-se métodos de estatistica que incorporam
informacdes de riqueza e de uniformidade, que s&o conhecidos como “indices de
diversidade”. No presente estudo, foram escolhidos para analise: dominancia, indice

Shannon, indice de Simpson e o indice de riqueza de Chao (Chao-1).

Enquanto que a uniformidade representa o quao similares s&o as
espécies em suas abundancias, os valores para dominéncia representam quanto
uma ou poucas espécies dominam a comunidade microbiana. Os valores de
dominéncia variam de 0 a 1. O indice de Shannon é uma medida de
heterogeneidade que leva em consideragao o grau de uniformidade na abundancia
das espécies (Magurran, 2013). A diversidade maxima para este indice seria quando
todas as espécies tivessem igual abundancia.

Estudos empregando SAR demonstraram que ha um nucleo de espécies
comuns em amostras da cavidade bucal de individuos saudaveis (Zaura et al., 2009)
e que ha um predominio de espécies microbianas pertencentes aos filos
Bacteroidetes, Firmicutes e Fusobacterium (Li et al., 2010; Santos et al., 2011; Hsiao
et al., 2012; Tzanetakis et al., 2015) em infec¢gdes endoddnticas agudas. Assim,
empregou-se o indice de Simpson que confere mais peso a presenga das espécies
comuns em sua analise de diversidade. Entretanto, Jacinto et al. (2005) e Montagner
et al. (2010) indicaram que nenhuma espécie microbiana parece ser detectada em
todas as amostras, e a grande maioria das espécies é detectada em apenas uma
amostra. O método de Chao-1 estima a riqueza total utilizando o numero de
espécies representadas por apenas um individuo nas amostras € 0 numero de
espécies representadas com apenas dois individuos nas amostras (Magurran, 2013).
A analise de riqueza considerando as espécies pouco abundantes parece ser valida
para estudo de comunidades microbianas em infeccbes endodénticas.
Considerando-se 0s conceitos anteriores, parece licito indicar a associacdo de
indices que contemplem membros abundantes e pouco abundantes nas

comunidades microbianas para que uma analise abrangente seja determinada.

Embora as medidas de alfa diversidade permitam comparar as
comunidades de saliva, biofilme supragengival e canal radicular considerando-se a

riqueza e a uniformidade da distribuicdo dos seus integrantes, ndo permitem dizer o
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quanto elas sao distintas entre si (Magurran, 2003). Para avaliar como o sitio de
coleta da amostra e o efeito da utilizagdo de agentes antimicrobianos influenciam na
composi¢cdo das comunidades microbianas, optou-se por realizar analise de beta
diversidade. Assim, quanto menos espécies as amostras de saliva, biofiime
supragengival e canal radicular compartilharem, mais alta é a diversidade beta.
Mesmo que estas analises tenham sido utilizadas para estudo de comunidades
microbianas em biofilme supragengival associado ou nao as lesdes de carie (Chen
et al., 2015; Xiao et al., 2016), ndo ha estudos que a empreguem para comparar
comunidades microbianas em canais radiculares infectados. O método empregado
para analise foi o de UPGMA com jackknifing, conforme descrito por Lozupone &
Knight (2005). O método UniFrac permite determinar as diferengas entre as
comunidades microbianas, considerando as informacgdes filogenéticas, considerando
as linhagens presentes nas amostras. De acordo com os autores, os métodos
anteriores ao UniFrac ndo consideravam a importancia dos diferentes graus de
similaridade entre as sequéncias na constru¢cado da beta-diversidade, gerando perda

de informagdes passiveis de fornecer discriminagao entre elas.

Considerando-se que a utilizagdo de agentes antimicrobianos alteraria o
microbioma bucal e como a resisténcia a antibidéticos em diferentes espécies
bacterianas pode ser mediada pela expressdo de genes, torna-se necessaria a
deteccao destes em amostras de saliva, biofilme supragengival e canal radicular. O
método de PCR gene especifico permite amplificagcdo de uma sequéncia de acidos
nucleicos com alta especificidade (Siqueira & Rdgas, 2005), justificando-se a sua
escolha para o presente estudo. Moraes et al (2015b) identificaram a presenga de 33
genes de resisténcia a antibidticos em amostras da cavidade bucal em adultos e
criangas. Dentre eles destacam-se: blaTEM; blaZ; cfxA; cfxA2;, blaCMY2; ampC,;
mecA; pbp1A; pbp2X; pbp2B; ermA; ermB; ermC; ermE; ermV; tetM; tetO; tetQ; tetS;
tetW:; tet32; tetA; tetB; tetC; tetD; tetK; tetL; vanA; vanB; vanC1; vanC2/3; vanD;
vanE. Para o presente estudo, foram selecionados 15 genes relacionados a
resisténcia aos agentes beta-lactamicos, tetraciclinas, macrolideos, vancomicina e
lincosamidas. Além da descri¢do da frequéncia da detecgédo de cada gene, os dados
foram apresentados na forma de dendograma, como resultado de analise
multivariada. Este método foi previamente empregado por Montagner et al. (2012)
para comparar a similaridade da distribuicdo de espécies associadas as infecgdes



56

endodonticas agudas, em amostras de canal radicular e abscesso apical agudo
coletados de um mesmo paciente. Para Magurran (2013), a analise de agrupamento
€ um método intuitivo de representar diferengcas entre amostras, onde as mais
similares sdo combinadas para formar grupos. A técnica de agrupamento
empregada no estudo foi UPGMA e o calculo da distancia entre as amostras foi
determinado por meio do método Euclidiano. De acordo com Vicini (2005), ha muitos
algoritmos para se formar agrupamentos e, devido a existéncia de varios critérios, o

pesquisador deve optar por aquele que for mais adequado a analise em estudo.

6.2 Composicao e diversidade procariética em amostras de S, BS e CR

N&o ha evidéncias solidas na literatura de como o uso de antimicrobianos
possa alterar o microbioma oral e quais suas repercussoées clinicas. Os participantes
do grupo 2 utilizaram amoxicilina ou cefalexina previamente a consulta. A
amoxicilina demonstra amplo espectro de agao, atuando principalmente sobre cocos
Gram-positivos e Gram-negativos e bacilos Gram-negativos. As cefalosporinas
apresentam acéao frente a aerdbios Gram-positivos, ndo tendo atividade anerobicida
significativa (Wannmacher & Ferreira, 1999). Considerando-se parédmetros de
distribuicdo, estes medicamentos parecem estar presentes na saliva apds curtos
periodos da sua ingestdo. De acordo com Smyth et al (1981), apds a administragao
oral de 500mg de amoxicilina, a concentragao atinge 0,3ug/mL em 30 minutos.

Alguns estudos clinicos e revisdes de literatura analisaram uso de
antimicrobianos e seus efeitos no microbioma da cavidade bucal. Stark et al. (1996)
relataram que uma ingestdo anterior de amoxicilina pode alterar a composi¢cao
microbiana dentro da cavidade oral, com um ligeiro aumento no numero de cepas
resistentes. Ready et al (2004) avaliaram amostras de biofilme supragengival de
criangas que receberam agentes antimicrobianos 3 meses antes da coleta
microbiolégica quanto a presenga de bactérias resistentes a amoxicilina.
Observaram um acréscimo no numero, propor¢do € na concentragao inibitéria
minima de cepas resistentes a eritromicina quando do uso prévio de amoxicilina.
Baglie et al. (2007) encontraram uma diminuicdo nas unidades formadoras de

colénias, contando 60 minutos apds a ingestdo oral de amoxicilina. Em recente
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revisdo sistematica, Lang et al (2016) observaram também uma alteracdo nos
padroes de resisténcia de cepas isoladas em amostras de pacientes que haviam
recebido agentes antimicrobianos previamente a coleta. Entretanto, Zaura et al
(2015) avaliaram o efeito do uso de agente antimicrobiano por 7 dias no microbioma
da saliva, comparando amostras antes e apds o uso. Os autores indicaram que o
microbioma salivar demonstrou relativa estabilidade aos 7 dias, demonstrando uma
capacidade de reorganizagao, sugerindo assim maior resiliéncia frente a um agente

externo.

No presente estudo, em amostras de saliva e biofilme supragengival
houve um predominio de espécies pertencentes ao dominio Bacteria, e aos filos
Firmicutes seguido por Bacteroidetes, quando do uso ou ndo de agentes
antimicrobianos. Entretanto, nas amostras de canal radicular, houve um predominio
de Bacteroidetes, seguido de Firmicutes. Considerando-se os componentes do
dominio Archaea, sua presenca foi observada apenas nas amostras do canal
radicular, sendo pertencentes ao filo Euryaecheota e género Methanobrevibacter.
Estes achados ilustram que o ecossistema do canal radicular infectado € unico e
distinto da saliva e do biofilme supragengival, considerando-se aspectos de tens&o
de oxigénio e de fonte nutricional. Gomes et al (1994) indicaram que interagdes
positivas e negativas entre espécies bacterianas sdo o elemento chave da
sobrevivéncia no interior deste ecossistema. Entretanto, estudos adicionais devem
ser conduzidos para que as interagbes entre componentes do Dominio Bacteria e

Archaea sejam estabelecidas.

Quando ndo se utilizou antimicrobianos (Grupo 1), observou-se em
amostras de saliva a presenca de 55 géneros diferentes, sendo Streptococcus o
mais abundante, compondo 46,8% das OTUs detectadas. Entretanto, um percentual
menor de OTUs pertencentes ao género Streptococcus foi observado no biofilme
supragengival (21%), e componentes do género Fusobacterium contribuiram com
9,4% dos reads. Observou-se no pool de amostras de saliva dos pacientes que
utilizaram agentes antimicrobianos (Grupo 2) 65 géneros, ndao havendo predominio
de um unico. Foram observadas OTUs pertencentes a Streptococcus (18,0%),
Prevotella (14,4%), Veillonella (10,7%), Porphyromonas (10,0%). Ja no biofilme
supragengival, observa-se Streptococcus (22,3%), Fusobacterium (8,9%), Prevotella
(6,8%), Capnocytophaga (7,9%), Porphyromonas (4,2%). A presenga maciga de
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integrantes do filo Firmicutes e do género Streptococcus em amostras de saliva
(Zaura et al., 2009; Simén-Soro et a., 2013) e da superficie dental ja haviam sido
reportadas (Simon-Soro et al., 2013), concordando com os resultados deste estudo.

Em ambos os grupos, nas amostras de canal radicular, os filos mais
abundantes foram Bacteroidetes seguido por Firmicutes; e os géneros mais
detectados foram Porphyromonas, Prevotella e Parvimonas. Os resultados do
presente estudo confirmam o perfil polimicrobiano das infeccbes endoddnticas
agudas, com predominio de bactérias anaerdbias estritas e Gram-negativas
descritos por meio de cultura microbiana e métodos moleculares (Gomes et al.,
2004; Siqueira & Rogas, 2013). Li et al. (2010), Hsiao et al. (2012) e Tzanetakis et al.
(2015) também descreveram Bacteroidetes e Firmicutes como filos mais abundantes
em amostras de canal radicular com infecgao primaria. Os géneros mais abundantes
foram Prevotella, Tannerella e Parvimonas; Prevotella e Fusobacterium; e
Bacteroidaceae_unclassified, Prevotella, Parvimonas, respectivamente. Resultados
um pouco diferentes foram obtidos por Santos et al. (2011) onde os filos mais
abundantes foram Firmicutes e Fusobacteria e os géneros mais prevalentes foram
Fusobacterium e Parvimonas. Como estes estudos foram realizados em diferentes
paises, fatores associados a localizagcdo geografica podem explicar estas
divergéncias (Rogas et al., 2011; Machado de Oliveira et al., 2007).

Apenas amostras de CR continham integrantes do Dominio Archaea, filo
Euryarcheota e género Methanobrevibacter. Estudos anteriores que buscavam
avaliar a presenga de representantes do dominio Archaea em canal radicular com
infeccdo endoddntica obtiveram resultados. Em 2005, Siqueira et al. nao
encontraram DNA de Archaea em amostras em infec¢gdes cronicas e abscessos
agudos por meio de RT-PCR. No mesmo ano, Vianna et al. (2005) foram o primeiro
grupo a relatar Archaea em infecgdes primarias usando RT-PCR. Archaea constituiu
até 2,5% da comunidade de procariotos. Utilizando PCR gene especifico, Vickerman
et al. (2007) confirmaram a presenga de Archaea em 2/34 amostras de pacientes
com infecgdes endodonticas. Jiang et al. (2009) detectaram Archaea em amostras
de canal radicular com infecgbes primarias e secundarias por meio de RT-PCR. O
presente estudo parece ser até entdo o primeiro a utilizar sequenciamento de alto
rendimento na avaliagdo da presenca de Archaea nestas infecgdes. Observou-se

que pacientes que nédo fizeram uso de agentes antimicrobianos antes da consulta
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apresentaram maior numero de OTUs do Dominio Archaea quando comparado ao
grupo que usou antibiético (0,31% versus 0,01%, respectivamente). Dridi et al (2011)
testou a suscetibilidade de cepas de Methanobrevibacter smithii e observou que elas
eram resistentes a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, rifampicina, ofloxacina,
tetraciclina, anfotericina B e vancomicina. As cepas foram suscetiveis a bacitracina,
metronidazol, ornidazol e esqualamina. Os autores sugeriram que Archaea
metanogénicas s&o altamente resistentes aos antibidticos, sendo suscetiveis
somente aos medicamentos capazes de atuar em Bacteria e Eukarya. Portanto, a
diferengca na concentragdo de OTUs de Archaea nas amostras analisadas nao

parece estar associada ao uso prévio do agente antimicrobiano.

Considerando-se que a dominancia reflete quanto uma ou poucas
espéecies dominam a comunidade microbiana, e que seus valores variam de forma
crescente de 0 a 1, todas as amostras apresentaram valores baixos. Entretanto, no
Grupo 1 ha uma menor riqueza de OTUs em S do que em BS e CR. Sugere-se
assim um dominio maior de determinado grupo de espécies em amostras de saliva
do que em BS e CR. Em G2, comportamento inverso € observado, pois ha riqueza
maior em S e BS do que em CR.

O indice de Shannon leva em consideragdo o grau de uniformidade na
abundancia das espécies (Magurran, 2013), sendo que valores maiores indicam
maior diversidade. O uso de agentes antimicrobianos gerou maiores valores de
uniformidade da quantidade de individuos de uma mesma espécie nas amostras de
saliva. Os valores de diversidade de Shannon em BS e CR foram maiores quando
nao se utilizou agente antimicrobiano.

Ao considerar o indice de Simpson, que considera a presenca das
espéecies mais comuns em sua analise de diversidade, observam-se maiores valores
para G2S do que para G1S, e ndo ha diferenga entre G1BS e G2BS. Em G1, se
observam maiores valores para G1BS e G1CR do que em G1S. Em G2, valores
maiores sao observados em G2BS e G2S do que em G2CR.

Considerando-se a diversidade para espécies pouco abundantes pela
métrica de Chao-1, os valores para G2S sdo maiores que para G1S. Em pacientes
que nao utilizaram antibiotico, maiores valores sdo observados em G1BS do que em
G1S e G1CR. Nao ha diferenca estatisticamente significativa para G2S, G2SB e
G2CR.
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A analise conjunta dos resultados de alfa diversidade permite estabelecer
que o uso préevio de antimicrobiano parece oportunizar que outras espécies, antes
menos abundantes, se estabelegam em maior numero na cavidade oral,
especialmente em saliva. O microbioma do biofilme supragengival parece nao ser
modificado, uma vez que os valores dos indices que avaliam as espécies mais
abundantes e menos abundantes ndo séo diferentes. Zaura et al (2015) sugerem
que a resiliéncia do microbioma da cavidade oral pode ser capaz de restabelecer as
comunidades microbianas apds periodo de 7 dias de uso de antibidtico. Assim, as
alteracbes observadas no presente estudo podem estar associadas a periodos
inferiores de uso de antibiético, demonstrando que ainda nao foi possivel
restabelecer a configuragédo basal da comunidade microbiana.

Para amostras de canal radicular, observa-se maior valor de dominancia e
para o indice de Shannon em G2, sugerindo que um numero menor de espécies
apresenta um numero maior de componentes e que ha uma menor uniformidade na
abundancia das espécies que em G1. Cabe discutir qual o possivel efeito do
antibidtico no interior do sistema de canais radiculares. Durante a coleta das
amostras, foram selecionados apenas dentes que nao apresentavam contato direto
com a cavidade bucal. Da mesma forma, como ha necrose pulpar ndo ha corrente
sanguinea capaz de introduzir o farmaco neste sitio. Assim, salienta-se que
diferengas composicionais para comunidades de procariotos (bactérias e Archaea)
em amostras de canais radiculares de G1 e G2 possam ser relacionadas a grande
heterogeneidade das comunidades presentes no interior de sistema de canais
radiculares de pacientes com infecgdes intrarradiculares sintomaticas, como
indicado previamente por Montagner et al (2010).

A analise de beta diversidade permite a representagdo grafica e uma
ilustracdo mais precisa da comparagao entre os diferentes ecossistemas. Por meio
da analise das coordenadas principais as esferas representativas das amostras de
saliva estao distantes entre si e também daquelas do biofilme supragengival. Os
estudos Zaura et al. (2009) e Simon-Soro et al. (2013) sugerem que a saliva
apresenta uma composi¢ao microbiana distinta das superficies duras, considerando-
se a analise dos componentes principais (PCA) e analise de coordenadas principais
(PCoA), respectivamente. As amostras de canal radicular estdo ainda mais
afastadas das amostras de saliva e biofilme supragengival, e também entre si. Nao
ha relato prévio na literatura de comparagao de beta diversidade entre amostras de
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canal radicular, biofilme supragengival e saliva, restringindo possiveis comparagdes.
Ao se comparar valores agrupados de beta diversidade entre G1 e G2 ou entre S,
BS e CR n&o foi observado diferenga estatisticamente significativa. Este fato se deve
as compensagdes que possam ter existido durante o agrupamento dos dados de
condicdes ou ecossistemas distintos.

Todavia, € notavel a aproximacédo das amostras de BS dos dois grupos,
em qualquer posicdo do Grafico 4, demonstrando que este nicho foi o menos
afetado pelo uso de antibiotico prévio a consulta. Um biofilme é um agrupamento
estruturado de bactérias incorporado em uma matriz polimérica auto-produzida
constituida por polissacarideo, proteina e DNA. Os biofilmes bacterianos causam
infecgbes crbnicas porque mostram tolerancia aumentada aos antibidticos e aos
produtos quimicos desinfetantes assim como resistindo a fagocitose e outros
componentes do sistema de defesa do corpo (Hgiby et al., 2010)

Bactérias que se ligam a uma superficie e crescem como um biofilme
estdo mais protegidas da acdo de antibidticos. Os mecanismos de protegdo nos
biofilmes parecem ser distintos daqueles que sao responsaveis pela resisténcia
microbiana convencional aos antibiéticos. Nos biofilmes, a menor penetragcdo de
antibidticos, limitacdo de nutrientes e crescimento lento, respostas de estresse
adaptativo e formacédo de células de resistentes sdo hipdteses de constituir uma
defesa em varias camadas (Stewart, 2002).

6.3 Deteccao de genes de resisténcia a agentes antimicrobianos em Saliva,
Biofilme supragengival e Canal Radicular

Considerando-se que ndo devem ser avaliadas apenas alteragdes nas
especies e na carga microbiana, mas também nos fatores de viruléncia associada a
eles, é importante que a presenca de genes de resisténcia seja avaliada quando se
faz o uso prévio ou ndo de agentes antimicrobianos. Embora n&do observando
diferenga na composi¢ao microbiana, Zaura et al (2015) relataram que a presenca
de componentes associados ao desenvolvimento de resisténcia aumentou na saliva
apos a exposicao aos agentes antibioticos. Em revisdo sistematica, Moraes et al
(2015) observaram que os genes mais frequentemente detectados em amostras de
saliva, biofilme supragengival e canal radicular portadores de infecgbes
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endoddnticas foram tetM, tetQ, tetW. Os agentes beta-lactamicos sdo os antibioticos
de primeira escolha como adjuvantes no tratamento de infecgdo endoddnticas
agudas (Ellison, 2009; Lang et al., 2016).

Os trés possiveis mecanismos que explicam a resisténcia de
microrganismos aos antibioticos beta-lactamicos sao: produgéo de enzimas (beta-
lactamases) capazes de inativar o antibidtico; alteracao das proteinas de ligagédo a
penicilina presente na parede celular bacteriana; e da falta ou redugao na expressao
de proteinas da membrana externa de bactérias gram-negativas que restringe a
entrada do agente antimicrobiano no interior celular (Babic et al., 2006). De acordo
com o presente estudo, os genes de resisténcia a agentes beta-lactdmicos n&o
foram frequentemente detectados em amostras se saliva, biofiilme supragengival e
canal radicular com infec¢do endodéntica aguda. Em estudo prévio, Moraes et al
(2015a) também observaram baixa taxa de deteccédo para o gene cfxA/cfxA2 em
amostras de canal radicular. A analise das amostras ndo permitiu a detec¢gao dos
genes mecA e blaZ. Estes genes também n&o foram detectados em amostras de
canais radiculares por Jungermann et al (2011) e Rdgas & Siqueira (2012). O gene
blaTEM foi detectado em apenas uma amostra de saliva e n&do foi encontrado em
amostras de canais radiculares. Entretanto estudos na literatura indicam que suas
taxas de detecgdo em canais radiculares variam de 17 a 43% (Jungermann et al.,
2011; Rbgas & Siqueira et al., 2012; Récas & Siqueira et al., 2013). Estes resultados
do presente estudo sdo plausiveis, uma vez que ha predominio de bactérias do
género Streptococcus nas amostras. Em bactérias Gram-positivas, a resisténcia a
beta-lactamicos resulta da expressdo de proteinas intrinsecas de ligagdo de
penicilina (penicillin-binding proteins), que reduz a afinidade dessas por esses
agentes (Smith et al., 2004). Embora ocorram com frequéncia nestas infecgdes,
porém com menor carga microbiana, as bactérias Gram-negativas demonstram

resisténcia por meio da expressao de betalactamases.

Tradicionalmente, a eritromicina foi a primeira alternativa as penicilinas
para o tratamento das infec¢bes odontogénicas em pacientes alérgicos (Montgomery,
2000). Apresentam-se como antibiéticos de amplo espectro, com atividade frente a
bactérias Gram-positivas aerdbias e alguns anaerodbios (Dietrich, 1999). Entretanto,
tem-se observado altas taxas de resisténcia dos isolados a este antibiético (Lang et

al., 2016). Os mecanismos resisténcia a macrolideos mais frequentemente
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observados sdo mediados pelos genes mefA e ermB/ermC. O gene ermB é
responsavel por dimetilagdo na posicdo A2058 do gene 23S rRNA, resultando em
resisténcia a macrolideo-lincosamida-estreptogramina B (MLSB) (Sutcliffe 1999). O
ermB ou outra metilase homdloga é encontrada em quase todas as espécies
bacterianas, (Roberts et al., 1999; Tait-Kamradt et al., 2000). O gene de resisténcia a
macrolideos ermB foi frequentemente detectado em amostras de saliva, biofilme
supragengival e canal radicular em ambos os grupos. Seville et al. (2009)
encontraram a presenga deste gene em alta frequéncia na saliva. Entretanto,
estudos que o avaliaram em amostras de canal radicular ndo o detectaram (Ré¢as &
Siqueira, 2012; Lins et al, 2013). O gene ermC nao foi detectado em nenhuma
amostra no presente estudo. Entretanto, Rég¢as & Siqueira (2012) e Rogas &
Siqueira (2013) detectaram o gene em 10-24% de amostras de canal radicular com
infecgdo sintomatica. O gene mefA codifica uma bomba de efluxo especifica, sendo
encontrada em espécies de Streptococcus (Sutcliffe et al., 1996). O gene mefA foi
frequentemente detectado, principalmente em amostras de saliva e biofilme

supragengival no Grupo 2.

A clindamicina € uma alternativa a ser prescrita caso o paciente apresente
alergia aos antibiéticos beta-lactamicos (Holmes & Pellecchia, 2016). De acordo com
Leclercq (2002) as bactérias desenvolvem resisténcia as lincosamidas de trés
formas: através da modificagcao do alvo (metilagdo ou mutagao que impede a ligagéao
do antibiético ao seu alvo ribossomal); através do efluxo do antibidtico; e, pela
inativacdo do farmaco. Os genes de resisténcia a lincosamidas nao tinham sido
testados diretamente de amostras bucais até o momento. Dos dois genes avaliados,
o gene InuB néao foi encontrado, enquanto o gene /saB apresentou-se em duas

amostras (saliva e biofilme supragengival) e ndo em canais radiculares.

Os genes de resisténcia as tetraciclinas foram frequentemente detectados
nas amostras avaliadas, independentemente do grupo. Achados similares foram
reportados anteriormente na literatura (Lancaster et al, 2005; Seville et al, 2009;
Jungermann et al, 2011; Ré¢as & Siqueira, 2012; Lins et al, 2013; Ré¢as & Siqueira,
2013). Observou-se um predominio em amostras de saliva e biofilme supragengival,
especialmente para os genes tetM e tetQ. Para Roberts (2003) as altas taxas de
resisténcia a tetraciclina se deve a resisténcia intrinseca entre anaerobios estritos e

resisténcia secundaria, adquirida por meio de sua ampla utilizac&o e uso incorreto.
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No presente estudo, ndo foram detectados os trés genes de resisténcia a
vancomicina investigados. Estes resultados estdo de acordo com os outros trabalhos
prévios que também nao encontraram amostras positivas para genes de resisténcia

a vancomicina (Jungermann et al., 2011; Lins et al., 2013).

Através do método de analise de conglomerados com métrica UPMGA e
distdncia Euclidiana, ndo foi observado um nivel de agrupamento claro entre
amostras, nem quanto ao grupo ou mesmo quanto a um ecossistema especifico.
Este resultado heterogéneo pode ser devido a pequena amostragem e/ou o numero
de genes testados muito diverso.

Cabe salientar que a deteccdo de genes de resisténcia aos antibioticos
nao significa necessariamente resisténcia a eles, mas sim o potencial para a
expresséo da proteina codificada. Um exemplo sdo os achados de Montagner et al
(2012). Os autores detectaram gene de resisténcia a beta-lactamicos em 2 de 26
isolados de infecgbes endodonticas agudas, mas apenas uma linhagem havia
expressado esse gene como determinado por métodos fenotipicos. Além disso,
também é importante avaliar a resposta clinica de pacientes que apresentam genes
de resisténcia a antibidticos.
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7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e nas limitagdes experimentais do

presente estudo, pode-se concluir que:

a)

Ha predominio de integrantes do dominio Bactéria em todas em
amostras de saliva, biofilme supragengival e canal radicular. Dentre
esses ecossistemas, apenas o canal radicular parece apresentar
condigbes favoraveis para a colonizagdo por integrantes do dominio
Archaea, uma vez que foram capazes de abrigar espécies
pertencentes ao género Methanobrevibacter.

Os filos Firmicutes e Bacteroidetes predominam em amostras de saliva,
biofilme supragengival e canais radiculares, demonstrando alteragéo
na propor¢cao dos seus componentes dependendo do ecossistema ou
do uso de agente antimicrobiano.

Em amostras de saliva, o uso prévio de agentes antimicrobianos foi
capaz exercer efeito sobre o microbioma, gerando um equilibrio no
percentual de componentes dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, o que
se refletiu na emergéncia de espécies pouco abundantes.

O microbioma do biofime supragengival parece nao ser
significativamente modificado pelo uso de agentes antimicrobianos,
demonstrando maior estabilidade quanto a riqueza de espécies e a
dominancia.

Considerando os aspectos de beta-diversidade, ndo se pode afirmar
que ha uniformidade na composi¢ao do microbioma de saliva, biofilme
supragengival e canal radicular portador de infeccdo endoddntica
aguda de pools de mesmos individuos. Amostras de cada um dos
ecossistemas distribuem-se espacialmente de forma peculiar, nao
indicando perfil de agrupamento entre elas. As comunidades
microbianas de biofilmes supragengivais parecem ser mais similares,
independentemente do uso ou n&o de agentes antimicrobianos.

Genes de resisténcia a tetraciclinas e macrolideos foram encontrados

com frequéncia em amostras de saliva, biofilme supragengival e canal
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radicular, independentemente do uso ou ndo de antibidticos beta-
lactamicos.

Os genes de resisténcia tetM, tetQ e tetW sao frequentemente
compartilhados em ecossistemas orais de um mesmo grupo, podendo
estar presentes simultaneamente em amostras de saliva, biofilme
supragengival e canal radicular de um mesmo paciente.

Bactérias carreadoras de genes de resisténcia a lactamicos e
clindamicina ndo foram detectadas frequentemente nos microbiomas
estudados.

Os perfis de presengca de genes de resisténcia em ecossistemas
relacionados parecem diferir, ndo apresentando similaridade que
permita alto grau de agrupamento de amostras de um mesmo paciente

ou pertencente a um mesmo ecossistema.
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