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Resumo- A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica que evolui com formagédo de placas no interior
das artérias. Uma dieta rica em gordura saturada e colesterol pode levar ao aparecimento de alteracdes
ultra-estruturais resultantes do acimulo de pequenas particulas lipoprotéicas na intima. Ha divergéncias
guanto a leséo inicial que desencadearia o processo de formacado da placa. Uma discussao importante que
vem sendo levantada é se um determinado agente infeccioso poderia estar envolvido na génese das placas
gue obstruem as artérias. Embora microrganismos como a Chlamydia pneumonia e o Citomegalovirus
tenham sido isolados dessas placas, ainda nao ha provas da relacdo de causa e efeito. Este projeto teve
como objetivo geral investigar a presenca de bactérias em placas ateromatosas de dez pacientes, em
diversos sitios, através da ribotipagem por seqienciamento. Foi possivel identificar quatro géneros de
bactérias orais existentes em amostras de dois dos dez pacientes estudados.
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Introducéo

Os eventos iniciais da aterogénese humana
permanecem amplamente conjeturais, porém, o
cruzamento das informacdes obtidas a partir de
lesBes aterogénicas de pacientes humanos jovens
com os resultados dos estudos experimentais da
aterogénese em modelos animais fornece
sugestdes a esse respeito. Ao se iniciar uma dieta
aterogénica rica em colesterol e gordura saturada,
uma das primeiras alteracdes ultra-estruturais € o
acumulo de pequenas particulas de lipoproteinas
na intima. As particulas de lipoproteinas ligadas
ao proteoglicano parecem promover um aumento
da suscetibilidade as modificagdes quimicas ou
oxidativas, o que contribuiria fortemente para o
inicio da biogénese da placa ateromatosa.
(WILLIAMS; TABAS, 1998).

A busca de um “gatilho” que dispararia a lesao
inicial na aterosclerose gerou a hip6tese de
infeccdo por certas bactérias, entre elas
Chlamydia pneumoniae e certos virus, em
especial o citomegalovirus, na etiologia da
aterosclerose. Contudo, hd uma grande polémica
a respeito, devido a sobreposicdo de fatores
predisponentes. Por exemplo, fumantes tem uma
incidéncia mais alta de bronquite por C.
pneumoniae, portanto, evidéncias de infec¢do por
esta bactéria podem servir simplesmente como
marcadoras do tabagismo, um fator de risco
conhecido para eventos ateroscleréticos. E dificil
separar a coincidéncia da casualidade quando a
maioria da populacao estudada tem evidéncias de

infeccdo e aterosclerose.
(O'BRIEN, et al., 1994).

Outro ponto questionavel é que as préprias
células no interior do ateroma podem ser um local
para a infecgdo. Por exemplo, os macrofagos, que
se encontram na lesdo  aterosclerética
estabelecida, poderiam tornar-se infectados por C.
pneumoniae, o que possibilitaria a estimulacédo e a
ativacdo destas células, acelerando as vias
inflamatdrias que, atualmente, se admite agirem
no interior da intima aterosclerética. Os produtos
microbianos especificos, os lipopolissacarideos,
proteinas do choque térmico poderiam agir
localmente, ao nivel da parede arterial, para
potencializar a  aterosclerose nas lesdes
infectadas. (KALAYOGLU, et al.,, 1999); (KOL et
al., 2000).

Consequentemente, conhecer melhor a
diversidade microbiana existente nas placas e/ou
tecidos adjacentes pode contribuir de maneira
relevante para entender melhor a histéria natural
da lesdo. Os microrganismos existentes nos
inimeros nichos naturais existentes (colonizando
animais, plantas, aguas, solos, etc) sédo de cultivo
e isolamento muito particular, com a grande
maioria ainda nao cultivavel. Métodos moleculares
independentes de cultivo ampliaram brutalmente
nosso conhecimento da diversidade microbiana,
sendo um marco na microbiologia moderna. O
conhecimento que resultar desta analise, baseada
no gene 16S ribossomal, eventualmente podera
dar origem a medidas profildticas e/ou
terapéuticas futuras para esta importante doenca.

(KRUTH,  1997);
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Material e Métodos

O presente trabalho foi submetido ao comité de
ética da UNIVAP, tendo sido aprovado conforme o
protocolo n°: H363/CEP/2007.

Os pacientes que concordaram em participar
deste estudo, foram orientados e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido.
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oligonucleotideos) e 50 segundos a 72°C
(elongacédo da cadeia). Ao término dos 30 ciclos,
para que a Taq DNA polimerase adicione uma
base adenina a extremidades das cadeias criando
pontas coesivas nos produtos da amplificagéo,
procedeu-se um Unico ciclo a 72°C por 10 minutos.

N Seqliéncia Referéncia

5 TGA CAA CTG TAG AAATAC AGC
5" CGC CTC TCT CCT ATA AAT

78SS 5" GTA AAA CGA CGG CCAGT

79SR 5' CAG GAA ACA GCT ATG AC

O grupo estudado conta de dez pacientes, 155
todos portadores de doenca vascular com 156
presenca de placas ateromatosas em sitios
anatbmicos variados. As amostras foram
acondicionadas apds sua remocdo cirdrgica em

TRANT et al, 1997
TRAN, T et al, 1997
TOPO TA cloning kit
TOPO TA cloning kit

tubos estéreis e colocadas em caixas térmicas
com gelo para transporte e entdo acondicionadas
até sua manipulagdo em -80C

As amostras foram descongeladas e
manipuladas em fluxo laminar. Fragmentos de
aproximadamente 1mm foram congelados em
nitrogénio liquido e masserados completamente.

O masserado foi ressuspendido em solucéo
tampao A (0,3M sacarose (MERK); 50 mM Tris-
HCL (USB) pH 8,5 5 mM EDTA (MERK)
adicionando-se a seguir a solucdo de lisozima
(2mg/50mL). Incubou-se a 37°C por 30 minutos.
Em seguida adicionou-se solucdo de proteinase K
(Sigma) (1mg/50 pL) e SDS a 10% (Sigma). A
mistura foi homogeneizada e incubada a 55°C em
Banho Maria (Marconi) por duas horas, agitando-
se os tubos a cada 30 minutos. Findado o periodo
de incubacdo, os tubos foram centrifugados e o
sobrenadante, transferindo para um eppendorf.
Adiciona-se Tris-HCI, 1M pH 8,5 e fenol
cloroférmio é&lcool isoamilico (FCI) na proporgcéo
25:24:1 respectivamente. Seguiu-se uma agitacéo
mecanica forte e centrifugacdo. O sobrenadante
foi coletado com cautela para ndo haver
contaminacdo com o FCI, sendo transferindo para
um eppendorf novo. Adicionou-se éter etilico, nova
agitacdo mecénica, seguida de uma centrifugagéo
O éter foi aspirado em um 5|stema a vécuo.
Adicionou-se RNAse (USB) 10 pg. mL™ e incubou-
se a 37 °C por 1h. Repetiu-se a extragdo com FCI
e éter. Em seguida foi realizada a precipitacéo,
utilizamos glicogénio, NaCl, Etanol Absoluto e
Etanol 80%.

Em seguida foi realizada a reacdo de PCR (kit
Go Taq da Promega) para amplificar o gene
ribossomal 16S bacteriano. Para uma reacdo de
25 L, foi utilizado 1X do tampéo para PCR, 3 mM
MgCI2, 0,2mM de dNTPs, 0,4 pM dos "primers"
155 e 156 (Tabela 1), 50 ng de DNA, 0,2uL de Taq
DNA polimerase (5U/uL) e agua milli Q g.s.p. A
amplificacdo foi realizada no termociclador
Express Thermal Cycler da Hybaid Limited,
segundo o0 programa que consta de uma
desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, seguida
de 30 ciclos de: 30 segundos a 95°C
(desnaturagdo da cadeia recém sintetizada), 30
segundos a 58°C (anelamento dos

Tabela 1: “Primers” utilizados nesse trabalho. N = nimero.

Ap6s a reagdo da PCR foi realizada a
eletroforese em gel de agarose para verificar se
houve amplificacdo. O produto de PCR foi
quantificado em espectrofotbmetro (U 2001
HITACHI).

A clonagem dos produtos de PCR foi realizada
com o Kit TOPO TA Cloning da Invitrogen, vetor
pCR 2.1-TOPO, conforme as orienta¢des do Kit.

A preparacdo do DNA plasmidial dos
transformantes foi realizada segundo o protocolo
de (SAMBROOK , RUSSELL, 2001).

Para uma reacdo de sequenciamento de 10 pL,
utiizamos 2.0 pL mix de seqlenciamento et
termonator (Amersham), 0,4 uM oligonucleotideos
155, 156, 78SS e 79SR (tabela 1) (um para cada
reacdo), aproximadamente 800 ng de pDNA (DNA
plasmidial) e agua Milli Q. A amplificacdo foi
realizada segundo o programa que consta de 40
ciclos de: 30 segundos a 95 °C (desnaturacao), 30
segundos a 50 ©°C (hibridizacdo dos
oligonucleotideos) e 2 minutos a 60 °C (elongacéo
da cadeia).

A reacdo de sequenciamento foi precipitada
com 6L de NG 1mg/mL (glicogénio dissolvido em
5M NH40ac), etanol 95%. As amostras foram
ressuspendidas em formamida e em seguida
submetidas a desnaturacdo antes de serem
aplicadas no seqienciador automatico ABI 3100
(Applied Biosystems). As seqiiéncias do rDNA no
formato FASTA, foram processadas com o
programa BLAST (“Basic Local Alignment Search
Tool”), usando a ferramenta BLASTN (“nucleotide
sequence against nucleotide database
sequences”) disponivel no NCBI com a finalidade
de buscar identificagdo por similaridade frente as
sequéncias registradas para o gene ribossomal
16S.

Resultados
A partr do DNA extraido, obtivemos
amplificacdo positiva, com os iniciadores

genéricos de bactéria, de todas as amostras
estudadas (Figura 1).

XII Encontro Latino Americano de Iniciacdo Cientifica e

VIII Encontro Latino Americano de Pés-Graduagdo — Universidade do Vale do Paraiba



Xll INIC

|'\.|'--

1 234 56 7 8 91011121314 15

Figura 1: eletroforese em gel de agarose 1% da reacéo do
PCR dos 10 pacientes: 1 e 15 controle negativo (AD e STOP
MIX A); 2 padréo (aproximadamente 1800 bp); 3 controle
positivo; 4 pac 1; 5 pac 2; 6 pac 3; 7 pac 4; 8 pac 5; 9 pac 6;
10 pac 7; 11 e 12 pac 8; 13 pac 9 e 14 pac 10.

A figura 2 ilustra a preparacdo do pDNA usado
na reacdo de sequenciamento. Nela, as bandas
com inserto estdo acima dos controles (pogos 1 e
7), um vetor recircularizado sem inserto.

Em nossos resultados foi possivel verificar a
presenca de bactérias orais no material de apenas
dois dos dez pacientes estudados (tabela 2). Para
os demais pacientes, todos o0s clones

sequenciados resultaram na identificacdo de
bactérias de solo, sendo Paenibacillus sp e
Bacillus sp o0 que sugere uma possivel
contaminagdo no momento da coleta do material.

Figura 2: eletroforese em gel de agarose 1% da mini-prep
DNA. dos 10 pac: 1 e 7 controle, 2 pac 1, 3 pac 2, 4,pac 3, 5
pac 4,7 pac 5, 8 pac 6, 9 pac 7, 10 pac 8, 11 pac 9 e 12 pac 10.

P. C. E V. M. I MICRORGANISMO

1 1 0.0 99% Veillonella. sp oral

1 3 0.0 98% Veillonella sp

1 5 0.0 98% Veillonella. sp oral

1 6 0.0 98% Veillonella. sp

9 1 0.0 98% Porphyromonas gingivalis
9 2 0.0 98% Porphyromonas gingivalis
9 3 0.0 99% Streptococcus sp. Oral
9 4 0.0 100% | Staphylococcus lugdunensis
9 5 0.0 99% Veillonella sp. oral

9 6 0.0 98% Veillonella sp. oral

9 7 0.0 97% Staphylococcus sp

9 8 0.0 99% Streptococcus salivarius
9 12 0.0 97% Streptococcus salivarius

Tabela 2: P = Paciente, C = clone, E. V = E Value, M. |. = Max
Identificacéo.

Discussao
Durante os ultimos anos numerosos trabalhos,

utilizando a técnica do PCR, mostram uma
possivel associacdo da Chlamydia pneumoniae e
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outros patégenos com o desenvolvimento da
aterosclerose (COCHRANE, et al., 2003).

Apfalter, et al. (2004) avaliaram 75 pacientes
portadores de aterosclerose. Antes do ato
cirirgico foram coletadas amostras de sangue
periférico para testes imunolégicos e, apos
procedimento cirdrgico, o material retirado foi
estudado com a técnica de PCR em tempo real,
especifico para C. pneumoniae. Os autores
observaram que 89% dos pacientes tiveram
anticorpos especificos para C. pneumoniae, mas
os patégenos nao foram detectados pela técnica
de PCR em tempo real.

Hagiwara et al. (2007) investigaram um total de
50 placas de aterosclerose utilizando a técnica da
PCR com iniciadores especificos para C.
pneumoniae, Citomegalovirus (CMV), Virus da
Herpes Simples (HSV), e H. pylori e por
imunocitoquimica (ICC) para C. pneumoniae.
Detectaram DNA de HSV em 2 espécimes (4%) e
ICC positiva para C. pneumoniae em 8 (16%).
Porém nao obtiveram resultados positivos para C.
pneumoniae usando a técnica da PCR. Do mesmo
modo, nés ndo observamos Chlamydia no
presente trabalho.

Kozarov et al. (2006) investigaram em 29
pacientes com aterosclerose a presenca de
bactérias orais e Chlamydia pneumoniae, através
do sequenciamento utilizando o rDNA 16S para
diferentes espécies, sendo elas: Porphyromonas
gengivais, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythensis, Eikenella corrodens,
Prevotella intermdedia, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
mutans, Treponema denticola e C. pneumoniae.
Em seus resultados, quase metade das amostras
de DNA foram positivas para A.
actinomycetemcomitans e C. pneumoniae. S.
aureus e S. epidermidis foi encontrado com menor
freqUiéncia, 5 e 10%, respectivamente. S. mutans
foi encontrada em cerca de 20% das amostras.

No presente trabalho, o género Veillonella foi

encontrado em 20% dos pacientes, em resultado
compativel com aquele encontrado no sangue
apos escovacdo e extracdo dentaria (Bahrani-
Mougeot et al., 2008). Do mesmo modo, S.
salivarius e P. gingivalis foram encontrados neste
trabalho em quantidades relativas na placa
ateromatosa similares aquelas verificadas por
Nakano et al. (2006).
Segundo BELANGER et al. (2006) P. gingivalis é
um importante agente patogénico implicado com a
periodontite, também freqiientemente associado
aterosclerose. Esta dltima associacdo pode
ocorrer mediante a invasdo direta do endotélio
vascular, ou pela inducdo de resposta imune
exacerbada, ocasionada pela infec¢éo oral crénica
(Gibson 11l et al., 2006).

Q-
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Staphylococcus  lugdunensis, uma bacteria
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comensal da pele ja correlacionada com infeccfes
importantes como sepcticemia, endocardite e
osteomielite (Seifert et al., 2005), foi verificada em
placa ateromatosa pela primeira vez no presente
estudo, no qual a abordagem molecular mediante
sequenciamento do 16S rDNA de amplicons
obtidos a partir de primers genéricos para
Eubacteria foi utilizada de modo pioneiro em
placas ateromatosas.

Conclusao

Os resultados obtidos ndo s&o conclusivos
principalmente pelo grande nimero de bactérias
de solo identificadas, sugerindo uma possivel
contaminagdo da amostra. Contudo, a
metodologia de amplificacdo usando iniciadores
genéricos para bactérias, seguida de clonagem e
sequenciamento do 16S rDNA parece ser uma
metodologia viavel e ainda pouco explorada que
poderia contribuir de forma relevante para melhor
definir o perfil bacteriano das placas ateromatosas.
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