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RESUMO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE Porphyromonas gingivalis.
TESTES DE ADESAO E INVASAO EM CELULAS EPITELIAIS IN VITRO

Porphyromonas gingivalis é um dos agentes etioldgicos envolvidos na
periodontite. Os objetivos do trabalho foram isolar P. gingivalis da bolsa
periodontal de pacientes com periodontite, identifica-a por métodos tradicionais e
através de PCR, realizando com essas amostras testes de ades&o e invas3o,
inibicdo desses fendmenos em células epiteliais KB com soros humano e fetal
bovino, além de agucares (D-manose, D-manosamina, N-acetil-galactosamina, D-
galactosamina, N-acetil-galatosamina e a-D-fucose). O microrganismo foi isolado
de pacientes com doenga periodontal e sua identificacdo foi realizada com os
testes de produciio de pigmento escuro em &gar sangue, coloragio de Gram,
crescimento sob atmosfera anaerbbia, aglutinacdo de eritrocitos de cameiro e
reacido em cadeia da polimerase (PCR). Quatro amostras de Porphyromonas
gingivalis isoladas dos pacientes foram testadas no PCR, sendo que uma delas
ndo apresentou a seqiéncia génica para a fimbria caracteristica. Apds a
identificac@o, a amostra padrdo ATCC 33277 e duas amostras positivas também
em PCR, foram testadas em células KB para a verificagdo de sua capacidade de
ades#io e invasao, utilizando-se para a visualizacéo dos testes a coloragéo de
Kinyon e também a reag¢do de imunoperoxidase, com anti-soro produzido em
coelhos albinos, a partir da inoculacio da amostra padrao inativada. Todas as
amostras testadas foram capazes de aderir e invadir células e essa capacidade foi
inibida com o pré-tratamento das células com soro humano e soro fetal bovino. A
agiutinag8o também foi inibida quando as hemacias foram tratadas da mesma
forma, 0 mesmo néo ocorrendo quando as bactérias foram tratadas com os soros
e quando os aclicares foram testados, tanto nas células como nas bactérias. O
sobrenadante da cultura de P. gingivalis foi testado sobre as monocamadas
celulares e verificou-se a destruigdo celular.



ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis DENTIFICATION AND CHARACTERIZATION
TESTS. IN VITRO ADHESION AND INVASION ON EPITHELIAL CELLS.

Porphyromonas gingivalis, a gram negative anaerobic bacterium, is one of the
etiological agents responsibie for periodontitis and produces a variety of virulence
factors. The aim of this study was not only to isolate and identify P. gingivalis from
periodontal pocket of periodontitis patients using traditional and PCR
methodologies, but also o observe their process of adhesion and invasion on
epithelial cells (ephidermoid, carcinoma, oral, HeLa markers - KB). We studied
also the capability of human and calf sera and several kinds of sugars to impair
celiular adhesion and invasion. The pathogen was isolated from patients with
periodontal disease and its identification was performed by dark pigment
production on blood agar, Gram staining, growth under anaerobic atmosphere,
sheep blood agglutination tests and polymerase chain reaction (PCR). Four
colonies of the isolates were tested by PCR for the fimbriae of this pathogen. One
of them did not present the genomic sequence for the fimbriae of the bacteria. P.
gingivalis ATCC 33277 and two PCR positive strains were tested on celis to verify
the adhesion and invasion capability. Bacteria/cells interactions results were
observed by Kinyon staining and immuperoxidase reaction, using rabbit anti
Porphyromonas gingivalis antibody. All the tested strains were able of adhering
and invading cells and this interaction was inhibited by pre-treatment of the cells
with either human or calf serum. The sheep red blood celis aggiutination was also
inhibited when sheep blood was pre-freated similarly. When the bacteria and the
cells were {reated with sera or sugars the adhesion and aggiutination were not
inhibited. The P. gingivalis culture supermnatant was tested on cell monolayers,
showing destruction of them after one hour incubation.
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1. INTRODUCAO:

As doengas periodontais séo doengas inflamatérias crbnicas induzidas por
bactérias, sendo a maior causa da perda de dentes na populagdo adulta
(Dehpande et al., 1998; Hayashi et a/., 1994). S&o amplamente distribuidas e
representam 0 maior problema de satide oral, tanto nos paises industrializados
como naqueles em desenvolvimento (Ali et al., 1897).

Durante as ultimas décadas estudos epidemiolégci~~< tém sugerido que a
periodontite € universal, que comeca logo nos prime:  anos de vida e sua
severidade aumenta com a idade (Timmerman et al, 1898). E uma doenga
comum, progressiva, representando um processo complexo que envolve fatores
tanto microbioldgicos como imunolégicos e pode afetar grande parte da populacéo
(Griffen et al., 1998; Kontani et al,, 1997).

As doengas pericdontais estdo presentes em quase todas as pessoas com
dentes naturais sendo, no mundo todo, causa indutora da perda destes. Em
média 60% das exiragbes dentéarias, apds os quarenta anos de idade, estdo
relacionadas a estas doencas (Polson and Goodson, 1984).

Ao longo dos anos, evidéncias que suporiam & etiologia microbiana das
doencas periodontais tém sido acumuladas e varias espécies potenciaimente
benéficas e patogénicas sugeridas. Apesar de incompletos, os estudos dessa
etiologia e da patogénese dessas doengas permmitem aos periodontistas darem a
seus pacientes melhores terapias baseadas em evidéncias cientificas (Colombo et

al., 1998).



A periodontite ndo é causada por patégenos esitranhos que invadem a
cavidade oral mas, preferenciaimente, pela colonizagdo subgengival por
habitantes da microbiota oral, que tembém estdo presentes na auséncia de
doenga (Theilade, 1986).

A complexidade da microbiota subgengival tem sido reconhecida desde o
primeiro estudo desse ecossistema com a utilizagdo de microscdpio reafizado por
Van Leeuwenhoek em 1683. Desde entdo, varios estudos avaliaram a
composicéo da placa dental utilizando microscopios de luz e eletrdnico, tecnicas
de cuftura e, mais recentemente, técnicas de sonda de DNA e reagdes soroldgicas
(Socransky et al., 1998).

Todas as técnicas reforgam a teoria de que a piaca subgengival é composta
por uma complexa mistura de espécies bacterianas e os microrganismos que
colonizam com sucesso 0s dentes e a area subgengival precisam coexistir com
muitas outras espécies, sendo estimado 400 ou mais delas residindo nessas
regides (Lamont and Jenkinson, 1998; Socransky ef al,, 1998). Logo, a formagdo
da piaca é resultado de uma simbiose com cooperagdo de muitas espécies
bacterianas, sendo por exemplo, necessarios anaerobios facultativos para a
produgdo de um meio ambiente reduzido favoravel para o crescimento dos
anaerdbios estritos que, por sua vez, suprem outros microrganismos com seus
substratos (Theilade, 1986).

A colonizacdo bacteriana subgengival que causa a periodontite pode
ocormrer somente se a placa supragengivai e a gengivite estiverem presentes. A

placa subgengival desenvolve-se sob a placa supragengival, mas isto ndo é



simplesmente uma continuagio apical da mesma composicdo. Certas bactérias,
principaimente bastonetes gram negativos e espiroquetas, e também aigumas
bactérias gram positivas, possuem melhor habilidade para colonizar a bolsa
periodontal que outras (Lamont and Jenkinson, 1998),

A placa subgengival freqientemente caracteriza-se por uma zona com
espécies gram negativas, locaizadas adjacentes ao revestimento epitelial da
bolsa, enquanto os bastonetes gram positivos e cocos formam uma firme faixa
aderente sobre a superficie do esmalte ou da raiz (Socransky et al., 1998).

Hé claras diferencas da microbiota entre os sitios com satide periodontal e
aqueles com diferentes formas de periodontite. O sulco gengival saudavel abriga
relativamente pequena quantidade de microrganismos, enquanto que na gengivite
experimental ha um grande crescimento destes, assim como um aumento na
freqiéncia de certas espécies, com a mudanca da microbiota para uma populagéo
gram negativa, que comresponde a 75% dos colonizadores subgengivais na
periodontite cronica (Dzink et al., 1985; Griffen ef al., 1998; Lamont and Jenkinson,
1998; Lamont ef al., 1995; McGraw et al., 1999; Polson and Goodson, 1984).

Uma colonizagiio microbiana no sulco gengival com quantidade acima do
nomal pode provocar gengivite, levando em aigumas areas & doenca periodontal
destrutiva (Theilade, 1986).

Um levantamento epidemiolégico mostrou uma grande correlag3o entre a
quantidade de placa presente e a extensdc da perda do tecido de suporte
periodontal, 0 mesmo valendo para o célculo dental, isto & a placa dental

calcificada (Komman ef al., 1991; Timmemman ef al., 1998). Assim, a coloniza¢éo



da cavidade oral por certas bactérias pode ser um fator de risco para o inicio da
periodontite {Genco, 1996; Timmerman ef al 1998).

A gengivite pode ser responsével pela progress8o para a doenga
periodontal (Tanner ef al., 1998), porém a razdo pela qual alguns individuos com
gengivite desenvolvem periodontite ainda & fonte de intensivas pesquisas.
Recentemente, varios fatores de risco e indicadores de progress&o da doenga tém
sido identificados (Timmerman et a/., 1998).

As células epiteliais gengivais representam a primeira barreira para a
infecgdo pelos patégenos periodontais, funcionando como sensores de infecgé@o
bacteriana, gerando e transmitindo sinais entre bactérias e as células
imunolégicas adjacentes e subjacentes nos tecidos pericdontais. Muitas espécies
bacterianas que iniciam infecgbes podem ser intemalizadas e subverter os
eventos de processamenio de informacies que controlam esses sinais (Lamont
and Jenkinson, 1988; Zhang et al., 1999).

Seguindc a entrada e ligag&o, as bactérias orais precisam ser habeis para
utilizar os nuirientes disponiveis para que possam muttiplicar-se na cavidade oral.
Os fatores do hospedeiro que tendem a resistir & colonizag8o incluem os
movimentos de forga da lingua, juntamente com o fluxo salivar e 0 escoamento do
fluido gengival. Além disso, moléculas especificas de saliva podem agregar
organismos e promover sua eliminagdo pelo processo de expectoragio e
degluticdo (Theilade, 1986). Antagonismos bacterianos também sao importantes
para a regulag¢io dos microrganismos subgengivais. Seu crescimento toma-se

limitado pela competicio por nutrientes, peio acimulo de produtos metabdlicos



inibitbrios @ também por bacteriocinas produzidas por algumas bactérias
(Theilade, 1986).

Na auséncia de higiene oral eficiente e diaria hd o desenvolvimento de
placa gengival e gengivite em pessoas de todas as idades. Streplococcus mitior,
Streptococcus sanguis, Actinomyces viscosus e Actinomyces naeslundii séo os
pioneiros e a inflamagéo ocorre em poucos dias. Em duas ou trés semanas a
placa torna-se colonizada por uma microbiota complexa, com certas espécies de
Actinomyces e Bacteroides encontradas em maiores proporgdes (Lamont and
Jenkinson, 1998).

Os bastonetes gram negativos e as espiroquetas ndo podem formar placa
sem a ajuda de espécies gram positivas, e parecem tevar vantagem na presenca
de placa e gengivite, onde n&o haveria batreiras para o seu crescimento no interior
da bolsa, com disponibilizagdo de nutrientes essenciais como hemina, proteinas
do soro e, possivelmente, hormodnios corticosteréides que sdo fomecidos pelo
hospedeiro, através do exudato gengivai (Theilade, 1986).

Varios fatores de viruléncia bacterianos estic implicados na destruigdo dos
tecidos, direta ou indiretamente, devido as suas potencialidades em causar
inflamacio. Em casos de doenca algumas bactérias indigenas tém um papel
maior que outras, dado seu aumento na proporgdc e no numero absoluto e por
terem fatores de viruiéncia relevantes, como aqueles que provocam disturbios nas
defesas do hospedeiro (Fletcher ef al., 1995).

Algumas espécies inibem a fagocitose reduzindo a quimiotaxia dos

fagécitos ou inibindo sua ades&o, ou ainda liberando toxinas como a leucotoxina



produzida por Actinobacillus actinomycetencomitans (Kato et al., 1985; Theilade,
1986). Outras produzem enzimas proteoliticas que degradam as substancias
intercelulares do epitélio, colageno, fibronectina, imunaglobulinas, fatores do
sistema compiemento, lisozima e outras. A liberagéo desses produtos provoca a
destruicdo cronica dos tecidos periodontais, isto &, gengiva, ligamento periodontal
e osso alveolar (Chen et al., 1992; Fravalo ef al., 1996; Greenstein and Caton,
1990; Lamont ef al., 1995; Lamont and Jenkinson, 1998; Neison ef a/., 1999), além
de enfraquacer a fun¢do da barreira epitelial de maneira a permitir a penetragéo
de varias substAncias téxicas e antigénicas, provocando inflamagédo, com
recrutamento de neutrSfilos e liberagdo de granulos lisossomais contendo
proteases (Cardoso, 1997; Kaminishi ef al., 1993; Theilade, 1986).

Os neutréfilos tendem a se concentrar junto as fibras colagenas do tecido
gengival e a microbiota patogénica, frente a uma boa fungéo destes, gera apenas
gengivite e uma doenca limitada. Caso contrario, a exposi¢éo segue com
absorgéo de toxinas bacterianas e provoca uma resposta sistémica aumentada,
induzindo a sinalizacdo de mondcitos e finfdcitos para a area da inflamagéo e
subseqliente destruicdo do colageno. Entdo, pelo menos dois fatores estio
envolvidos na resposta inflamatoria que gera a perda de insergdo. Um deles seria
a presenca de bactérias e seus produtos e o outro a propria destruicdo fecidual
causada pelas células de defesa. A patogenia das doengas periodontais inclui
fatores genéticos, ambientais e de risco adquirido, que influenciam
significativamente na resposta do hospedeiro aos desafios microbianos, gerando

diferentes reagbes. Alguns fatores agravantes incluem o diabetes, a sindrome de



Down, pacientes com neutropenia, anemia, portadores do virus da
imunodeficiéncia humana e fumantes (Cardoso, 1997).

O resultado final desse processo é a manifestacdo clinica da doenga, com
sinais e sintomas distintos, incluindo evidéncia radiogrifica de perda 6ssea e
aumento da profundidade da bolsa periodontal (Fine, 1992), com eventual
esfoliacio do dente (Lamont et a/,, 1995; Lamont and Jenkinson, 1998).

Entre os microrganismos subgengivais caracterizados até agora, vérios
bacilos gram negativos sfio de especial importéncia na etiologia das periodontites.
Certas baciérias como Porphyromonas gingivalis, Prevolela intermedia,
Capnocytophaga sp e Actinobacillus actinomycetencomitans estac presentes em
grande quantidade nas doengas periodontais inflamatérias, possuem varios dos
mecanismos ja citados que hes conferem capacidade para sobreviver no interior
da bolsa (Theilade, 1986).

P. gingivalis é o principal agente etioldgico no inicio e progressao de formas
severas de periodontite (Ebersole and Steffen, 1995; Lamont ef al., 1992; McGraw
et al., 1999; Sharma ef al,, 1999; Tuite-McDonnell ef al, 1997, Weinberg ef al.,
1997). Esse microrganismo utiliza multiplos fatores de viruléncia para evadir as
defesas do hospedeiro (Griffen ef al., 1968; Lamont et al, 1995; McGraw ef al.,
1999) e estd nommalmente entre os Ultimos colonizadores da cavidade oral,
requerendo organismos antecedentes para criar as condi¢cbes do meio ambiente
necessarias, tais como sitios de ligagdo pela adesdo de interespécies, suprimento

de substratos de crescimento e redugio da tensdo de oxigénic a niveis minimos



requeridos para a sobrevivéncia e crescimento de anaerdbios obrigatérios (Lamont
and Jenkinson, 1998).

Um estudo feito através da reagfio em cadeia da polimerase (PCR)
detectou P. gingivalis em apenas 25% dos pacientes com gengiva saudavel,
contra 79% do grupo com periodontite (Griffen ef al., 1998).

Como um patdgeno oportunista a P. gingivalis pode também existir em
harmonia comensal com o hospedeiro, com episédios de doencga resuitando em
uma mudanga no balango ecolbgico dentro do complexo microambiente
periodontal. Seus fatores de viruléncia incluem atividade tipo tripsina, enzima
colagenolitica, céapsula polissacaridica, fimbrias, citotoxinas e proteases
hidroliticas (Bird et al, 1995; Fravalo ef al., 1996; Lamont ef al., 1985). A
presenca deste patégeno, agindo tanto sozinho como em infecgdo mista com
outras bactérias, na auséncia de espécies benéficas e havendo certas deficiéncias
imunolégicas no hospedeiro, parece ser essencial para a atividade da doenga
(Lamont and Jenkinson, 1998).

Interagbes da P. gingivalis com o sistema imune do hospedeiro acredita-se
ser a base da resposta inflamatéria destrutiva, a qual é caracteristica dessa
doenca, e a interagho intima dessa bactéria com o0 hospedeiro tem sido objeto de
intensa investigacdo (Kinane et al., 1999).

A familia Bacteroidaceae € composta por bastonetes gram negativos.
Alguns s&o fusiformes, outros s@o filamentosos e outros ainda produzem células
bizaras que degeneram em esferoplastos ou formas L. N&o esporulam e a

maioria das espécies sdo imdveis. S&o anaerdbios estritos e necessitam da



adic@o de alguns nutrientes ao meio de cultura para o seu bom crescimento como
sangue, soro, extrato de levedura e outros fatores de crescimento. A familia
compreende trés géneros principais: Bacleroides, Fusobacterium e Lepitotrichia.
(Topley et af, 1990).

Em 1988, as espécies do género Bacfervides produtoras de pigmento e
assacaroliticas, todas isoladas de humanos, foram reclassificadas dentro do
género Porphyromonas como Porphyromonas asaccharolytica, Porphyromonas
gingivalis e Porphyromonas endodontalis (Shah and Collins, 1988). Séo
bastonetes curtos (0,508 x 1,0-3,0 um), ndo esporulam e Ssa3o imbveis.
Geraimente as células formam coldnias de cor marrom a negro em agar sangue
devido & produgdo de protoheme (Holt et al,, 1994). A hemina é estocada na
superficie da célula, dando as bactérias a caracteristica de coldnias com pigmento
escuro (Lamont and Jenkinson, 1998).

As trés espécies utilizam substratos de nitrogénio, como tripticase ou
protecse peptona, como fonte de energia e possuem uma limitada habilidade para
fermentar aminoécidos {Bolows et a/, 1991). S&o bactérias gram negativas, com
temperatura 6tima de crescimento a 37°C e seus principais produtos finais s&o os
acidos acético, butirico, fenil-acético, isovalérico e succinico (Holt ef al., 1984).

A espécie Porphyromonas asaccharolytica pode ser isolada de sitios a uma
grande distancia da cavidade oral como cervix uterino, ouvido, intestinc e genitalia.
Porém, a P. gingivalis parece colonizar exclusivamente sitios subgengivais da
cavidade oral, mas também ja foi detectada na lingua, amidalas, saliva e,

raramente, na placa dental supragengival (Bollows ef al., 1991, van Winkelhoff, et



al., 1985). A maioria das amostras de Porphyromonas isoladas da cavidade oral
sdo Porphyromonas gingivalis. A maior parte dos isolados clinicos de
Porphyromonas de outras regides anatbmicas em humanos sdo £F.
asaccharolytica, enquanto que Porphyromonas endodontalis pode ser isoiada de
canais radiculares infectados e outros sitios da cavidade oral {Koneman et al.,
1997).

Critérios para a diferenciacdo de Porphyromonas gingivalis de outras
espécies de Porphyromonas sao a atividade tipo tripsina deste microrganismo
(Fujimura and Nakamura, 1987), a aglutinagdo de eritrocitos de cameirc e a
producgo de acido fenilacético (Holt et al., 1994).

A mobilidade sletroforética de malato deidrogenase (MDH) e as diferengas
nas bases de DNA também diferenciam as irés espécies de Porphyromonas
(Bollows et al., 1991).

S&o seis os sorotipos de Porphyromonas gingivalis: ATCC 33277, WSO,
A7A1-28, ATCC 49417, HG 1690 e HG 1691. Esses sorotipos s&o baseados nos
diferentes antigenos polissacaridicos que, provavelmente, representam estruturas
capsulares e sdo designados como antigenos K (Ebersole and Steffen. 1995;
Laine et al,, 1996; Laine et al., 1997).

A P. gingivalis € um microrganismo assacarolitico, com requerimento por
hemina como fonte de ferro e peptidios para o crescimento. Aglcares como a
glicose podem ser ufilizados por ele, mas tais compostos ndo séo convertidos em
produtos finais metabdlicos e sim usados para a biossintese de macromoléculas

intracelulares {Lamont and Jenkinson, 1998). Entre os vérios substratos de
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nitrogénio disponiveis na boca, esse patdgenc tem somente uma habilidade
limitada para fermentar aminoacidos livres, com possivel excegdo ao Acido
asparticc e asparagina, 0s quais podem ser metabolizados através de
oxaloacetato, malato e fumarato produzindo succinato. Em contraste, peptidios
sdo eficientemente utilizados para seu crescimento. Entdo, a agio de enzimas
proteoliticas produzidas por essa bactéria, junto com outras proteases derivadas
do hospedeiro e de outros patégenos no meio subgengival rico em proteinas,
parece ser essencial para a aquisicio de nutrientes para P. gingivalis (L.amont and
Jenkinson, 1998).

Entretanto, parece Ihe fattar um sistema sideréforo e utiliza hemina para
satisfazer essa necessidade. Vérios compostos contendo hemina, como a
hemogiobina, haptoglobina, mioglobina, hemopexina, metahemogiobina,
oxihemoglobina, albumina, lactopercxidase, catalase e citocromo ¢ podem prover
hemina, seguindo o processo proteolitico. A hemina esta presente na superficie
das células, fator considerado responsavel pelas caracteristicas aparentes de
coldnias escuras de P. gingivalis. A molécula de hemina intacta pode ser
transportada para o interior da célula em um processo dependente de energia e
regulado pelos niveis de hemina disponiveis (Lamont and Jenkinson, 1998).

Hemagiutininas e proteinases s8o produzidas para suprir esses
requerimentos. As hemaglutininas séo fatores de viruléncia de muitas espécies
bacterianas e P. gingivalis produz pelo menos cinco delas. Quando expressas na
superficie da célula bacteriana, as hemaglutininas podem promover colonizagio

mediando a figag&o da bactéria aos receptores (usualmente oligossacaridios) das
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células humanas.

Se P. gingivalis utiliza hemina para o seu crescimento a ligagdo das
bactérias aos eritrécitos pode também servir como fungio nutricional (Lamont and
Jenkinson, 1998).

Recentes estudos sugerem que a hemaglutinag@o por este patégeno pode
ser mediada por fimbria. Muitas das propriedades virulentas de P. gingivalis
parecem ser conseqiéncia de suas adaptagdes para obter hemina e peptidios.
Ent&o, as hemaglutininas participam nas interagbes de adesde com a célula do
hospedeiro, enquanto as proteinases contribuem para a inativaco das moléculas
efetoras da resposta imune e destruicdo do tecido. Além disso, para direcionar o
ataque aos tecidos periodontais, a bactéria pode modular sinais de transdug&o as
células eucaribticas. Dentro desse sitio privilegiado a P. gingivalis pode replicar e
utilizar componentes da defesa inata do hospedeiro (Lamont and Jenkinson,
1998).

O lipopolissacaridio de P. gingivalis estd associado com a destruic&o
inflamatéria dos tecidos periodontais, pois induz a liberagéo de citocinas e outros
fatores das células inflamatérias, estimutando diferenciacio celular osteociastica e
causando reabsorcio do 0sso alveolar (ito ef al,, 1997; Kadono ef al, 1998). As
interagbes entre os componentes da membrana extema de P. gingivalis e células
endoteliais t&m sido examinadas, assim como a habilidade do fipopolissacaridio
em estimular uma resposta inflamatéria (Deshpande ef al., 1988).

Apesar da patogenicidade da P. gingivalis ser muitifatorial, sua capacidade

de aderir aos tecidos orais € um importante passo no processo de colonizacao
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(Amano et al., 1996; Kawata et al., 1997; Lamont ef al., 1992; Xie ef al,, 1987). A
cavidade oral possui uma variedade de superficies nas quais P. gingivalis pode
aderir. H4 os tecidos duros mineralizados, superficies mucosas incluindo céluias
epiteliais, eritrécitos, gengiva, bochecha e lingua, além de outras bactérias orais ja
aderidas. As moléculas de saliva adsorvidas a supstrficie dos dentes comumente
funcionam como receptores para a aderéncia bacteriana (Amano et al., 1996).

O sistema de defesa inato do hospedeiro pode funcionar limitando a
disseminagao da bactéria dentro da bolsa periodontal mantendo a baireira epitelial
intacta. Entretanto, varios estudos tém documentado que P. gingivalis pode ser
encontrada dentro dos tecidos gengivais, sugerindo que a bactéria pode passar
através da barmeira epitelial. invas@o das células epiteliais por esse patégeno in
vitro também foi demonstrada por muitos pesquisadores (Deshpande et al., 1998).
Esse microrganismo possui um potencial invasivo, internalizando-se ativamente
em células epiteliais através de mecanismos similares aqueles utilizados por
varios patégenos entéricos (Lamont and Jenkinson, 1998). Tem sido demonstrado
que as fimbrias deste patégeno, as quais medeiam sua liga¢ao aos sitios orais (as
células epiteliais, as outras bactérias orais e a4 camada de saliva sobre a
hidroxiapatita} (Amano et al., 1996, Xie ef al, 1997) e induzem resposta
inflamatéria no hospedeiro, s&o um candidato a antigeno em potencial para o
desenvolvimento de uma vacina (Sharma et al., 1999; Xie ef al,, 1997). O exame
ultraestrutural das fimbrias de P. gingivalis revela sua presenga peritriquia, com
0.3 a 3,0um de comprimento e S5Snm de iargura. A principal classe de fimbria €

composta de uma subunidade de um mondmero de fimbrilina que varia entre 41 e
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49 kDa de tamanho (Lamont and Jenkinson, 1998; Ogawa et al., 1995). A analise
da seqiéncia protéica ndo revela homologia significante com proteinas fimbriais
de outras bactérias, indicando que a fimbria de P. gingivalis pode representar uma
classe tipica de fimbria desta bactéria (Lamont and Jenkinson, 1998).

Estas fimbrias também contribuem para a invasao celular pelo organismo e
podem estimular sinais de transdugdo em celulas epiteliais da gengiva, induzindo
0 processo de internalizagao (Xie et al., 1997).

Também tem sido mostrado que a P. gingivalis pode avangar para o interior
de camadas epiteliais profundas, processo esse que pode ter um papel na sua
disseminagfo. Ulceragdes ocomem comumente na periodontite, podendo ser o
resultado de uma potente producdo de proteases por P. gingivalis que degradam o
colégeno tipo |V presente na membrana basal (Deshpande ef al, 1998). Mas a
destruiglo tecidual também esta relacionada & hiperativagio de neutréfilos, que
também liberam essas enzimas no caso de uma reacdo inflamatéria (Cardoso,
1997). O tecido conectivo do periodonto é vascularizado, permitindo a invaséo da
bactéria na comente circulatéria. Assim, além da invaséo de células epiteliais, a
habilidade de P. gingivalis ativamente invadir céiulas endoteliais pode representar
um mecanismo adicional desenvolvido por esse patégeno para evadir & resposta
imune do hospedeiro (Deshpande ef al,, 1998).

As fimbrias de Porphyromonas gingivalis, ou seus peptideos sintéticos,
induzem macréfagos periféricos humanos e neutrffilos & produgéo de varias
citocinas pro-inflamaténias, como interleucina 1, interleucina 6 e fator de necrose

tumoral affa, os quais sdo importantes mediadores nas reacgdes inflamatérias do
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hospedeiro (Kawata ef al., 1994; Xie et al., 1997). Foi demonstrado in vitro que as
fimbrias podem estimular atividade de reabsorgéo dssea, sugerindo que estas
podem tfer um papel na perda do osso alveolar na periodontite (Kontani et al,,
1997).

Ja foi demonstrado que este patdégeno invade e persiste no interior de
culturas de células epiteliais, mecanismo este que contribui para seu potencial
patogénico (Njoroge et ai, 1997). A mesma observagio também foi feita por
Lamont et a/ (1992 e 1985), enquanto que Madianos ef af (1996) relacionam a
menor patogenicidade de algumas bactérias mutantes a falta de capacidade de se
muitiplicarem no interior de céiulas e Duncan ef al (1993) referem-se a invasdo
nao somente como um mecanismo de evasio a resposta imune do hospedeiro,
mas também & possibilidade de atingir os tecidos adjacentes. Sao observados
microrganismos no interior dos tecidos periodontais de pacientes com gengivite,
gengivite Gicero-necrosante aguda (GUNA) e periodontites adulta, juvenil e
refratdria. Deshpande et a/ (1998) sugerem que a capacidade de P. gingivalis de
invadir células do hospedeiro pode alterar a integridade das mesmas.

Bloquear a aderéncia e subseqlente colonizagéo de P. gingivalis pode dar
um efeito inibidor & doenga (Brant ef a/., 1995). Okuda ef al (1981) bloquearam a
adesao de P. gingivalis as células epiteliais com pré-tratamento das bactérias com
saliva e soro humano. O que se busca atuaimente é uma reducéo permanente
das espécies indigenas mais virulentas a niimeros ¢ proporgdes compativeis com
a saude periodontal, mantendo a ecologia da placa desfavordvel para essas

especies e favoravel para o hospedeiro (Theilade, 19886).
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Atualmente a doenga periodontal é, no Brasil, uma das causas de perda de
dentes entre a populacio adulta. A falta de informacdo, a situacdo socio-
econdmica e o proprio temor afastam os pacientes dos consultérios, aumentado
os indices de morbidade e perda dental por doenga periodontal. Faita motivagio
para os pacientes fazerem uma adequada higiene oral, além de programas de
prevencéo de doencas bucais.

Procurar entender os mecanismos pelos quais um patdégeno leva a uma
determinada doenga toma-se necessario visando o controle da mesma.

No presente trabalho objetivou-se isolar Porphyromonas gingivalis de
bolsas periodontais, comparando seu comportamento frente a uma amostra
padrdo, ¢ testa-la em células epiteliais in vitro, permitindo assim a busca de
inibidores (acUcares ou outros constituintes do soro) que possam seu utilizados no

controle desse microrganismo, para uma melhora na qualidade da satide bucal da

popuiagao.
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2. OBJETIVOS:

2.1, Isolar Porphyromonas gingivalis a partir de amostras coihidas da bolsa
pericdental de no minimo 5mm de profundidade de pacientes com periodontite
moderada ou severa;

2.2. |dentificar Porphyromonas gingivalis através de métodos convencionais
e por PCR (rea¢do em cadeia da polimerase);

2.3. Verificar a ades&o e invasio de Porphyromonas gingivalis em células
KB (Epidermoid carcinoma, oral, human, HelLa markers);

2.4, Verificar a inibicio da adesfio com agticares, soro fetal bovino e soro

humano.
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3. MATERIAL E METODOS:

3.1. COLETA DE ESPECIMES PARA ISOLAMENTO DE Porphyromonas

gingivalis:

Foram selecionados seis pacientes adultos, com doenca periodontal
moderada ou severa, com bolsa periodontal de no minimo 5 mm de profundidade
gue procuraram atendimento odontolégico na Clinica de Especializacdo em
Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP) da UNICAMP.

A coleta foi feita em pacientes que ainda nao haviam recebido nenhum tipo
de tratamento (antibibticoterapia ou raspagem e alisamento radicular nos dltimos
seis meses). Os pacientes foram informados verbaimente e por escrito sobre os
procedimentos realizados. O termo de concordéncia com os procedimentos a
serem realizados foi assinado antes da coleta.

Para coletar o material da bolsa pericdontal foram utilizados cones de papel
absorvente estéreis (Renvert et al, 1992), inseridos no interior da bolsa
periodontai, permanecendo nela durante 15 segundos. Foram coletadas amostras
de duas bolsas periodontais de cada paciente. Logo apés a coleta os cones foram
semeados com o auxilio de uma pinga clinica em agar sangue seletivo para
Porphyromonas gingivalis, contendo bacitracina, acido nalidixico e suffato de

colistina como antibidticos seletives, hemina (Sug/mi, dikiida em NaOH 1N) e
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vitamina K1 (1ug/mi diluida em 60% de alcool etilico e 40% de agua Milli-Q estéril
(Hunt ef al., 1986).

As placas com agar sangue foram colocadas imediatamente apds a
semeadura em jarras de anaerobiose de 2,51, com conteldo resuttante de didxido
de carbono em torno de 9 a 13%, sem producdo de hidrogénio, obtidos com a
utilizagc&o de kits comerciais (AnaeroGen, OXQOID), e incubadas a 37°C por sete
dias.

Apbds o periodo de incubacdo foram selecionadas, das doze piacas
semeadas, quinze coldnias escuras {marrons ou negras), pequenas a médias
(aproximadamente 1mm), convexas e completamente delimitadas, presuntivas
para Porphyromonas que foram subcultivadas em agar sangue em anaerobiose
para seu reisolamento, seguido de uma série de testes para sua identificagéo,

como descrito a seguir.

3.2, AMOSTRAS PADRAO

A amostra padrao controie positivo utilizada em todos os testes realizados
foi a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, obtida junto ao ATCC (American
Type Culture Colection), gentimente cedida pelo Prof. Dr. Reginaldo Bruno
Gongalves, da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, da UNICAMP.

Como controle negativo para os ensaios foram utilizadas as amostras de
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Escherichia coli 0115 ou K12 e, no caso do teste de produgdo de catalase, uma
amostra de Staphylococcus aureus, todas essas da colegdo do Departamento de

Microbiologia e Imunologia do instituto de Biologia da UNICAMP.

3.3. IDENTIFICAGAO DE Porphyromonas gingivalis

Para a identificagdo de Porphyromonas gingivalis foram feitos os seguintes

testes (Moncla et al,, 1994):

3.3.1. Producio de pigmento negro:

A visuglizaggo das coldnias com pigmento escuro é possivel em &gar
sangue acrescido de hemina (10ug/ml). Com esse teste é possivel diferenciar as
espécies produtoras de pigmento negro, incluindo Porphyromonas gingivalis,
daquelas n&o produtoras, como Fusobacterium nucleatum, B. vuigatus, B. fragilis,
Eikenella comodens ou ainda espécies de Capnocyfophaga. Além da producdo de
pigmento escuro, as coldnias indicativas para a espécie devem ser pequenas a
médias, convexas e completamente delimitadas (Koneman ef al., 1997).

No presente trabalho quinze coldnias foram selecionadas apresentando

@ssas caracteristicas.

20



3.3.2. Coloracgdo de Gram:

A coloragio de Gram é utilizada para observar morfologicamente as
bactérias. Assim, bactérias com coidnias caracteristicas, ou seja, pequenas,
convexas e delimitadas, que produziram pigmento escuro foram submetidas a
colorac8o de Gram e selecionadas pelas caracteristicas morfolégicas individuais,
sendo bacilos curtos, pequenos e gram negativos 0s presuntivos para
Porphyromonas.

Foram oito coldnias por nos caracterizadas como possiveis membros do
género Porphyromonas identificadas pela colorag@o de Gram, das quinze
previamente selecionadas. As restantes apareceram como bacilos longos,
esporulados ou nao, portanto ndo caracteristicas.

Todas estas colbnias foram submetidas aos outros testes bioquimicos,

buscando identificar P. gingivalis.

3.3.3. Crescimento sob atmosfera anaerdbia (teste da respiragio):

Apds a identificacdo das coldnias indicativas para Porphyromonas nas
placas de agar sangue e colorac8o de Gram, cada amostra isolada foi semeada
(em duplicata) em duas placas contendo agar sangue. Essas placas foram
incubadas, tanto em aerobiose como em anaerobiose (AnaeroGen, OX0ID), por

sete dias para a diferenciagéo das espécies anaerébias estritas das anaerbias
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facultativas e aerébias, uma vez que somente as anaerébias estritas crescem em
anaerobiose e tém seu crescimento inibido pela presenca de oxigénio, como é o

caso da Porphyromonas gingivalis.

3.3.4. Producgéo de catalase:

A catalase utiliza o peréxido de hidrogénio produzido durante a respira¢éo
nommal {(aerébia), transformando-0 em agua e oxigénio. Os microrganismos
anaerdbios obrigatorios ndo produzem catalase, dal a sua inabilidade para crescer
na presenca de oxigénio. Esse é um teste confimatério para o anterior. Foi feito
colocando-se em uma lamina de vidro cultura pura do microrganismo cultivado em
agar Columbia, sem sangue para ndo haver interferéncia no resuitado, seguido de
uma gota de H.0, a 30%. O teste & considerado negativo se nenhuma bolha de
ar aparecer com o acréscimo da H>O»,, 0 que também é caracteristica de P.

gingivalis. O 8. aureus foi utilizado como amostra controle positivo.

3.3.5. Agiutinacdo de eritrécitos de cameiro:

Das trés espécies de Porphyromonas isoladas de humanos, a dnica que
tem a capacidade de agiutinar eritrécitos de cameirc € a Porphyromonas

gingivals.



Para sua identificagdo, eritrécitos de cameiro em Alsever foram lavados
duas vezes com PBS 0,02M, pH 7,4. 0,75 mi da papa de eritrécitos foram ent&o
diluidos em 4 mi do mesmo tampdo. As bactérias cultivadas em &gar Columbia
por sete dias foram ressuspensas e lavadas com o mesmo tamp&o duas vezes,
por centrifugagdo a 10.000 rpm por cinco minutos. As céluias bacterianas foram
ressuspensas numa concentragao de 5x1 0® bactérias/mi, seguindo-se a escala de
McFarland, aproximadamente. A partir dessa suspenséo foram realizadas, em
microplacas, diluicdes (razéo 2 ) a partir de 1:2 e 100u! de cada uma delas foram
colocados para reagir com 100ul da suspenséo de eritrdcitos. Apos leve agitagdo
e incubacdo por aproximadamente trés horas, a temperatura ambiente, a reagéo

foi lida.

3.3.6. Produgdo do anti-soro anti Porphyromonas gingivalis:

O anti-soro foi produzido para ser utilizado nos ensaios de dot-blot e reagéo
de imunoperoxidase, como descrito adiante. Quatro coelhos albinos foram
utiizados. A amostra padrdo de Porphyromonas gingivalis ATCC33277 foi
cultivada em agar sangue por sete dias, em anaerobiose, sendo inativada com
formol a 4%, lavada com PBS trés vezes e diluida de forma a conter 9x10°
bactérias/ml. O preparo do inéculo foi feito com uma parte do antigeno e trés
partes de PBS 0,02M, pH 7,4. Em dois coelhos foram feitas seis inoculacles

intravenosas, segundo o seguinte protocole (Ewing, 1986).
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A primeira inoculagio foi feita no dia zero, sendo inoculado 0,1mi, a
segunda inoculacdo apds cinco dias em volumes de 0,2mi sendo inoculado nos
animais; apos sete dias 0,5ml do antigeno foi inoculado, sendo a quarta
inoculacéo (1ml) apds onze dias, a quinta inoculag@o apds quinze dias com 2,0mit
e a ultima inoculagdo apos trinta dias, com 0 mesmo volume anterior (2,0mi).

Nos dois outros coelhos foi inoculado 1ml do antigeno (1 volume) acrescido
de adjuvante de Freund (dois volumes), via subcutanea. A primeira inoculacgéo foi
feita com o adjuvante de Freund completo e a segunda e Ultima, apés vinte e cinco
dias, com o adjuvante de Freund incompleto.

Passados vinte © um dias da Gltima inoculagdo os animais foram sangrados
e 0s soros foram testados por aglutinagéo em tubo. O soro pré-imune, coletado
dos animais antes da primeira inoculagdo, também foi testado por agiutinag@o em
tubo para a confimacao da néo reagéo com o antigeno utilizado.

Os soros foram diluidos em solugao salina 0,15M, nas seguintes diluicdes:
1:250; 1:500; 1:750; 1:1000; 1:1500 e 1:2000. Em cada tubo contendo 0,5ml de
soro diluido foi adicionado 0,5ml da suspensio bacteriana lavada trés vezes com
PBS e numa concentracio de aproximadamente 10° bactérias por mi. Nos tubos
controle havia somente antigeno e solugio salina. Os tubos foram incubados em
banho maria a 37°C. A primeira leitura foi feita apés duas horas e a segunda apds
18 horas. O titulo da aglutinacdo em tubo foi de 1:1500 para o soro produzido
com adjuvante e de 1;1000 para o soro obtido apés as inocuiagdes endovenosas.
O soro pré-imune nao reagiu, ou seja, ndo houve aglutinagio em nenhuma das

diluicbes testadas.

24



3.3.7. Dot-blot:

O Dot-blot é uma reagéo antigeno-anticorpo e foi utilizado como mais um
teste para a confirnagdo de que as amostras que estavam sendo testadas eram
Porphyromonas, seguindo o protocolo de Haga (1998), com modificagbes. Para
tanto, a membrana de nitrocelulose foi cortada em pequenos guadrados de
aproximadamente 10mm e colocados em placas de 24 concavidades. As
amostras foram diluidas em tampéo carbonato-bicarbonato, 0,2M e pH 9,6, com
aproximadamente 10° bactérias por mi e foram aplicadas 4s membranas 10ul da
dilvicdo. Depois de seca, a membrana foi incubada com soro fetal bovino a 3%
diluido em tamp&o PBS tween 20 a 0,05% (PBS/T) por uma hora, a4 temperatura
ambiente. Apés lavagem por trés vezes com PBS/T por trés minutos, foi
acrescentado o anticorpo anti P. gingivalis diluido 1:1000 e o sistema foi
novamente incubado a temperatura ambiente por mais uma hora. Nova lavagem
com PBS/T trés vezes foi feita ¢, em seguida, foi colocada anti igG de coelho
marcada com peroxidase (Calbiochen), numa diluicdo de 1:5000, fazendo-se nova
incubacio a temperatura ambiente durante uma hora. A lavagem final foi feita
(PBS/T) e a reagdo foi revelada com Smg de diaminobenzidina (DAB) diluidas em
PBS/T acrescidas de 150ul de agua oxigenada 30 volumes. Como controle

negativo foi utiizada a amostra de E. coli O115.



3.3.8. PCR (Reagéo em cadeia da polimerase):

O teste de PCR (reacdo em cadeia da polimerase) foi utilizado para a
confimagdo de todos os testes anteriores utilizados para a identificacdo das
amostras de Porphyromonas gingivalis isoladas. Nesta reagéo foram utilizados os
iniciadores para a amplificacdo da fimbria da P. gingivalis (Riggio ef al., 1996;
Watanabe et al., 1983), com as seguintes seqliéncias:

5 ATAATGGAGAACAGCAGGAA 3

5 TCTTGCCAACCAGTTCCATTGC 3

Todos os reagentes utilizados neste teste s&o da marca Gibco-BRL, com
excacio dos iniciadores que foram produzidos pela Promicro. Em um microtubo
de 200ul foram colocados 64,5u de agua milli-Q estéril, 10ul de tampao de PCR
10 vezes concentrado, 2ul de mistura de dNTP, 3ul de cloreto de magnésio 50mM,
8ul do iniciador 1, 6,5ul do iniciador 2, 1,0ul de DNA purificado e 5,01 de Tag DNA
polimerase, dando um volume total de 100ui. Para a amplificacéo foram utilizados
33 ciclos, apés uma desnaturagio inicial de 95°C por cinco minutos, com as
seguintes temperaturas:

95°C um minuto (desnaturacgio)

56°C 30 segundos (anelamento dos iniciadores)

72°C um minuto (atividade da Taq polimerase).

Apos os 33 ciclos, foi usada uma temperatura de extenséc de 72°C por

mais dez minutos.



Para a visualizac@o dos resultados os produtos da amplificag&o foram
aplicados em gel de agarose a 2% e submetidos a uma diferenga de potencial de
100V. O marcador de peso molecular utilizado foi o 100pb DNA Ladder cat. n
15628-019 (Gibco BRL). Este gel foi entio tratado por 20 minutos com Brometo
de Etidic. A observagdo das bandas foi feita em Transiluminador (High
Performance Ultraviolet Transilluminator-UVP-Ultra-Violet Products).

O célculo do tamanho da banda ampificada foi feito utiizando-se a

regress&o linear, com as medidas em milimetros obtidas no gel.

3.3.8.1. Extragdo de DNA

As bactérias foram cultivadas por 48 horas a 37°C em caido BHI para
Porphyromonas gingivalis e apés centrifugagéo a 10.000 rom por dez minutos
foram ressuspensas em 400ul de TE, acrescidas de 50ul de lisozima {(10ul/ml) e 5
a 10ul de RNAse (10ul/mi). As suspensdes foram agitadas em vortex rapidamente
e foram entdo colocadas em estufa a 37°C por 18 horas. Apos esse periodo
foram colocados 75ul da solugcdo SDS 10% proteinase K 1,4mg/ml e agitou-se
novamente em vortex até o contetido ficar transparente, que foi entdo deixado a
65°C por dez minutos. Acrescentou-se 100 de NaCl 5M e 100ul da solugdo
CTAB/NaCl (pré-aquecida a 65°C). Nova agitagdo em vortex foi feita até o liquido
ficar leitoso. Levou-se a mistura a banho a 65°C por dez minutos, adicionou-se

750u! da solugsio cloroférmio-dicool isoaminico (24:1), agitou-se em vortex até a
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solucéo ficar esbranquigada e a mesma foi entdo centrifugada a 12.000 rpm por
cinco minutos. Cuidadosamente transferiu-se o sobrenadante para um outro tubo
(cerca de 600ul) e nele foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol a -20° C. Os
eppendorffs foram invertidos lentamente e colocados no freezer por pelo menos
30 minutos e centrifugados sete minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado e foi entdo colocado um mi de aicool, sem homogeneizar. Deixou-se
os tubos 30 minutos no freezer, que foram entéo centrifugados por dois minutos a
12.000 rpm e desprezou-se ¢ Ssobrenadante. Os tubos foram invertidos e
colocados em estufa a 37°C por quinze minutos. Acrescentou-se 50ul de TE ou
agua Milii-Q, e os tubos foram levados a geladeira por 18 horas.

A guantificacdo do DNA foi feita em espectrofotdmetro a 260nm retirando-
se 7yl do eppendorff e colocando-se este volume em outro com 693ul de agua

destilada.

3.4. DETERMINACAO DO NUMERO IDEAL DE CELULAS PARA A
REALIZACAO DOS TESTES DE ADESAQ E INVASAQO DE Porphyromonas

gingivalis

Visando a padroniza¢do dos testes de adeséo e invaséo fez-se necessario,
em um primeiro momento, definir 0 niimero de céiulas por mi que significasse uma

monocamada entre 50 a 70% de confluéncia, com células vidveis dentrc dos
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diferentes intervalos de tempo.

A linhagem celular utilizada no presente trabalho foi a KB (Epidemoid,
Carcinoma oral, human, Hela markers), obtidas junto ao Banco de Células do Rio
de Janeiro, RJ.

QO cultivo dessa linhagem foi feito em atmosfera contendo 5% de CO» a
37°C em meio Eagle suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo 100U
de penicilina e 10pg de estreptomicina por ml de meio.

A monocamada celular foi tripsinizada e as céluias foram ajustadas para
concentragdes de 4,5 x 10° e 2,5 x 10° células por m! de meio, apds contagem em
camara de Neubauer. Essas concentragbes foram semeadas em piacas de 24
concavidades (1mi por concavidade), contendo laminulas e incubadas por
periodos de 2, 4, 24 e 48 horas. Apds as respectivas incubagbes as laminulas
foram fixadas com metanol secado (Merk) por dez minutos, lavadas em agua
destilada por dez minutos e coradas com fucsina de Kinyon por uma hora, em
temperatura ambiente. Apés esse tempo, as laminulas foram lavadas em agua de
tomeira por cinco minutos, descoradas com alcool-acido a 2% até o tecido se
apresentar rosa pdiido, e coradas com azul de metileno diluido (1,4%) por dez
segundos (Michalany, 1980). As laminulas foram montadas em laminas com
Entellan para a observacfo ao microscopio de luz.

Ficou definido que a methor concentragéio de células seria a de 2,5 x 10°
células/ml apés 24 horas de cultivo, atingindo-se assim a confluéncia desejada, ou

seja, entre 50 a 70%.
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35. TESTE DO EFEITO DO SOBRENADANTE DA CULTURA DE
Porphyromonas gingivalis SOBRE AS MONOCAMADAS CELULARES

Com o objetivo de verificar os possiveis efeitos do sobrenadante da cultura
de Porphyromonas gingivalis sobre as monocamadas celulares o mesmo foi
incubado durante uma hora com as células obtidas conforme descricdo anterior.
Para tanto, as bactérias crescidas em BHI para Porphyromonas por 48 horas a
37°C em anaerobiose foram centrifugadas a 10.000 rpm durante cinco minutos e
entdo 1ml do sobrenadante foi coletado e adicionado as monocamadas celulares
durante uma hora a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO». O resuitado foi lido

ap6s a fixagio e coloragdo das células, conforme descrito no item anterior.

3.6. TESTE DE ADESAO DA Porphyromonas gingivalis AS CELULAS KB.

Apés o cultivo em BHI, em anaerobiose, por 48 horas, as células de
Porphyromonas gingivalis, amostra padrao e duas amostras isoladas de pacientes
(I-5 e 1-10), foram lavadas trés vezes com PBS 0,02M, pH 7.4 estéril (10.000 pm
por cinco minutos) e ressuspensas em 1mi do mesmo tampéo de maneira a serem
ajustadas para uma concentragio de aproximadamente 10® células por ml, de
acordo com a escala de McFarland. Em seguida essa suspenséo foi diiuida, em

PBS 0,02M, pH 7.4, para a concentragdo de 107 células por mt.



As monocamadas ceiulares, crescidas sobre laminulas em placas de 24
concavidades, obtidas conforme descric&o anterior, foram lavadas trés vezes com
PBS e, em seguida, para a realizacdo do teste, 100ul da suspens&o bacteriana
foram colocados junto & monocamada celular contendo 900l de Eagle, sem soro
fetal bovino e sem antibidticos (Tokuda ef al., 1996).

Foram adicionados aos testes 15ug/mi de estreptomicina, concentragfo
essa subinibitéria para esse género bacteriano, a fim de favorecer sua adesdo as
monocamadas (Kopp et al., 1996).

As monocamadas infectadas foram incubadas por uma hora a 37°C, em
atmosfera contendo 5% de CO.. Em seguida foram entdo lavadas trés vezes com
PBS 0,02M, pH 7,4 para a remogdo de bactérias ndo aderidas e as laminulas
foram fixadas com metanol secado (Merk) por dez minutos, lavadas em agua
destilada por dez minutos e coradas com fucsina de Kinyon por uma hora, em
temperatura ambiente. Apos lavagem em agua de tomneira por cinco minutos as
laminulas foram descoradas com &élcool-acido a 2% até o tecido se apresentar
rosea palide. Em seguida as laminulas foram coradas com azul de metileno a
1,4% por dez segundos.

Apébs a coloraglo as laminulas foram desidratadas com élcoois 70°, 80°,
90° GL e absoluto € montadas em laminas com Entellan para, em seguida, serem
observadas sob microscopia de luz para a verificag@o da adeséo (Tokuda ef al.,
19986).

A coloragéo de Kinyon foi utilizada somente para os testes de adesao da

amostra padrao ATCC 33277. A adeséo das amostras coletadas de pacientes foi
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visugdlizada através de reagdc de imunoperoxidase, como justificado
posteriormente.
Em todos os testes as amostras de E. cok K12 com 1% de D-manose, ou

0115 como controle negativo foram incluidas.

3.7. TESTES DE INVASAO DA Porphyromonas gingivalis AS CELULAS KB

As bactérias testadas foram a amostra padrdo de F. gingivalis ATTCC
33277 e duas amostras isoladas de pacientes (I-5 e 1-10). As suspensdes
bacterianas cultivadas por dois dias em caido BHI em anaerobiose foram lavadas
trés vezes com PBS, 0,02M pH 7 4 e ressuspensas no mesmo tamp&o para uma
concentragdo de aproximadamente 107 bactérias por mi.

As monocamadas ceiulares, obtidas apés cuitivo em meio Eagle em pilacas
de 24 concavidades supiementado com 10% de soro fetal bovino, contendo os
antibidticos e incubadas a 37°C por 24 horas sob atmosfera de 5% de CO:
(Madianos et al,, 1996) foram lavadas trés vezes com PBS 0,02M, pH 74 e
inoculadas com 100ul de cada suspens@io bacteriana em meio Eagle sem
antibidticos ou soro e o sistema foi incubado a 37°C e 5% de CO, por uma hora.
A seguir as bactérias ndo aderidas foram removidas com trés lavagens com PBS
0,02M pH 7.4, As monocamadas foram entdo incubadas com 900l de Eagle

contendo 0,1mg/mi de metronidazol por trés horas, para eliminar as bactérias
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extracelulares, porém aderidas. Apés a remogdo do antibidtico com trés lavagens
com o mesmo tampdo as laminulas foram fixadas com metanol anidro e
submetidas & reacfo de imunoperoxidase, segundo o protocolo de Soliman et af
{1997) com algumas modificagdes feitas durante a padronizacdo dos testes. Os

experimentos foram realizados em duplicatas.

3.8. REAGAO DE IMUNOPEROXIDASE

Com o objetivo de melhor observar a adesao e invasdo de Porphyromonas
gingivalis as células epiteliais foram feitas rea¢des de imunoperoxidase utilizando-
se como controle negativo a Escherichia coli 0115 ou K12,

As laminulas, apds testes de adeséc e/ou invasdo, foram fixadas em
metano! secado por dez minutos. A seguir foi aplicada H20. 3% durante cinco
minutos, fazendo-se depois lavagem com PBS-Tween-20 0,1% por cinco minutos,
repetindo-se o procedimento por mais dois minutes. O soro anti Porphyromonas
gingivalis diluido em PBS/T a 1:1500 foi colocado sobre as monocamadas
infectadas e as laminulas foram incubadas em camara Umida a 4° C por 18 horas.
Fez-se nova lavagem com PBS/T por cinco minutos trés vezes e incubou-se as
células com PBS/T + BSA 2,5% em camara Umida a temperatura ambiente por
uma hora. Apds outra lavagem com PBS/T, nas mesmas condigdes, foi colocado
soro anti IgG de coelho, conjugada com peroxidase (obtida comerciaimente)

diluida a 1:10.000 em PBS/T. Incubou-se em c&mara Gmida a 37°C por uma hora
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e foram feitas mais trés lavagens com PBS (cinco minutos). Acrescentou-se
diaminobenzidina (DAB) (5mg DAB + 5ml Tnis + 5yl de H20,), aguardando-se de
cinco a dez minutos para, em seguida, ser feita nova lavagem com PBS 0,02M, pH
7,4. Finaimente a reacg&o foi corada com hematoxilina por trés minutos e lavada
com PBS por um minuto. As laminulas foram desidratadas com a série de alcodis,

montadas em laminas com Entellan e observadas ao microscopio de luz.

3.9. TESTE DE INIBICAO DA ADESAO DE Porphyromonas gingivalis AS
CELULAS KB COM O USO DE SORO HUMANO, SORO FETAL BOVINO E
ACUCARES

Para se verificar possiveis inibidores da ades&o e consequente invaséo da
Pormphyromonas gingivalis as células epiteliais, foram testados diferentes agtcares,
além de soros humanos em “pool” e soro fetal bovino (SFB).

Foram coletados 5mi de sangue de cada estudante voluntario, num total de
seis. O sangue foi colocado em banho maria a 37°C por dez minutos e, em
seguida, centrifugado a 2000 rmpm por mais dez minutos. Os soros foram
colocados em “pool” e em seguida submetidos a banho maria a 56°C por 30
minutos.

Os aglcares utilizados (Sigma) foram: D-Manose, D-Manosamina, N-acetil-

galactosamina, D-Galactosamina, N-acetil-glucosamina e a-D-fucose. Preparados
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em solugbes a 0,1M de PBS, os mesmos foram filtrados em membrana Millipore
0,45pum e estocados a —-20°C (Okuda ef al., 1981).

Para a mealizacdo dos testeé as células, ou bactérias, foram tratadas
previamente com cada tipo de acticar numa concentracdo de 0,1 e 0,05 M,
diluidos em &gua destiada e incubados durante uma hora. O mesmo
procedimento foi adotado para o soro humano e soro fetal bovino, utilizando
concentracfes de 1:100 para ambos, diluidos em meio Eagle para ¢ tratamento
das células e em PBS 0,02M pH 7,4 no caso do tratamento das bactérias. Apos o
periodo de incubag¢io com os soros e com os agucares, foi feita a inoculagdo nas
células com 107 bactérias por mi de meio, submetendo-se o sistema a agitagdo
durante 15 minutos e incubagéo por 45 minutos a 37°C, em atmosfera contendo
5% de CO.. Em seguida as células foram lavadas trés vezes com PBS para a

remogGao das bactérias ndo aderidas e submetidas a reacdo de imunoperoxidase.

3.10. TESTE DE INIBICAO DA AGLUTINAGAO DE ERITROCITOS DE
CARNEIRO POR Porphyromonas gingivalis COM AGUCARES, SORO
HUMANO E SORO FETAL BOVINO

Os agucares ja citados, além de soro humano e soro fetal bovino, foram

testados para a verificagé@o de possivel capacidade de inibicdo da agiutinagdo de
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eritrdcitos de cameiro. Os eritrocitos foram lavados trés vezes em PBS 0,02M, pH
7,4, assim como as bactérias cultivadas em caido BHI.

Os aglcares foram testados nas concentracdes de 0,1 e 0,05M, diluidos
no mesmo tampéo, e os soros diluidos na razdo 2 até 1:256, também em PBS.
25 de cada agucar nas concentragdes indicadas foram colocados em piacas de
96 concavidades para reagir com 25ul de hemécias a 1% ou suspensao
bacteriana (aproximadamente 10® células/mi). O mesmo foi feito com os soros.
Apés uma hora de incubacdo foram acrescentados 50ul de suspenséo bacteriana
ou hemacia. Depois de leve agitag@o, a placa foi incubada por trés horas a

temperatura ambiente, para em seguida proceder-se a leitura visual.



4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS DOS TESTES DE IDENTIFICAGAO DE P. gingivalis

Foram coletadas amosiras de bolsas periodontais, com no minimo 5 mm de
profundidade de seis pacientes, sendo duas bolsas por paciente.

Apés o periodo de cultivo inicial em anaerobiose a jama foi aberta e das
doze placas semeadas foram selecionadas as coldnias escuras (marrom a negro),
pequenas a médias, convexas e completamente delimitadas, num total de quinze,
as quais foram novamente semeadas para o seu reisolamento. A Figura 1 mostra
o crescimento caracteristico da P. gingivalis em agar sangue contendo hemina.

Essas coldnias indicativas para Porphyromonas foram submetidas &
coloragdio de Gram para a observacdo das caracteristicas tipicas das bactérias,
como seu tamanho, forma e tipo de coloragéo adquirida durante o processo. Das
amostras testadas oito delas se apresentaram como bacilos curtos e gram
negativos, sem contaminagdo por outros microrganisinos (dados ndo
demonstrados).

As coldnias selecionadas com as caracteristicas morfoidgicas de
Porphyromonas foram semeadas em agar sangue e incubadas simultaneamente
em aerobiose e anaerabiose. Nenhuma delas cresceu sob aerobiocse.

Apés a observag8o em agar sangue quanto as caracteristicas da colbnia,

producio de pigmento escuro, coloragdo de Gram e respiragéo anaertbia, as
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amostras foram cultivadas em agar Columbia para a realizagéo do teste da
catalase. Nenhuma das amostras isoladas produziu a enzima, confirmando o tipo
de respiragdo que praticam. A amostra de S. aureus, bactéria aerdbia que foi
utilizada como controle positivo, apresentou resultado positivo para esse teste.
Para distinguir a Porphyromonas gingivalis das outras Porphyromonas foi
feito o teste da agiutinacdo de eritrocitos te cameiro. A amostra negativa de E.
coli foi testada juntamente com as outras amostras e apresentou resultado
negativo. O titulo da hemaglutinagdo para a amostra padrio foi de 1:16 enguanto
das oito amostras testadas, quatro apresentaram titulo baixo (1:2) e outras quatro
amostras (I-5, 1-5M, 110 e |-14) coletadas de pacientes, tiveram titulo de 1.8 e
foram selecionadas para os testes de adesdo e invasdo em céiulas. Porém, antes
dos testes com céluias, o teste confimmatdério do PCR para a detecgéo da fimbria
de P. gingivalis foi feito. Dessas quatro amostras selecionadas, como indicativas
para Porphyromonas gingivalis, trés delas (I-10, I-6 e |-56M) apresentaram
resuitado positivo no teste do PCR, com a banda de aproximadamente 132 pb,
obtida com o calculo da regressdo linear, relativa a fimbria, detectavel pelos
iniciadores utilizados. Uma delas (I-14) néo apresentou a seqUéncia génica. A
amostra controle negativo foi a Escherichia coli K12, que também ndo apresentou
a mesma seqéncia, enquanto a amostra padrédo ATCC 33277 demonstrou
também a presenga da seqiéncia analisada. O resultado do PCR esta

demonstrado na Figura 2.
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4.2. RESULTADOS DOS TESTES DE ADESAO E INVASAO DE P. gingivalis
EM MONOCAMADAS CELULARES

Apbs a incubagio durante uma hora em atmosfera contendo 5% de COz
com o sobrenadante da cultura bacteriana de Porphyromonas gingivalis, as
monocamadas celulares foram lavadas trés vezes com PBS, fixadas com metanol
secado e submetidas a coloracio de Kinyon (Michalany, 1980). Desidratadas com
alcool, as laminulas foram montadas em laminas com Entellan e observadas ao
microscépio de luz. As células foram totaimente destruidas pelo sobrenadante da
cultura de Porphyromonas gingivalis, fato observado pela auséncia total de células
nas laminulas (dados ndc demonstrados).

Apo6s o cultivo das células KB em meio Eagle com 10% de soro fetal bovino,
a monocamada celular foi tripsinizada e ajustada para diferentes concentragdes e
tempos de cultivo, buscando o melhor resultado para a obtengdo de células
vidveis para a infecgdo. As células foram lavadas com PBS e fixadas em metanol
anidro apds 2, 4, 24 e 48 horas, com concentragdes de 4,5 x 10% e 2,5 x 10°
céluias por ml. Na concentragéio de 2,5 x 10°, com tempo de cultivo de 24 horas,
as células apresentaram morfologia mais conservada, contomo definido da
membrana celular e citoplasma conservado, mais apropriado para a ades&o

bacteriana, além de uma confluéncia entre 50 a 70%, o que era desejado.
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Figura 1: Placa de agar sangue contendo hemina, com colénias pequenas,
convexas, delimitadas e pigmentadas de negro, caracteristicas de P.

gingivalis

Figura 2: Resultado do teste de PCR para detecgdo da fimbria de Porphyromonas gingivalis. Coluna
1: marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder). Coluna 2: Amostra padrdo de P. gingivalis
ATCC33277. Coluna 3: Escherichia coli K12 C600. Colunas 4, 5 e 6: Amostras de P. gingivalis 1-10, I-
5e[-5M. Coluna 7: Amostra de P. gingivalis |I-14.
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As amostras padrao, 1-10, I-5 e E. coli foram incubadas com as células
durante uma hora a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO. seguindo-se
lavagem com PBS, fixa¢gdo com metanol secado e colorag@o de Kinyon ou reacéo
de imunoperoxidase. Tanto na coloragdo de Kinyon como na reacdo de
imunoperoxidase foram observadas bactérias aderidas as céiulas, distribuidas em
varios pontos. Porém, quando a técnica de imunoperoxidase foi utilizada, pode-se
observar com maior nitidez essa adesZo, devido ao melhor contraste que essa
técnica fomece. A Figura 3 mostra a adesdo da amostra padrdo visualizada
através da coloragdo de Kinyon, enquanto que a Figura 4 mostra a adesao da
amosira padrio e a Figura 5 das amostras I-5 e 1-10, respectivamente, apds a
reacdo de imunoperoxidase. Quando foi acrescentada a estreptomicina para a
verificacio do aumento ou ndo da adesdo, nao foi observada ao microscopio de
iuz qualquer altera¢do, porém néo foi feito nenhum tipo de contagem da adesio.

Para os testes de invasdo, seguindo o periodo de incubagio por uma hora
a 37°C em atmosfera contendo 5% de COz, as células foram lavadas frés vezes
com PBS estéril e incubadas por mais trés horas com Eagle contendo 0,1 mg/mi
de metronidazol. A monocamada ceiular foi entdo lavada novamente com PBS
estéril mais trés vezes para a remogao do antibidtico. As laminulas foram fixadas
com metanol secado por dez minutos e submetidas a coloragdo de Kinyon e
reacio de imunoperoxidase. Por ser uma bactéria de tamanho muito reduzido,
nao foi possivel observar se as células realmente sofreram invasioc pelo
microrganismo quandec a reagdo foi corada pelo método de Kinyon. Somente

através da imunoperoxidase pdde-se observar bactérias intemalizadas, como
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mostrado nas Figuras 6 e 7. Tanto a amostra padréo quanto as amostras -5 e -
10 apresentaram resuttados semelhantes em todos os testes e a amostra utillizada

como controle negativo, a E. cofi, ndo reagiu com as monocamadas celulares.
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Fig. 3: Testes de adesdo de P. gingivalis as células KB: A) Monocamada de células KB n&o infectada.
Aumento: 400x antes de 27% de redugdo da imagem digitalizada; B) P. gingivalis ATCC 33277, visualizada
através da coloragéo de Kinyon. Aumento: 1000x antes de 27% de reducéo da imagem digitalizada.
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Fig. 4: Testes de adesao de P. gingivalis as células KB: A) monocamada de células KB nao infectada.
Aumento 400x antes de 27% de redugdo da imagem digitalizada; B) P. gingivalis ATCC 33277 visualizada
através da reagdo imunoperoxidase. Aumento: 1000x antes de 31% de redugéo da imagem digitalizada
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Fig. 5: Testes de adesdo de P. gingivalis as células KB visualizada através da reagdo de imunoperoxidase. A)
Monocamada de células KB nao infectada. Aumento: 400x antes de 44% de reducdo da imagem digitalizada; B) P.
gingivalis amostra I-10. Aumento: 1000x antes de 25% de redugao da imagem digitalizada; C) P gingivalis amostra |-
5. Aumento: 1000x antes de 34% de reducgdo da imagem digitalizada

45



Figura 6: Teste de invasdo de Porphyromonas gingivalis as células KB visualizado através de reagao de

imunoperoxidase. A) Monocamada de células KB ndo infectada. Aumento: 400x antes de 35% de reducao da
imagem digitalizada; B) P. gingivalis ATCC 33277. Aumento: 1000x antes de 32% de reducao da imagem

digitalizada.
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Figura 7. Teste de invasdo de P. gingivalis as células KB visualizado através de reagdo de
imunoperoxidase. A) Monocamada de células KB ndo infectada. Aumento: 400x antes de 44%
de reducdo da imagem digitalizada; B) P. gingivalis 1-5. Aumento: 1000x antes de 30% de
redu¢io da imagem digitalizada; C) P. gingivalis 1-10. Aumento: 1000x antes de 40% de
reducdo da imagem digitalizada
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Apds ¢ pré-tratamento das células e das bactérias com soro humano, soro
fetal bovino e actcares, foram feitos os testes de adesfo de Pormphyromonas
gingivalis amostra padrao, i-5 e 1-10, além da E. cofi, as células. Quando as células
foram tratadas com soro, houve inibicdo da adeséo da P. gingivalis e,
conseqlientemente, da sua invasdo, observadas apds a reacdo de
imunoperoxidase. Porém, quando as bactérias foram tratadas com os possiveis
inibidores, ndc houve mudanca no perfil de ades@o ou invasdo. Também ndo
houve inibicdo da adesdo com os agucares testados, tanto no tratamento das
células como das bactérias. A amostra de E. coli ngo aderiu em nenhum dos
testes com as células, com o0 uso ou n&o dos inibidores utilizados. As amostras I-5
e 1-10 seguiram 0 mesmo padr&o da amostra ATCC 33277, com inibicao da adeséo
e invaséo quando as células foram tratadas com soros e sem alteragdes quando as

amostras foram tratadas com os soros ou quando os agucares foram testados.

O resultado do teste de inibicdo da adessio de P. gingivalis com o
tratamento das células com soro ou aguicares esta ilustrado nas Figuras 8, 9 e 10.
O teste de aglutinagdo de eritrocitos de cameiro foi inibido com o pré-tratamento

das hemacias com soro humano e soro fetal bovino, sendo o titulo 1:128.



Figura 8. Testes de inibi¢do da adesdo de P. gingivalis as células KB através do pré-tratamento das
células, ou das bactérias, com soro humano, soro fetal bovino e agucares. A) Monocamada de
células KB ndo infectada. Aumento: 1000x antes de 33% de redugdo da imagem digitalizada; B)
Monocamada de células KB tratadas com soro humano e inoculadas com P. gingivalis. Aumento:
1000x antes de 32% de redugdo da imagem digitalizada. C) Monocamada de células KB tratadas
com soro fetal bovino e inoculadas com P. gingivalis. Aumento: 1000x antes de 25% de reducéo da
imagem digitalizada.
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Figura 9: Testes de inibicdo da adesio de Porphyromonas gingivalis as céluas KB através do pré-
tratamento das células, ou das bactérias, com soro humano, soro fetal bovino e aglicares. A)Monocamada
de células KB nao infectada. Aumento: 1000x antes de 41% de reducdo da imagem digitalizada; B) P.
gingivalis ATCC33277 tratada com soro humano e inoculada na monocamada de células KB. Aumento:
1000x antes de 40% de redugdo da imagem digitalizada; C) P. gingivalis ATCC 33277 tratada com soro
fetal bovino e inoculada na monocamada de células KB. Aumento: 1000x antes de 45% de redugdo da
imagem digitalizada; D) Monocamada de células KB tratada com D-manose e inoculada com P. gingivalis
ATCC33277. Aumento: 1000x antes de 38% de redugdo da imagem digitalizada.
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Figura 10. Testes de inibicdo da adesdo de Porphyromonas gingivalis as céluas KB através do pré-
tratamento das células, ou das bactérias com soro humano, soro fetal bovino e agticares. A)monocamada
de células KB nao infectada. Aumento: 400x antes de 41% de redugdo da imagem digitalizada. B)
Monocamada de células KB tratada com soro humano e inoculada com P. gingivalis 1-10. Aumento: 1000x
antes de 54% de redugdo da imagem digitalizada; C) Monocamada de células KB tratada com soro
humano e inoculada com P. gingivalis |-5. Aumento: 1000x antes de 54% de redugdo da imagem
digitalizada; D) P. gingivalis 1-10 tratada com soro humano e inoculada na monocamada de células KB.
Aumento: 1000x antes de 51% de redugdo da imagem digitalizada; E) P. gingivalis |-5 tratada com soro
humano e inoculada na monocamada de células KB. Aumento: 1000x antes de 49% de redugdo da
imagem digitalizada. 51



5. DISCUSSAO

Varios relatos na literatura demonstram etiologia bacteriana na
periodontite (Lamont and Jenkinson, 1998; Socransky et al., 1998, Theilads,
1986). Apesar da microbiota altamente diversificada da cavidade oral, ha
diferencas de espécies bacterianas nos sitios com saude periodontal e naqueles
com caracteristicas de periodontite, que apresentam um aumento para uma
populagio gram negativa (Fletcher et al., 1995; Griffen ef al., 1998, McGraw et al,,
1999).

Para que um microrganismo endégeno possa vir a causar danos ao
hospedeiro s&0 necessdrias alteracbes no microambiente, decomentes de
modificagdes na populagio da propria microbiota, como também na expresséo de
fatores de viruléncia bacterianos, associando-se a alteragdes ou distirbios nos
mecanismos de defesa do hospedeiro (Fletcher et al,, 1995; Fravalo et al.,1996;
Kato et al.,1995).

A P. gingivalis é dotada de numerosos fatores de viruléncia que podem
estar envolvidos na colonizagao, invas8o dos tecidos do hospedeiro e evaséo a
resposta imune do mesmo sendo, portanto, um possivel agente da periodontite
(Deshpande ef al., 1998; Fletcher ef al., 1995; Fravalo et al., 1996; Kaminishi ef al.,
1993).

Evidéncias tém sido acumutadas que P. gingivalis € membro da microbiota
comensal da cavidade oral, sugerindo que seu papel na periodontite é altamente
oportunista, ndo necessariamente enfraquecendo a evidéncia de uma contribuicéo

decisiva desse patégeno nas desordens periodontais. Entretanto, para ter um
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papet em uma infecgdo multifatorial e polimicrobiana, a F. gingivalis deve
demonstrar propriedades especificas permitindo uma mudanga de acdo de
comensal para patogénica. Dessa maneira, essas propriedades podem implicar
em interacbes moleculares entre P. gingivalis & um alvo chave no periodonto, a
célula epitelial gengival (Fravalo ef al., 1996). Segundo alguns autores, a P.
gingivalis, uma bactéria gram negativa, freqlentemente isolada da cavidade oral
(Griffen et al., 1998) estaria também associada a periodontite (Griffen ef al., 1988;
Lamont et al.,1992; Weinberg et al., 1997) tanto por sua capacidade de aderir e
colonizar os tecidos como por lancar méo de mecanismos de evaséo as defesas
do hospedeiro (Griffen ef al., 1998; McGraw et al., 1999).

Sua capacidade de adeséo, e conseqiiente colonizagio, estaria reiacionada
a sua habilidade em induzir & formagdo de fimbrias (Amano ef al, 1996) e ha
também estudos demonstrando que componentes da membrana extema fariam
ligacGes com células endoteliais (Deshpande ef al., 1998). A partir dessa
colonizagdo haveria a possibilidade da bactéria invadir o tecido, protegendo-se
assim de alguns fatores de defesa do hospedeiro e permitindo sua disseminagao,
que seria inclusive, facilitada pela producéo de enzimas como as proteases
(Ciborowski et al., 1994).

Sendo assim, buscar metodologias que permitam o répido isolamento e
identificacfio desse patégeno, bem como buscar entender seus processos de
ades&o, podem vir a colaborar no sentido de diminuir sua incidéncia relativa aos
casos de periodontite.

Segundo Hunt ef al (1986), as colonias de P. gingivalis e P.

asaccharolyticus sao muito similares e um meio seletivo com acido nalidixico,
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sulfato de colistina e bacitracina toma-se necessdério para o isoclamento de P.
gingivalis bem como sua distingdo das outras Porphyromonas. O agar sangue
contendo esses antibidticos é normalmente usado para o isolamento seletivo de
bactérias gram positivas em populacdes mistas pela inibicio de certas bactérias
gram negativas aerdbias e anaerdbias facultativas, mas nado inibem o crescimento
de algumas espécies de Bactervides. Dentre 0s organismos que crescem ho agar
sangue seletivo a P. gingivalis pode ser faciimente distinguida pelas
caracteristicas da coldnia, cujo diametro fica em tomo de 1mm e apresenta-se
com coloragéo escura. Por outro lado, ¢ crescimento deste patégeno pode ser
inibido por diversas espécies da placa dental subgengival como actinobaciios,
capnocitofaga, heméfilos, estreptococos, fusobactérias e outras, na auséncia de
um meio contendo antibioticos especificos contra estas (Hunt ef al., 1986).

No presente trabalho, os cones de papel absorvente utilizados para coletar
materiai da bolsa pericdontal com profundidade de no minimo § mm foram
semeados em agar sangue contendo antibidticos (bacitracina, acido nalidixico e
sulfato de colistina). Apés o isolamento é necessaria a utilizagdo de testes
visando a identificacio do género FPorphyromonas e sua diferenciacéo para a
espécie gingivalis. No presente trabalho os testes escolhidos levaram a
identificagdo de pelo menos quatro amostras, baseando-se nos testes de Gram,
respiracio aerdbia/anaerSbia, catalase e aglutinagdo com eritrécitos de cameiro
(Moncla et al., 1994; Lamont and Jenkinson, 1998).

Segundo Okuda ef al (1981) as fimbrias extraidas de P. gingivalis
apresentaram forte capacidade hemagiutinante a dezesseis fipos de eritrécitos,

enquanto que amostras de P. asaccharolytica nao apresentaram nenhuma
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aglutinagao forte aos eritrocitos testados, inclusive de cameiro, mostrando entéo
uma clara diferenga no padrdo de hemagiutinagac entre as duas Porphyromonas,
confirnando ser este um bom método para a diferenciacédo das duas espécies.
Ainda segundo esses autores, a atividade de hemagiutinagao da P. gingivalis néo
foi afetada pela adigdo de nenhum de quinze agucares testados, concordando
com os resultados encontrados neste trabalho, onde sete tipos de agucares
coincidentes com aqueles de Okuda et a/ (1981), com excegio da D-manosamina,
também nao foram capazes de inibir esta atividade.

Sob condigdes normais de crescimento a P. gingivalis expressa altos niveis
de fimbria, provendo uma otima oportunidade de aderir e invadir as células
epiteliais da gengiva e também para sua ligacdo aos microrganismos
antecedentes da placa pré formada. Secre¢des orais como o fluxo salivar e o
fiuido gengival ajudam a proteger o hospedeiro. Apds a colonizagio inicial a
bactéria pode multiplicar e invadir as células epiteliais, contribuindo para a
progressio da doencga (Xie et al, 1997). As fimbrias s8o largamente distribuidas
entre as linhagens de P. gingivalis, como revelado por estudos morfoidgicos ¢
imunoquimicos e possuem epitopos espécie-especificos (Ogawa ef al,, 1991).

Apesar da utiizagdo de metodologia visando © aumento na producgio de
fimbria pelas amostras de Porphyromonas, isto &, o cultivo por sete dias em agar
Columbia contendo hemina, verfficou-se, denire as oito amostras analisadas,
titulos muito baixos no teste de hemaglutinagdo. Quatro amostras com titulo 1:8
foram entdo selecionadas para o teste de PCR, visando a identificacdo de
amostras de Porphyromonas gingivalis portadoras do gene que codifica para uma

das fimbrias testado por Riggio ef al (1996) e Watanabe et al (1993), para futuros
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testes de adeséo e sua possivel inibigio.

Das quatro amostras analisadas, trés delas (i-10, |-5 e -5M) apresentaram
resultados positivos para a presenga da seqidéncia gendmica, comparada a
amostra padrdo ATCC 33277. A amostra |-14, positiva em todos os testes
anteriores para P. gingivalis, n&o apresentou essa seqiiéncia. As fimbrias, tendo
um papel tao importante nos processos de colonizagao e desenvolvimento da
doenga, além das interagdes com as células epiteliais, sdo objeto de muitas
pesquisas. Novos iniciadores que detectam a presenga de seqiéncias génicas
especificos para P. gingivalis s8o desenvolvidos para a sua identificag&o.
Recentes estudos (Amano et al, 1999) utilizaram outros iniciadores para
amplificar quatro tipos de fimbria da P. gingivalis. A amostra I-14, que ndo reagiu
com 0s iniciadores adotados pode ter outro tipo de fimbria que amplifique com
outros iniciadores.

O padrdo de adesdo das bactérias pode ser investigado fazendo-se
relagbes entre as fimbrias e sua capacidade de aderir aos diversos sitios
permissivos encontrados na cavidade oral. Um tipo de fimbria pode daf & bactéria
vantagens em determinadas situagBes, permitindo sua sobrevivéncia onde
bactérias gue nao a expressam ficariam em desvantagem.

As interagbes entre patogenos periodontais, como P. gingivalis e células
epiteliais da gengiva s&o importantes na colonizacdc do sulco gengival e bolsa
periodontai (Lamont ef al., 1992). A coloniza¢do bacteriana do tecido gengival e
sua penetragdo e destruicdo s&@o importantes na patogénese da doenca
pericdonta! (Duncan ef al., 1993) e a aderéncia bacteriana é considerada como um

importante fator para a manutengio da bactéria na superficie mucosa do
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hospedeiro (Scaletsky et al., 1984).

P. gingivalis se liga a uma variedade de substratos do hospedeiro tanto
inertes, como a hidroxiapatita coberta com saliva, como em céiulas eucaridticas
como as células epiteliais gengivais normais ou transformadas. Além disso, essa
bactéria liga-se as bactérias orais antecedentes como Streptococcus gordonii e
Actinomyces viscosus. Dentro de todas essas interaces, as fimbrias de P.
gingivalis tém sido identificadas como importantes mediadores. Entretanto, ndo
s@o consideradas mediadores exclusivos da adesdo, sem a qual a respectiva
interacdo ndo ocorreria (Weinberg ef al., 1997).

A P. gingivalis pode inicialmente colonizar a margem gengival por se ligar
diretamente a camada de saliva sobre o dente, por agregagdo com outras
bactérias gram positivas que colonizam primeiro a margem gengival, ligando-se ac
colageno tipo |, que é a estrutura de suporte primaria do dente, interagindo com os
componentes da matriz extraceiular ou por ligar-se diretamente as células
epiteliais que limitam a margem gengival. A inflamac&o induzida pela colonizagéo
primaria por bactérias gram positivas pode expor o coldgeno tipo | e proteinas da
matriz extracelular para a interagdoc com P. gingivalis. Entretanto, nao esta
totalmente claro se a interag&o direta com a pelicula do dente é importante para a
incorporagio de P. gingivalis na placa subgengival.

A amostra padréo e duas amostras isoladas no presente frabalho de bolsas
periodontais (I-6 e 1-10) foram testadas em monocamadas de células KB e,
através de reagdo de imunoperoxidase, ficou mostrado que as amostras tém a
habilidade de se ligar as células epiteliais orais. As bactérias foram observadas

aderidas de maneira difusa por toda a superficie celular (Figura 5), padrio este
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semelhante ao observado para a amostra padrao (Figura 4) e nao observado para
as amostras de E. coli 0115 ou K12 tratada com D-manose. Em testes iniciais,
utilizando-se a coloragdo com fucsina de Kinyon (Michalany, 1980) ficou evidente
a dfficuldade de visualizagdo das células de P. gingivalis e sua adesao as
monocamadas celulares. Com a introducdo do teste de imunoperoxidase esta
dificuldade foi superada. Por ser a P. gingivalis uma bactéria de tamanho muito
reduzido a reagao de imunoperoxidase permnite uma melhor visualizagdo de suas
interagdes com as células, quando comparada aos métodos de coloragdo
tradicionais como a coloragdo de Kinyon, utilizada neste trabatho. O contraste
fornecido pela reacdo de imunoperoxidase permite a diferenciagdo entre o
patogenc e pigmentos do corante ou de proprios restos celulares que podem ser
confundidos com a bactéria quandc se uiiliza coloragdes comuns.

Kopp et al., em 1996, verificaram que a estreptomicina, em concentragao
subinibitdria (15ug/ml), aumentava a aderéncia de Bactercides melaninogenicus,
bactérias associadas com infecgdes orais em bovinos. O trabalho foi feito em
células epiteliais dos mesmos. Com base nesse resultado, a utilizacdo da
estreptomicina na mesma concentragdo foi testada para se verificar se a mesma
aumentaria a adesaoc de P. gingivalis. Apesar de ndo ter sido feito nenhum tipo de
contagem da ades30 bacteriana, a observagao ac microscopio de luz nao mostrou
diferenga no padrdo de adeséo.

As interagbes entre bactéria e céluias epiteliais que resultam na
internalizacdo bacteriana as vezes envolvem inducado por sinaliza¢do eucariética,

eventuaimente produzindo invagina¢des de membrana que engolfam a bactéria,
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processo esse chamado fagocitose (Lamont ef al,, 1995). O termo invasado é
usado para denotar um processo ativo iniciado pela bactéria, resultando na sua
entrada na célula. Evidéncias na literatura sugerem que células epiteliais
gengivais e intestinais s&o capazes de fagocitose, entretanto essa propriedade é
provavelmente restrita as células epiteliais que migram e se dividem ativamente,
sendo mais provavel ndo ser expressa nas camadas superficiais de células
epiteliais ja diferenciadas. A medida da adesdo de P. gingivalis as células
epiteliais € complicada pela tendéncia de certas linhagens em se auto agregarem.
A habilidade de um microrganismo de romper as barreiras das células epiteliais é
bem estabelecido para cerios patogenos como mecanismo de viruléncia
associado. E de particular interesse a habilidade de um patégeno de se multiplicar
intracelularmente e invadir células epiteliais adjacentes, sendo minimamente
exposto ao meio ambiente extracelular. Essa estratégia rendedhe inacessibilidade
por parte dos anticorpos, fagécitos e antibidticos durante seu curso proliferativo no
interior dos tecidos subjacentes (Sandros et al, 1994). Uma localizagéo
intracelular pode proteger a bactéria do sistema imune, permitindo a replicagcao em
um meio ambiente rico nutricionalmente e pode faciltar a disseminacdo da
bactéria entre as células ou a destruicdo das céiulas epiteliais (Lamont et al.,
1995; Lamont et af., 1992).

O papel da invasdo bacteriana na doenca periodontal comecgou a ser
investigado recentemente. Muitas das manifesiagies clinicas da doenga
periodontal sdo cronicas e epistdicas, caracteristicas que podem ser explicadas
pelo menos parciaimente pela invasdo bacteriana. Estudos demonstraram que P.

gingivalis pode invadir, além de céluias epiteliais KB e FGH, culturas primarias de
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células epiteliais gengivais humanas e multicamadas de céiulas de bolsa epitelial
humana em cultura e também células endoteliais do coracdo e da aorta
(Deshpande ef al., 1998). A invasao celular de células epiteliais humanas é uma
propriedade patogénica chave para varias espécies bacterianas encontradas em
uma variedade de géneros e associadas a infecgdes tanto agudas quanto cronicas
(Lamont ef al., 1995). Comum a todos esses eventos é a necessidade da bactéria
primeiro aderir & membrana celular e entdo induzir uma série de mudancas
bioquimicas e estruturais, no microrganismo ou na célula ou em ambos,
culminando na penetracéo bacteriana. P. gingivalis parece estar adaptada a vida
no interior das células epiteliais da gengiva (Weinberg ef al., 1997).

As amostras de P. gingivalis foram incubadas com monocamadas de
céiulas KB por uma hora, seguido de lavagem e nova incubacéc com metronidazol
por mais trés horas para a remo¢do das bactérias extraceiulares, fazendo-se em
seguida uma reacfo de imunoperoxidase para a visualizagéo da invas@o celular.
Em todos os testes pdde-se observar bactérias intemalizadas, confirmando o que
ja foi descrito por alguns autores.

Lamont ef a/ (1995) verificaram a presenga de bacténias intemalizadas sem
encapsulamento por vaclolos endociticos, enquanto que Sandros et al (1994)
documentaram a presenca de P. gingivalis no citoplasma celular freqientemente
envolvidas por membranas endossomais. Neste trabalho, foram consideradas
bactérias invasoras as que estavam envolvidas por vaciolos.

A invasdo de P. gingivalis requer gasto de energia metabdlica tanto da
bactéria como da célula, i que a sinalizag8c celular e sintese bacteriana estéo

envolvidas no processo de invasao. P. gingivalis produz um ruimero de proteases
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com diferentes especificidades. Os mecanismos utilizados para a invasio de P.
gingivalis parecem ter similaridade com os de outros patdgenos invasivos (Lamont
et al., 1995).

Scaletsky et al (1984) testaram varias amostras de Escherichia coli quanto
a sua capacidade de aderir as células HeLa com a adicdo de D-manose ac meio
de cultura celular. Desta maneira, torna-se possive! distinguir aderéncia manose-
sensivel ou manose-resistente.

No trabaiho de Okuda et al (1981), testes de aglutinagdo de eritrocitos e de
adesdo de P. gingivalis as células epiteliais foram totalmente blogqueados com o
pré-tratamento das bactérias com saliva ou soro humano. Os autores fazem
referéncia as glicoproteinas derivadas do hospedeirc que poderiam se ligar ao
sitio receptor da bactéria, impedindo sua adesao as células.

Baseados nestas pesquisas, foram testados no presente trabatho varios
tipos de agticares, além de soro humano e soro fetal bovino. Somente quando
houve tratamento das células com soro ocorreu inibicdo da hemaglutinagéo e do
processo de adesdo, o mesmo nac ocomrendo quando do pré-tratamento das
bactérias. Estes achados n&o coincidem com os de Okuda ef a/ (1981), sugerindo
que algum componente presente no soro humano € no soro fetal bovino, podendo
ser uma proteina ou glicoproteina, ou mesmo uma molécula de gordura, que seria
capaz de ligar-se ao sitio receptor da célula, impedindo assim a sua interag&o com
a fimbria bacteriana. Também n&o houve nenhum tipo de inibigdo quando da
utilizacao dos diferentes acgticares, sugerindo que o sitio receptor da bactéra na

céluia ndo seria um dos agticares testados.
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6. CONCLUSOES:

6.1. Porphyromonas gingivalis pode ser isolada da boisa periodontal de pacientes
com periodontite, com cultivo em agar sangue seletivo contendo antibidticos

como bacitracina, acido nalidixico e sulfato de colistina, sob anaerobiose.

6.2. A metodologia empregada para a identificacdo da Porphyromonas gingivalis
(produgdo de pigmento escurc em agar sangue, coloracdo de Gram,
crescimento sob atmosfera anaerdbia, producédo de catalase, aglutinagdo de
eritrocitos de cameiro e PCR) foi adequada, sendo que das quatro amostras
suspeitas trés delas apresentaram resultado positivo no PCR, para a detecgéo

da firnbria do patdgeno.

6.3. O anti-soro policlonal obtido a partir da munizag@o de coelhos foi eficiente
para os fins para os quais foi produzido (reagdo de imunoperoxidase e dot-

blot).
©.4. A reag&o de imunoperoxidase foi mais eficiente que a coloragdo de Kinyon
para a visualizac@io da bactéria em suas interagbes de adeséo e invasio em

células KB.

6.5. Os agucares testados nao inibiram a ades&o da bactéria em células KB, assim

como também n&o inibiram a agiutinagdio de eritrécitos de cameiro.
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6.6. Os soros humano e fetal bovino, quando utilizados nas células KB e nos
eritrécitos de cameiro, inibiram a adesdo da Porphyromonas gingivalis e a

hemagiutinaco.

6.7. Os mesmos soros, quando colocados em contato com as bactérias, néo

inibiram a adesao e a hemaglutinagio.

6.8. As amostras isoladas dos pacientes com doenca periodontal tiveram 0 mesmo
comportamento da amostra padrdo ATCC 33277 em todos os testes

realizados.
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APENDICE

1. Agar sangue seletivo para Porphyromonas gingivalis

a) Formula
Componente Quantidade

Columbia agar base 4259
Agar 659
HMemina 5.0mg
Menadiona 10,0 mg
Sulfato de colistina 10,0 mg
Acido nalidixico 15,0 mg
Bacitracina 10,0 mg
Agua desmineralizada 1000,0 mi
Sangue desfibrinado estéril de 50,0 mi
cameiro

2. Agar Brucelia (Columbia ou sangue)

a) Formula
Componente Quantidade

Agua destilada 250,0 mi
Agar Brucella 10759
Hemina (Smg/mi) 250,0 ul
Menadiona (1mg/mti) 16,0 i
Sangue desfibrinado estéril de 125 mi
carneiro

3. BHI para Porphyromonas gingivalis

a) Formula
Componente Quantidade
Agua destilada 200,0 mi
BHI 749
Extrato de levedura 10,75g
Peptona 06g
Bicarbonato de sodio 04g
Hemina 40,0 pul

Menadiona 10,0 pl




4. Solugdes para a extragio de DNA

4.1.Tampio TE
a) Férmula
Componente concentragio

Tris/HC! pH 8,0 10mM
EDTA 10mM
sDS 10%

b} Observacgbes

Aquecer a 65° C para dissolver
4.2. Proteinase K
a) Féormuja
Componente concentracio

Proteinase k

10mg/ml de agua Milli-Q

b) Observacgfes:

Estocar em aliquotas a 20°C

4.3. Solugido SDS/proteinase K

a) Formula
Componente quantidade

solugéo de proteinase K Smi

SDS 10% 70 mi
4.4. NaCl 5M
a) Férmula

Componente quantidade
NaCl 28,2 g em 100mi de agua milli-G
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4.5. Solugdo CTAB/NaCl

a) Formula
Componente Quantidade
NaCl 4,1 g em 80 ml de agua milli-Q
CTAB 10g
b} Observagdes:
Aquecer a 65°C para dissolver.

Ajustar o volume para 100 ml.
Estocar em temperatura ambiente

5, Corantes

5.1. Hematoxilina de “Ehrlich™:

5.1.1. Férmula
Componente Quantidade
Hematoxilina 2g em 100ml de alccol 96°
Acido acético 10.0 ml
Glicerina PA 100.0 mi
Aldmen de potéssio 30g
Agua destilada 100,0 ml

8.1.2. Observagbes

Dissolver a hematoxilina no 4lcoot e o alimen na dgua destilada
Colocar a solu¢do de hematoxilina acs poucos na solugio de alimen sob agitagdo.
Adicionar aos poucos a giicerina e o dcido acético

Filtrar usando filtro de papel para café
Deixar em repouso por no minimo 3 meses para amadurecer, em frasco claro,

tampando a boca apenas com gaze

§.2. Fucsina bésica de Kinyon:

5.2.1. Formula

Componente Quantidade
Fucsina basica 4g
Fenal 8g
Alcool 95% 20mi
Agua destilada 100ml

5.2.2. Observagdes

Dissolver a fucsina no alcoot e juntar o fenol, depois a agua
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5.3. Azul de metileno - solucdo estoque:

5.3.1.Férmula

Componente

Quantidade

Azui de metileno
Alcool 95%

1,49
100m|

5.3.2,0bservagdes
Usar diluido 10% em agua destilada

5.4. Alcool-4cido
54.1.Formula

Componente

Quantidade

“Alcool 90%
Acidlo acético

100 mi
2mi
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