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RESUMO

UMEDA, J. E. Andlise da expressdo génica ap6s a interacdo entre Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e célula epitelial. 2010. 125 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, associado a etiologia da periodontite
agressiva localizada, apresenta varios fatores de viruléncia, destacando-se a adesdo e invasao as
celulas epiteliais, e producdo de leucotoxina e toxina distensora citoletal. Durante a infecgéo,
bactérias patogénicas induzem a ativacao ou inibic¢do das vias de sinalizacdo do hospedeiro, além
de alterarem a expressdo de genes bacterianos, visando a sua sobrevivéncia aos desafios
oferecidos pelo novo ambiente. Objetivos: Visando contribuir no entendimento da interacdo
entre A. actinomycetemcomitans e o hospedeiro, 0 objetivo do presente estudo foi determinar a
transcri¢do de genes bacterianos relacionados a viruléncia e a resposta da célula eucarionte apos
a interacdo entre A. actinomycetemcomitans e células epiteliais gengivais imortalizadas OBA-9.
Meétodos: cepas de referéncia de A. actinomycetemcomitans JP2 (sorotipo b), SUNY 465
(sorotipo b), e ATCC 29523 (sorotipo a), foram co-cultivadas com células epiteliais gengivais
OBA-09 por periodos de 2 e 24 horas. A transcricdo relativa dos genes omp100 (apiA), aae, Itx,
flp, apaH, omp29, vppA, cdtB, vapA, orf 859, cagE, emaA e pgA de A. actinomycetemcomitans
foi determinada, por RT-gPCR. A transcricdo de 84 genes associados a via de transducdo de
sinais em células epiteliais foi analisada por Arranjos RT-qPCR ap6s 24 horas de co-cultura com
a amostra A. actinomycetemcomitans JP2. Como controles foram utilizadas as cepas bacterianas
ou células gengivais isoladamente. A concentracdo dos mediadores inflamatérios GM-CSF,
TNF-a ¢ ICAM-1, cuja expressdo génica foi regulada positivamente ap6s interagdo com a
bactéria foi determinada por ELISA no sobrenadante das células epiteliais gengivais infectadas e
em amostras de tecido gengival de individuos com periodonto saudavel (n=12), de pacientes com
periodontite agressiva (n=10) e com periodontite crénica (n=11). Resultados: Foram observadas
diferengas na expressdo dos genes de viruléncia entre as amostras ATCC29523, SUNY 465 e
JP2 no controle e apos 2 e 24 horas de infecgdo. Na condicao controle em 2 horas, a amostra JP2
apresentou niveis mais elevados de transcritos dos genes apaH, Itx, cdtB, vppA e omp29 do que
as amostras SUNY 465 e ATCC29523. No entanto, apos 24 h de interagdo com célula epitelial, a
amostra ATCC29523 mostrou regulagéo positiva dos genes aae, apaH, flp, apresentando o maior

nivel de transcricdo dos genes codificando proteinas de adesdo. A interacdo com células epitelias



apos 24 h induziu a transcri¢do de Itx a niveis similares pelas amostras consideradas produtoras
de niveis baixos (SUNY465) e altos de leucotoxina (JP2), ambas do sorotipo b, enquanto a
trasncricdo de Itx pela amostra (sorotipo a) manteve-se em baixos niveis. Os genes omp29 e
cagE foram transcritos apenas nas amostras JP2 e SUNY465 (sorotipo b), sendo estes valores
superiores para a cepa JP2. O gene pgA foi regulado positivamente apds 2 e 24 h de interacéo
com célula epitelial em todas as amostras testadas. Entre 84 genes testados, quinze foram
regulados positivamente nas células OBA-09 apés interacdo com A. actinomycetemcomitans
(p<0,01). Os genes csf2, tnf-a, egr-1 e icam-1 foram transcritos 170; 28,93; 14,08 e 7,67 vezes
mais apos a infeccdo em relacdo ao controle. A analise dos mediadores inflamatérios GM-CSF,
TNF-a ¢ ICAM-1 confirmou que estas citocinas sdo expressas por células epiteliais gengivais
infectadas e apresentam-se em concentragOes estatisticamente superiores nos tecidos gengivais
de pacientes com periodontite em relacdo aos individuos saudaveis, embora ndo tenham sido
observadas diferencas entre periodontite agressiva e cronica. Conclusdes: A maior transcricdo de
genes associados a viruléncia como omp29 e ltx pelas amostras A.actinomycetemcomitans
sorotipo b, justificam a maior viruléncia. A regulacao positiva de Itx apos contato com célula por
24 h na amostra SUNY 465 sugere que amostras sorotipo b ndo pertencentes ao clone JP2
poderiam expressar, in vivo, niveis de leucotoxina similares aos do clone JP2, justificando sua
alta prevaléncia na periodontite agressiva. Por outro lado, a interacdo de A.
actinomycetemcomitans sorotipo a com células epiteliais induziu a transcricdo de genes que
codificam adesinas como aae e apaH e do operon cdt. A regulacdo positiva da transcricdo de
genes de células epiteliais associados as vias de sinalizacdo, como csf2 e tnf-o apds a infecg¢ao
por A.actinomycetemcomitans, demonstra que o cendario da periodontite agressiva, caracterizado
por infiltrado macroféagico e destruicdo Gssea, pode ter inicio precocemente durante a infeccao,
apos a interacdo da bactéria com o epitélio.

Palavras-chave: Doenga periodontal. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Fatores de

viruléncia. Citocinas. Inflamacao. Expressdo génica.



ABSTRACT

UMEDA, J. E. Gene expression analysis after interaction between Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and epithelial cell. 2010. 125 p. Ph.D. Thesis (Microbiology) —
Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, associated to the etiology of localized
aggressive periodontitis, produces several virulence factors, mainly the adhesion and invasion to
epithelial cells, and production of leucotoxin and cytolethal distending toxin. During the
infection, pathogenic bacteria induce the activation or inhibition of signaling pathways of the
host, in addition to altering the bacterial gene expression, favouring to survive the challenges
offered by the new environment. Objective: Aiming to contribute in the understanding of the
interaction between A. actinomycetemcomitans and the host, the objective of this study was to
determine the transcription of bacterial genes related to the virulence and the response of the
eukaryotic cell after the interaction between A. actinomycetemcomitans and immortalized
gingival epithelial OBA-9 cells. Methods: reference strains of A. actinomycetemcomitans JP2
(sorotype b), SUNY 465 (sorotype b), and ATCC 29523 (sorotype a), were co-cultured with
OBA-9 cells for bacterial gene expression analysis in 2 and 24 hours of infection. The relative
transcription of omp100 (apiA), aae, Itx, flp, apaH, omp29, vppA, cdtB, vapA, orf 859, cagE,
emaA and pgA genes of A. actinomycetemcomitans was determined after adhesion with epithelial
cells by RT-qPCR. The profile of transcription of 84 genes related to signaling transduction in
epithelial cells were analysed by RT-qPCR Arrays after 24 hours of infection with A.
actinomycetemcomitans JP2. Isolated bacterial strains or gingival cells were used as control. The
concentration of GM-CSF, TNF-a and ICAM-1, that were up-regulated inflammatory mediators
after interaction with bacteria, were determined by ELISA in the supernatant of infected gingival
epithelial cells and in gingival tissue of patients with aggressive periodontitis (n=10), chronic
periodontitis (n=11) and periodontally health subjects (n=12). Results: differences were
observed in the expression of virulence genes among ATCC29523, SUNY 465 and JP2 strains in
control and after 2 and 24 hours of infection. In 2 hours of the control condition, the strain JP2
showed the highest levels of apaH, Itx, cdtB, vppA and omp29 transcript genes than SUNY 465
and ATCC29523. However, after 24 hours of interaction, the ATCC 29523 strain showed up-

regulation of aae, apaH, flp genes with highest levels of transcript genes coding adhesion



proteins. In addition, the interaction with epithelial cells after 24 hours reach similar levels of
MRNA of Itx between minimally leukotoxic strains (SUNY465) and highly leukotoxic (JP2),
both serotype b, while the a serotype maintains lowest levels. The omp29 and cagE genes, were
transcripted only by JP2 and SUNY465, and highest levels was showed by JP2. The pgA gene
was up-regulated after 2 and 24 hours of infection for all analysed strains. In relation the gene
expression of gingival epithelial cells OBA-9 after infection with A. actinomycetemcomitans, it
was demonstrated 15 up-regulated genes compared with control without bacteria (p<0.01). The
csf2, tnf-a, egr-1 and icam-1 genes were transcribed 170, 28.93, 14.08 and 7.67 fold change
more compared with control. The functional analysis of inflammatory mediators GM-CSF, TNF-
a and ICAM-1, confirmed that these cytokines are expressed by infected gingival epithelial cells
and showed statically highest concentration in the gingival tissues of periodontitis patients in
relation to health individuals, although there were not observed differences between diseases
aggressive and chronic. Conclusions: the highest trancription of genes associated to the
virulence, such as omp29 and Itx by A.actinomycetemcomitans strains serotype b, justifying the
highest virulence. The up-regulation of Itx gene after contact with cells in 24 hours by SUNY
465 strain, suggest that the presence of serotype b non JP2-like would be express, in vivo, at
similar levels of leucotoxin by the JP2 like, justifying the high prevalence in the aggressive
periodontitis. By the other side, the interaction of A.actinomycetemcomitans serotype a with
epithelial cells induced the transcription genes that encoded adhesins, such as aae, apaH and cdt
operon. The up-regulation of transcription of genes by epithelial cells associated with signaling
transduction as csf2 and tnf-a after infection by A.actinomycetemcomitans, it demonstrates that
the scenarium of the aggressive periodontitis, characterized with macrophage infiltrate and bone
destruction, begins early during the infection, after the interaction of the bacterium with the
epithelium.

Key words: Periodontal disease. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Virulence factors.

Cytokines. Inflammation. Gene expression.
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1 INTRODUGCAO

A periodontite € uma doenca inflamatoria das estruturas do periodonto associada a
colonizacao do sulco subgengival por bactérias anaerobias Gram-negativas especificas (SLOTS,
1986; MINTZ et al., 2004). Dentre estas bactérias destaca-se Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, denominado anteriormente como Actinobacillus
actinomycetemcomitans e reclassificado no género Aggregatibacter juntamente com outras
espécies orais como A. aphrophilus (anteriormente Haemophilus aphrophilus) e A.
paraphrophilus (anteriormente Haemophilus paraphrophilus) (NORSKOV-LAURITSEN e
KILIAN, 2006). A .actinomycetemcomitans € um cocobacilo, fermentativo, Gram negativo e
capnofilico, associado a periodontite agressiva localizada, podendo ser encontrado também em
pacientes com periodonto saudavel (FIVES-TAYLOR et al., 1999; LI et al., 2004; YANG et al.,
2004; WILSON e HENDERSON, 1995; MEYER e FIVES-TAYLOR, 1997; ZAMBON et al.,
1985; FAVERI et al., 2009). A forte correlagcdo entre A. actinomycetemcomitans e a doenca
periodontal foi evidenciada em estudos clinicos, microbiol6gicos e de resposta imune (SLOTS e
GENCO, 1984; ZAMBON et al., 1985). A. actinomycetemcomitans pode ainda ser associado a
infeccbes extra-orais como endocardite, bacteremia, septicemia, meningite, pneumonia,
osteomielite, infeccBes do trato urinario e abcessos (PATUREL et al., 2004; HENDERSON et
al., 2003; PAGE e KING, 1966; MUHLE; RAU; RUSKIN, 1979).

A. actinomycetemcomitans apresenta seis sorotipos: a, b, ¢, d e, f; sendo o sorotipo b, 0
mais frequente nos casos de periodontite agressiva e infeccdes extra-orais como endocardite
(SARELA et al., 1992; KAPLAN et al, 2001; PATUREL et al, 2004). A.
actinomycetemcomitans juntamente com Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae,
Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter paraphrophilus, Cardiobacterium hominis,
Eikenella corrodens e Kingella kingae, compdem o grupo HACEK, envolvido com a endocardite
em humanos (PATUREL et al., 2004; FINE et al., 2006; NORSKOV-LAURITSEN e KILIAN,
2006), sendo que, dentro deste grupo, A. actinomycetemcomitans é o mais prevalente nos casos
de endocardite (PATUREL et al., 2004).
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Os fatores de viruléncia produzidos por A. actinomycetemcomitans favorecem a
colonizacao da bactéria aos tecidos do hospedeiro. Dentre estes fatores, destacam-se mecanismos
de adesdo e invasdo aos tecidos do hospedeiro, liberacdo de toxinas como a leucotoxina e a
toxina distensora citoletal, producdo de catalase e proteinas de superficie ligantes ao ferro
(WILSON e HENDERSON, 1995; GRABER et al, 1998; MAYER et al, 1999;
KOMATSUZAWA et al., 1999; KOMATSUZAWA et al., 2002; MIYAZAKI et al., 1984;
KACHLANY et al., 2000; NALBANT et al., 2003; ROSE et al., 2003; MINTZ et al., 2004;
OUHARA et al., 2006).

A. actinomycetemcomitans também ¢é capaz de formar biofilmes sobre superficies
abidticas como vidros, plasticos e hidroxiapatita, constituindo-se em importante fator na
colonizacdo da cavidade oral e desencadeamento da doenca (KAPLAN, 2003). O principal
componente da matriz do biofilme formado por esta espécie € o poli-N-acetil-glicosamina
(PGA), codificado pelo I6cus pga ABCD. O PGA promove adesdo intercelular, constitui barreira
fisica e mecanica, e confere a bactéria maior resisténcia a antibioticos (KAPLAN et al., 2004).
Isolados clinicos de A. actinomycetemcomitans, apresentam capacidade de formar biofilmes
densos sobre superficies abioticas in vitro, resistentes a remogdo por agentes como detergentes,
proteases, aquecimento e sonicacdo leve (FINE et al., 1999). Por outro lado, A.
actinomycetemcomitans também pode sintetizar uma hidrolase solGvel que degrada o PGA,
denominada dispersina B (Dsp B). A dispersina B apresenta grande potencial biotecnologico,
pois além de promover a dispersdo do biofilme de A. actinomycetemcomitans, esta provoca a
desagregacdo e dispersdo do biofilme produzido por diversas outras bactérias Gram positivas e
negativas (RAMASUBBU et al., 2005).

Em A. actinomycetemcomitans, a aderéncia ndo especifica e autoagregacao relacionam-se
com a presenca de fimbrias (KACHLANY et al., 2000). O l6cus de aderéncia “tight” (tad) de A.
actinomycetemcomitans esta associado a formacdo e maturacdo da fimbria FLP, requerida para
formac&o de biofilmes densos (PEREZ et al., 2006). E composto por 14 genes dispostos em um
operon: flpl-flp2-tadV-rcpCAB-tadZABCDEFG (Figural) (KACHLANY et al. 2000; TOMICH,;
FINE; FIGURSKI, 2006). O gene flpl codifica a proteina pré-FLP1, principal componente
estrutural da fimbria FLP, que apds modificacGes proteoliticas promovidas por outros genes do
operon tad, forma o pili FLP funcional (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999;
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KACHLANY et al., 2001; TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006, KAPLAN et al., 2002; PEREZ et
al., 2006). O segundo gene do operon, flp2, codifica possivelmente a subunidade secundaria da
fimbria (PEREZ et al., 2006) apresentando 50% de similaridade com a proteina Flpl
(KACHLANY et al., 2001). O produto do gene tadV é uma peptidase pré-pilina do sistema Tad
de A. actinomycetemcomitans com secrecdo tipo I, homologo a proteina cpA de Caulobacter
crescentus (SKERKER et al., 2000), requerido para a formacdo e maturacdo do pili Flpl
(TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006).

flp-2

fip-1|tadV rcpC rcpA repB  tadZ tadA tadB tadC tadD tadE tadF tadG

Figura 1- Lécus tad de A. actinomycetemcomitans
FONTE: Adaptado de Tomich, Fine e Figurski (2006).

A expressdo das fimbrias pelas células de A. actinomycetemcomitans exibe fases de
transicdo que podem ser influenciadas por fatores ambientais como pH, temperatura, oxigénio e
concentragdo de ferro (SCANNAPIECO et al., 1987). Esta fase de transicdo na expressdo da
fimbria se reflete na capacidade de A. actinomycetemcomitans formar duas variantes
morfoldgicas de colbnias, in vitro (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999): col6nias com
fenotipo rugoso, caracterizadas por serem translicidas (~1mm) com bordas irregulares e
superficie aderente; e coldnias com fendtipo liso caracterizadas por serem maiores, com bordas
regulares, centro com forma de estrela e mais opacas obtidas apds repetidas passagens em meio
de cultura. Isolados clinicos de morfologia colonial rugosa aderem firmemente as superficies
com formacdo de biofilmes densos enquanto a variante lisa ndo expressa fimbria e apresenta
capacidade de autoagregacdo reduzida (FINE et al., 1999). A transi¢cdo do fenotipo rugoso para
liso pode estar associada a um evento mutacional com delecéo ou substituicdo de um nucleotideo
na regido -35 ou -10 do promotor flp (KARCHED; SATYASEELA; AISIKAINEN, 2007,
WANG,; LIU; CHEN, 2005).

Dois outros genes, rcpA e rcpB, que compdem o locus tad, codificam as proteinas de
membrana externa RcpA e RcpB respectivamente, expressas exclusivamente nas variantes
rugosas e envolvidas na adesdo inicial, colonizacdo as superficies mucosas e adesdo a
hidroxiapatita recoberta por saliva (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999). A jusante dos
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genes rcp, encontramos o gene tadA, cuja proteina codificada € homdéloga a secrecdo de NTPases
da secrecdo tipo IV (TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006). Mutantes deficientes nos genes tadA e
flpl mostraram capacidade reduzida de coloniza¢do na cavidade oral de ratos (SHEINE et al.,
2003).

A adesdo de A. actinomycetemcomitans ao tecido epitelial ¢ mediada por macromoléculas
como adesinas fimbriais e ndo fimbriais (MINTZ e FIVES-TAYLOR, 1994), e receptores
especificos na superficie da célula hospedeira, como transferrinas e integrinas (HENDERSON et
al., 2003). A ligacao de A. actinomycetemcomitans ao receptor da célula hospedeira provoca um
evento de sinalizacdo, levando a formagdo de microvilosidades devido ao rearranjo do
citoesqueleto da célula hospedeira, resultando na internalizacdo da bactéria via vacuolo
endocitico. As variantes lisas expressam proteinas associadas a maior eficiéncia de invasdo as
células epiteliais do que as rugosas (HAASE; STREAM; SCANNAPIECO, 2003). A.
actinomycetemcomitans apresenta recursos que possibilitam escapar do vacuolo através da
liberacdo da enzima fosfolipase C (HENDERSON et al., 2003) e uma vez livre no citoplasma, A.
actinomycetemcomitans estimula a regulacdo de uma série de genes que facilitam sua adaptacao
ao ambiente intracelular, permitindo desta maneira, a sua multiplicacdo e difusdo intra e
intercelularmente (HANDFIELD et al., 2005)

O envolvimento de genes de A.actinomycetemcomitans que participam no processo de
adesdo e invasdo as células epiteliais ndo foi completamente elucidado. Entre as adesinas ndo-
fimbriais, as proteinas do envelope externo de bactérias (OMPs) que foram altamente
conservadas ao longo da evolucdo, exercem fungdes como adesinas, invasinas, além de outras
funcdes como receptores para bacteriéfagos, atividade de porinas, mediadores da conjugacéo,
fator de resisténcia ao soro, além de conferirem estabilidade @ membrana externa (ASAKAWA
et al., 2003). Diferentes OMPs de A. actinomycetemcomitans revelaram similaridade a fatores de
viruléncia encontrados em outros microrganismos patogénicos. O soro de pacientes com
periodontite relacionada a A. actinomycetemcomitans apresentou anticorpos especificos contra as
seis maiores proteinas de membrana externa: OMP100, OMP64, OMP39, OMP29, OMP16 e
OMP18 (KOMATSUZAWA et al., 1999). A OMP100, uma proteina de 100kDa, também
conhecida como ApiA, contribui na adesdo e invasdo de A. actinomycetemcomitans em células

de carcinoma oral (KB) (ASAKAWA et al., 2003), além de conferir ligacdo a fibronectina e ao
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colageno (YUE et al., 2007). A OMP29, pertencente a familia OmpA, é uma proteina
termomodificavel, que representa o principal alvo de imunoglobulinas G (IgG) no soro de
pacientes com periodontite colonizados por A. actinomycetemcomitans (WILSON, 1991a e b).
As OmpA representam a principal proteina do envelope externo de muitos patdgenos Gram
negativos, e relacionam-se a capacidade de invasdo em células ndo fagociticas. E interessante
observar que a resposta contra OMP100 e OMP29 pode ser observada na maioria dos casos de
periodontite agressiva, mas muitos pacientes que apresentam anticorpos séricos contra LPS de A.
actinomycetemcomitans sdo soronegativos para estas OMPs (BRUNHEIRA, 2006), sugerindo
expressao diferencial de OMP29 entre as amostras. Estudo recente em nosso laboratorio mostrou
que a expressdao do gene omp29 é dependente da fase da cultura bacteriana, indicando regulacao

da expressao deste fator de viruléncia por condi¢des ambientais (LONGO, 2008).

Outras proteinas de membrana externa, consideradas adesinas foram relatadas em A.
actinomycetemcomitans. A proteina autotransportada Aae (sistema de transporte do tipo V),
também esta envolvida com a adesdo (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003; FINE et al.,
2006). Uma mutante de A. actinomycetemcomitans deficiente em aae mostrou reduzida ligagédo
as células epiteliais (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003). A interacdo entre a dupla
mutante A. actinomycetemcomitans aae apia, (que codifica a OMP100) e célula epitelial
humana confirmou que Aae e ApiA sdo requeridos para conferir uma ligacao eficiente, porém
estas adesinas ndo foram relevantes na interacdo com células epiteliais bovinas ou de ratos
(YUE et al., 2007).

O gene emaA, homologo as proteinas ligantes de coldgeno YadA de Yersinia
enterocolitica, codifica um mediador direto de adesdo ao colageno (MINTZ et al., 2004), mas
esta interacdo ndo é exclusiva desta adesina, pois 0s produtos dos genes apiA e apiBC também
participam na interacdo de A. actinomycetemcomitans a proteinas da matriz extracelular,

incluindo varios tipos de colageno, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanas (LI et al., 2004).

Pouco se conhece sobre o0s genes associados a capacidade de invasdo de A.
actinomycetemcomitans em celulas ndo fagociticas. Foi sugerido que o gene apaH de A.
actinomycetemcomitans, homologo a ialA, ygd, e invA, associados com a invasdo de Bartonella
bacilliformis (MITCHELL e MINNICK, 1995), Escherichia coli K1 (BESSMAN et al., 2001) e

Rickettsia prowazekii (GAYWEE et al., 2002) respectivamente, relaciona-se com a capacidade
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invasiva também em A. actinomycetemcomitans. Mutantes defectivas em apaH perderam a
capacidade invasiva, enquanto a presenca de um plasmidio recombinante codificando A.
actinomycetemcomitans apaH conferiu invasividade a E. coli (SAARELA et al., 1999). Este
gene codifica uma diadenosina hidrolase que cliva uma “alarmoéna” diadenosina tetrafosfato
(Ap4A), uma classe de nucleotideos sinalizadores do tempo de divisdo celular (ROSE et al.,
2003; SAARELA et al., 1999). As cepas de A. actinomycetemcomitans podem ser divididas em
cinco grupos com relacdo ao gene apaH (DOGAN et al., 1999), e a maioria das amostras
apresenta ApaH contendo a sequiéncia de aminoacidos RGD que reconhece receptores integrina
na superficie de células eucariontes (SAARELA et al., 1998; PAJU et al., 1998; PINHEIRO et
al., 2010).

A invasdo de A. actinomycetemcomitans em célula epitelial requer também a expressao
de proteinas relacionadas a adaptacdo intracelular e homeostase. As proteinas codificadas pela
orf 859 e vapA foram associadas a adaptacdo intracelular. Mutantes defectivos em orf859
apresentaram deficiéncia na sobrevivéncia intracelular enquanto o produto do gene vapA, foi
relacionado ao aumento da capacidade invasiva. No entanto, o produto destes genes ainda néo
tem um papel definido na viruléncia de A. actinomycetemcomitans (HANDFIELD et al., 2005;
CAO et al., 2004).

A. actinomycetemcomitans apresenta também a capacidade de expressar duas toxinas
com propriedades citoliticas contra as células humanas, a toxina distensora citoletal e a
leucotoxina. A toxina distensora citoletal (CDT) é uma holotoxina constituida por trés
subunidades CdtA, CdtB e CdtC (NALBANT et al., 2003), codificados pelos genes cdtA, cdtB e

cdtC (MAYER et al, 1999). Esta toxina é associada a inducdo da protefna p21¢""/WA

(regulador
negativo de quinases ciclinas dependentes-cdk) levando a parada do ciclo celular na fase G2 em
diferentes células alvo humanas (SATO et al., 2002), inducdo de apoptose relacionada a
expressdo da proteina p53 (SATO et al., 2002; HANDFIELD et al., 2005; AMARAL et al.,
2010), imunossupressdo de linfocitos T (MAYER et al., 1999; SHENKER et al., 1999; SUGAI
et al., 1998), estimulacdo da secrecdo de citocinas (AKIFUSA et al., 2005), e inibicdo da
producdo de NO por macréfagos ativados (FERNANDES et al., 2008). CdtB representa a
subunidade toxica que exibe atividade de fosfatase e desoxirribonuclease 1, enquanto as

subunidades CdtA e CdtC promovem a ligacéo e transporte de CdtB a célula hospedeira (SMITH
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et al., 2006). Além disso, CDT também esta envolvida no processo de reabsorcdo dssea, através
da inducdo da expressdo de RANKL por células do tecido periodontal, induzindo assim, a
ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos (BELIBASAKIS et al., 2005; BELIBASAKIS et al.,
2005b).

Um estudo recente sobre avaliagdo de titulos de imunoglobulinas G para cada sub-
unidade CDT demonstrou que as fracbes CDT sdo pouco imunogénicas, embora tenha sido
demonstrado que a resposta a CdtC ocorre apenas no soro de pacientes com periodontite
agressiva generalizada, mas ndo localizada, enquanto a resposta as demais fracbes ndo se

relacionou com a condicao periodontal (ANDO et al., 2010).

A outra toxina secretada por A. actinomycetemcomitans € a leucotoxina, codificada em
um operon composto por quatro genes, ItxC,ItxA, ItxB, ItxD, capaz de provocar a morte de
leucécitos polimorfonucleares humanos, macréfagos (KOLODRUBETZ et al., 1989) e células
HL-60 promielociticas (NALBANT et al., 2003) por apoptose. A leucotoxina é expressa de
maneira diferencial entre as amostras de A. actinomycetemcomitans (LALLY et al., 1989), sendo
que as amostras produtoras de altos niveis da toxina apresentam delecdo de 530pb na regido
promotora do operon Itx, resultando num aumento da transcricdo da leucotoxina. Em estudo
longitudinal com 24 criancas de familias com histérico de periodontite agressiva, foi
demonstrado que as criangas que abrigavam o gendtipo de A actinomycetemcomitans associado a
maior producdo de leucotoxina (JP2-like) apresentavam maior possibilidade de conversdo de
salde para doenca agressiva do que as demais (BUENO; MAYER; DI RIENZO, 1998). Foi
descrito também maior expressdo da leucotoxina de A. actinomycetemcomitans em uma cepa
causada pela insercdo de IS 1301, rompendo a regulacdo normal do operon ltx (MITCHELL;
GAO; DEMUTH, 2003).

O envolvimento dos genes cdt e ltx de A. actinomycetemcomitans na capacidade de
induzir apoptose em células T, foi demonstrado em estudos com mutantes isogénicos em ItxA ou
em cada gene cdt. No entanto, outras moléculas com funcéo citolitica além de CDT ou LTX,
como as proteinas Groel-like também participam do processo apoptotico (NALBANT et al.,
2003).
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A expressao de genes de viruléncia por bactérias patogénicas € geralmente modulada em
resposta a mudancas ambientais encontradas no sitio de infeccdo. A analise de fatores associados
a viruléncia de um dado patdgeno apenas em condi¢fes de laboratorio, poderia implicar na
auséncia de expressédo de muitos destes fatores durante o crescimento in vitro (HANDFIELD et
al., 2000). Assim, no presente estudo, nos propomos a analisar a transcricdo de fatores

associados a viruléncia da bactéria apds a sua interacdo com células epiteliais gengivais.

N&o somente a expressdo dos genes de A. actinomycetemcomitans poderia ser alterada
durante a infecgdo, como também a expressdo de uma série de genes das células eucaridticas

pode ser induzida.

A manutencdo do organismo livre de patdgenos invadindo os tecidos requer a cooperacao
entre o0 sistema immune inato e adaptativo. A interacdo da bactéria com células epiteliais
desencadeia as primeiras reaces do hospedeiro frente aos microrganismos. A resposta inicial a
infeccdo € responsabilidade do sistema imune inato, que reconhece os padrdes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) por diferentes receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs), resultando na ativacdo de uma série de vias de sinalizagdo. Entre os PRRs incluem-se o0s
receptores Toll - like (TLRs), receptores com dominio de ligacdo de nucleotideos e
oligomerizacdo (NOD)-like (NLRs) e outros (FRANCHI et al., 2009). Os receptores Toll-like
sdo proteinas transmembrana, enquanto o0s receptores NOD sdo sensores citosolicos
intracelulares, descritos inicialmente como “receptores Toll-like intracelulares” que reconhecem
PAMPs associados a patdgenos intracelulares (INOHARA et al., 1999; KIRKWOOD et al.,
2009; FRANCHI et al., 2009).

A ligacdo dos PAMPS aos TLRs é suficiente para a transcri¢do, sintese e secrecdo de
citocinas como IL-8, IFN-y e IL-12 JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; TAKEDA; KAISHO;
AKIRA, 2003), mas ndo de citocinas como IL-1p e IL-18, cuja producdo e secrecdo sao
extremamente controladas, requerendo um segundo sinal distinto (ABDUL SATER et al., 2009).
Neste ultimo caso, a ligacdo de um PAMP como o lipopolissacarideo (LPS) ou a flagelina,
estimula 0 TLR expresso na superficie celular e promove a producdo e o acumulo intracelular
destas citocinas imaturas. Um segundo sinal, usualmente derivado de sinais de perigo (DSs),
produzido pela célula infectada, morrendo ou sob condigéo de estresse, conhecido como padrdes

moleculares associados a dano (DAMPSs), é reconhecido pelas células vizinhas. O DS liga-se ao
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receptor de sinal de perigo (DSR) estimulando a formacdo de um inflamassoma que ativa a
protease caspase-1 e resulta no processamento e na secre¢do das citocinas (BRODSKY e
MONAK, 2009; ABDUL-SATER et al., 2009).

Os patdgenos que ganham acesso ao compartimento celular, como no citosol, séo
reconhecidos pelos receptores NOD. A infeccdo de células epiteliais por bactérias invasivas,
como Shigella flexneri invasiva provoca inducdo da oligomerizacdo de NOD1, levando a
ativacdo da via NFkB (CHAMAILLARD et al., 2003).

A transducdo de sinais € um processo complexo em que a célula converte os sinais
ambientais em uma série de reacdes bioquimicas intracelulares (PENG et al., 2010). Assim, apés
a sinalizacdo provocada por diferentes estimulos, ocorre a ativacdo de vias de sinalizacéo, e a
ativacdo da mesma via pode ter conseqiéncias distintas, na dependéncia do estimulo inicial.
Além disso, cada tipo de célula parece predisposta a responder a ativacdo de uma via particular
de sinalizacdo com uma consequiéncia distinta (IQBAL et al., 2010).

A via da proteinas quinase mitogeno ativadas (MAPK) é considerada elemento chave na
deteccdo e transmisséo da resposta celular pela agcéo sequencial de eventos de fosforilagdo frente
as condigdes ambientais. Esta via constitui uma grande rede de quinases intracelulares que regula
diversos processos fisiologicos, como crescimento celular, diferenciacdo e morte celular por
apoptose (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). As MAPKSs sdo familias de proteinas cuja
atividade € regulada pela fosforilacdo de residuos treonina (T) e tirosina (Y) conservados. A
estimulacdo por fatores de crescimento, citocinas inflamatorias ou estresse fisicos, leva a
ativacdo de MAPKS. A cascata de sinalizacdo MAPK é modulada por trés eventos subsequentes
de fosforilacdo (PIMIENTA e PASCUAL, 2007) (Figura 2). Isto significa que cada MAPK ¢é
fosforilada por MKKs (Serina/Treonina (S/T) e Tirosina (Y)), que por sua vez é ativada por S/T
MKKK quinases (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008).

Trés vias de MAPKSs tém sido caracterizadas em detalhe (Figura 2): quinase 1,2 regulada
extracelularmente (ERK1,2), quinase c-JUN NHa-terminal (JNK) e p38. A via ERK ¢ ativada por
uma variedade de mitogenos e forbol éster, enquanto a via c-JUN NHj-terminal quinase
(JNK)/proteina quinase stress ativada (SAPK) e a via p38 sdo estimuladas principalmente por
stress ambiental e citocinas inflamatdrias. Apos a ativacdo das MAPKs (ERK 1,2, INK 1-3 e p38
«,B,7,8) no citoplasma ou nucleo, estas regulam a transcricdo génica, modulando a fungdo do

fator de transcricdo alvo através da fosforilagdo serina/treonina (S/T). Em adi¢do ao efeito
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transcricional da sinalizacdo das MAPKS, evidéncias apontam que MAPKSs regulam o
comportamento celular, fosforilando proteinas citoplasmaticas alvo, como as proteinas
apoptdticas (ex. familias BH3) ou proteinas do citoesqueleto (JUNTILLA; LI; WESTERMACK,
2008).

Estresse
Receptores de morte  Fatores de crescimento

. L . Estresse oxidativo Estresse oxidativo
Estimulo Mitdgenos Inflamacgéo

I

Raf MTK ASK1 MLE3 MEKK3
{A-Ral'B-Rat/Ral-1) TAK:1 MEKK1-4 l
14' -=="
MEK1,2 MKK3 MKKB MIKK4 MKKT MEKS
: 7 l
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Figura 2- Vias de sinalizacdo MAPK. As vias de sinalizacdo MAPK estdo organizadas
em modulos de cascatas em que a ativacao por receptores da superficie celular
das quinases antecedentes levam a ativacdo sequencial de um médulo MAPK
(MAPKKK —=MAPKK —MAPK). O esquema ilustra os componentes da via
principal MAPK e exemplos das proteinas alvo da via MAPK. As quinases
alvo estdo em negrito. As linhas indicam as conexdes de sinalizagdo contexto-
dependente entre os médulos MAPK.

Fonte: Adaptado de Juntilla, Li e Westermack (2008)

A via p38 MAPK (MAPKKKs/MKK3,4,6/p38«,3,7,4) pode ser ativada em resposta a
citocinas inflamatdrias, assim como a patogenos e estresse ambiental (estresse osmdtico, luz
ultravioleta, choque térmico e hipoxia). Esta via também pode ser ativada por alguns mitégenos,

incluindo eritropoetina, fator 1 de estimulacdo de col6nias (M-CSF) e fator 2 de estimulacao de
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granulécitos e macréfagos (GM-CSF) (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). Considerando
a diversidade de sinais que ativa a via p38 MAPK, ndo é surpresa que diversos MAPKKKs
possam iniciar o médulo de sinalizacdo p38 MAPK e que a especificidade de ativacdo pode ser
determinada pelo estimulo. A proteina p38 € representada por 4 isoformas: p38s, p38p, p387, e
p384. A ativacdo de todas as isoformas de p38 é alcancada pela dupla fosforilacdo de uma
treonina e uma tirosina dentro da sequéncia treonina-glicina-tirosina (TGY) no dominio de
ativacdo da quinase (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). A proteina p38 fosforilada pode
ativar varios fatores de transcricdo, incluindo ATF-2, CHOP-1, MEF-2, p53, e Elk-1. Além
disso, p38 pode ativar outras quinases, como MNK1 and MNK2, MSK1, PRAK, MAPKAPK-2,
and MAPKAPK-3. Entre as isoformas, a proteina p38a tem sido alvo de mais estudos e é
provavelmente a mais relevante na resposta inflamatoria (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A
ativacdo da via p38 MAPK ¢ requerida para inducdo de apoptose em diferentes células, parada
do ciclo celular na fase G2/M e regulacdo do ciclo celular através da modulacdo das proteinas
p53 e p73. A via p38 apresenta ainda, outras importantes funcdes, como regulacdo de moléculas
inflamatorias, diferenciacdo de queratindcitos, células epidermais, mioblastos e células do
sistema imune, assim como media a resposta imune inata (JUNTILLA; LI; WESTERMACK,
2008). Além disso, a ativacdo da via p38 MAPK também esta associada ao inicio da doenca
periodontal (KIRKWOOD e ROSSA, 2009).

A via JNK (quinase c-JUN N-terminal) é ativada principalmente por estresse celular e
citocinas (JUNTILLA,; LI; WESTERMACK, 2008). As quinases JUN N-terminal apresentam-se
em trés isoformas: JNK1, JNK2 e JNK3. As JNKs sdo ativadas por MKK4 e MKK?7. Estas
MAPKKSs sdo ativadas por MAPKK-quinases (MAPKKK) como MEK1, MEKK2, e por uma
variedade de outros estimulos dependendo do tipo celular (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A via
JNK pode mediar apoptose, proliferacdo, ou sobrevivéncia, dependendo do estimulo e condicdes
celulares (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). O mais classico substrato de JNK € o fator
de transcri¢do c-Jun, do qual o nome JNK é derivado. JNK pode ativar outros fatores de
transcricdo, como ATF-2, Elk-1, MEF-2c, p53, and c-Myc. JNK também apresenta outros
substratos transcricionais, como as proteinas antiapoptoticas Bcl2 e Bcl-xL (JUNTILLA; LI;
WESTERMACK, 2008).

A via ERK (A-Raf, B-Raf, Raf-1-MEK1,2—ERK1,2) € ativada principalmente em

resposta a mitdgenos e fatores de crescimento. Muitos dos sinais ativadores da via ERK sdo
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iniciados através da ativacdo de pequenas proteinas G, Ras, proteinas ligadas a membrana
ativadas através da troca de ligacdo GDP para GTP. Esta via tém sido associada com crescimento
celular, proliferagdo celular e sobrevivéncia (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). As
proteinas quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK) apresentam-se em diferentes
isoformas: ERK1/2, ERK3/4, ERK5 e ERK7/8. Entre as isoformas identificadas, a ERK1/2 é a
melhor caracterizada, e envolve varios estimulos e receptores que ativam MAPKKK (Raf-1, B-
Raf, A-Raf). O MAPKKK ativado desencadeia a fosforilagdo de MEK1 e MEK2 (MAPKK),
que por sua vez, fosforila ERK1/2. O ERK1/2 fosforilado ativa os alvos subsequentes como
Elk1, c-Fos e c-Myc (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A sinalizacdo mediada por ERK1/2 tem 0
papel fundamental na proliferacdo celular e sobrevivéncia (JUNTILLA; LI; WESTERMACK,
2008).

Sinais inflamatdrios, estresse metabdlico e dano ao DNA ativam também a via NFkB,
fundamental na regulacdo da inflamacdo, resposta imune inata e adaptativa, desenvolvimento,
sobrevivéncia e proliferacdo celular (O’DEA e HOFFMANN, 2009). A familia de fatores de
transcricdo NFKB forma complexos diméricos com familias das proteinas Rel, que consistem em
cinco membros: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NFkB1) e p52/p100 (NFkB2). O complexo
inativo NFkB/Rel esta localizado no citoplasma ligado a proteinas inibitorias kB (IkB). Para que
ocorra a ativacdo do complexo NFkB/Rel, a proteina IkB necessita ser fosforilada por quinases
IkB (IKK) que sdo por sua vez, ativados por citocinas, fatores de crescimento, receptores de
antigenos, MAPKKKSs e outras quinases. Uma vez que o complexo NFkB/Rel esteja livre de
proteinas IkB, este pode translocar-se para 0 nicleo e assim induzir a transcricdo dos genes
alvos, sendo este processo conhecido como via candnica. O complexo NFkB/Rel pode também
sinalizar através de uma via ndo canénica (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). Enquanto a ativacdo
da via p38 MAPK foi associada ao inicio da doenca periodontal (KIRKWOOD e ROSSA, 2009),
a ativacdo da via do NFkB foi associada ao aumento da severidade da doenca periodontal
(AMBILI et al., 2005).

Portanto, o epitélio gengival ndo representa apenas uma barreira fisica contra a invaséo
de patdgenos, mas também pode atuar como sensor em resposta a presenca das bactérias através
dos receptores de reconhecimento de patdgenos (PPR), como os receptores Toll-like (TLRs) e
receptores NOD (NLRs) (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; INOHARA et al., 1999). Além
disso, pelo menos um dos receptores de sinal de perigo, o receptor purinérgico para ATP
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extracelular (P2X7) também € expresso e funcional em células epiteliais gengivais (YILMAZ et
al., 2010). Foi também demonstrado que as células do epitélio gengival, bem como outras células
do epitélio oral expressam inflamassoma Nalp3, que quando ativado resulta na secre¢édo de IL-1p
(YILMAZ et al, 2010). As ceélulas epiteliais gengivais (GEC) mostram-se assim, fundamentais
na resposta inata do hospedeiro frente as bactérias periodontais (DARVEAU; TANNER; PAGE,
1997; ESKAN et al., 2008; HASEGAWA et al., 2008; YILMAZ et al., 2010).

A maioria dos estudos sobre a resposta imune inata contra infeccdes bacterianas tém-se
centrado em células do sistema imune de origem hematopoiética, mas as células epiteliais
infectadas por A.actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis e outras bactérias orais
também podem induzir a producdo de citocinas pro-inflamatérias, quimiocinas, defensinas e
moléculas de adesdo intercelular (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997;
KRISANAPRAKORNKIT et al., 2000; SANDRO et al., 2000; ASAI et al., 2001;
SCANNAPIECO; WANG; SHIAU, 2001, HUANG et al., 2004; KUSUMOTO et al., 2004;
EICK et al., 2006; HASEGAWA et al., 2008; SHIMADA et al., 2008; ESKAN et al., 2008).

Estudos prévios demonstraram que o contato de células epiteliais com produtos de A.
actinomycetemcomitans é capaz de modular a expressdo génica da célula epitelial. Por exemplo,
0s niveis de prostaglandina-2 (PGE2), importante mediador da resposta inflamatoria e de
cicloxigenase-2, foram estimulados pelo contato de A. actinomycetemcomitans com células
epiteliais gengivais (HGEC) (NOGUSHI et al., 2003).

Proteinas de membrana externa de A. actinomycetemcomitans, como OMP100, induzem
a secrecdo de citocinas inflamatorias e peptideos antimicrobianos em células epitelias gengivais.
A OMP100 de A. actinomycetemcomitans é capaz de ligar-se a fibronectina e esta interacdo
induz a sintese de B-defensina2 humana (hBD2) via MAP kinase, embora a estimulagdo
secundaria por citocinas inflamatérias induzidas pela exposicdo bacteriana possivelmente
colabora no processo (OUHARA et al., 2006).

A interacdo entre células epiteliais e microrganismos é o passo inicial da infeccéo
bacteriana no periodonto. Assim, o conhecimento dos mecanismos induzidos em cada etapa da
interacdo entre bactéria e células epiteliais poderia corroborar para o entendimento da patogenia,
bem como fornecer bases cientificas para o desenvolvimento de estratégias que dificultem a

colonizagdo pelo patogeno.
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Grande parte das pesquisas atualmente tem contribuido na elucidacdo dos mecanismos
pelos quais as células de organismos multicelulares e unicelulares “sentem” o ambiente e
traduzem estas observac¢Bes em informacéo util (IQBAL et al., 2010). A. actinomycetemcomitans
é um importante patdgeno periodontal, apresentando varios fatores que o tornam potencialmente
virulento. Estudos vém demonstrando a relacdo entre a deteccdo de bactérias
periodontopatogénicas e a presenca de altas concentragdes de metaloproteinases e citocinas pré-
inflamatorias no fluido gengival de sitios que apresentam progressdo da periodontite quando
comparados aos sitios inativos (SILVA et al., 2008). Assim, sendo a adesao e invasao, recursos
estratégicos utilizados por A. actinomycetemcomitans para desencadear a patogenia, € evidente a

importancia da identificacdo dos genes expressos neste processo.

Baseados no exposto, consideramos que o estudo de genes ativados pelo contato da
bactéria com as células epiteliais poderia elucidar os mecanismos envolvidos na adaptacdo do
microrganismo para interagir com essa primeira barreira do hospedeiro, propiciando a sua
colonizacdo. Além disso, a analise do perfil de transcricdo de genes associados a via de
transducdo de sinais da célula epitelial apds a infeccdo com A.actinomycetemcomitans permitiria
a identificacdo dos eventos moleculares iniciais promovidos pela presenca do patégeno que
provocam um desequilibrio na homeostase do microambiente periodontal, levando ao quadro de

destruicéo tecidual encontrado na periodontite.
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2 OBJETIVOS

Visando contribuir com o conhecimento sobre o processo de interagdo entre células

epiteliais e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, os objetivos do presente estudo foram:

- analisar o perfil de transcricdo de genes relacionados a fatores de viruléncia de A.
actinomycetemcomitans apds a interacdo da bactéria com células epiteliais gengivais OBA-9.
- analisar o perfil de transcricdo de genes relacionados a transducdo de sinais pelas

células epiteliais gengivais OBA-9 apds infeccdo com A. actinomycetemcomitans.

A expressdo de genes regulados positivamente nas células epiteliais apos contato com a
bactéria foi confirmada pela determinacdo da concentracdo dos produtos destes genes por ELISA
no sobrenadante de culturas celulares infectadas.

Para determinar se esta expressao ocorreria in vivo nos tecidos peridontais afetados, o0s
produtos dos genes regulados positivamente por células epiteliais infectadas in vitro foram
determinados também em tecido gengival obtido de pacientes com diferentes condicGes

periodontais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cepas bacterianas

Para analise da expressdo génica de A.actinomycetemcomtians, foram analisadas as cepas
de referéncia A. actinomycetemcomitans ATCC29523 (ZAMBON et al., 1983; KAPLAN et al.,
2002), JP2 (ZAMBON et al., 1996, KAPLAN et al., 2002) e SUNY 465 (ZAMBON et al.,
1985), apresentadas na tabela 1. Para o estudo da expressdo génica da célula epitelial foi
selecionada a amostra JP2. As cepas foram obtidas de estoques do laboratério de Microbiologia
Oral, mantidos em leite desnatado (10 %, Skim Milk, Difco, Sparks, MD, EUA), em freezer a -
80 °C (Revco Scientific, Waltham, MA, EUA).

Tabela 1- Relacdo das cepas padrdo utilizadas para 0s ensaios de expressdo génica bacteriana

CEPAS ORIGEM

ATCC 29523 Cepa isolada de sangue, Hospital de Denver, EUA, sorotipo a. (ZAMBON et al.,
1983). Produtora de baixos niveis de leucotoxina,
cdt tipo 2 (KAPLAN et al., 2002).

JP2 Cepa isolada de placa subgengival de paciente afro americano com PAL.

Altamente leucotoxica, sorotipo b (ZAMBON, et al., 1996),
cdt tipo 2 (KAPLAN et al., 2002)

SUNY 465 Cepa sorotipo b (Zambon, 1985), altamente invasiva e minimamente leucotéxica
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3.2 Condicdes de cultura bacteriana

Aliquotas do estoque congelado de cada uma das cepas foram cultivadas na superficie de
agar tripticase soja (Oxoid Ltda, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), acrescido de 0,6% de
extrato de levedura (Oxoid Ltda, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) (&gar TSBYE) e incubadas
em estufa em atmosfera de 10% de CO, (Shel Lab, Oregon, EUA) por 24 horas a 37 °C. As
colbnias foram raspadas com alga Drigalski estéril, inoculadas em 8 ml de caldo TSBYE (Oxoid
Ltda, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) em triplicata e incubadas durante 8 horas em estufa
com atmosfera de 10% de CO,. Apos este intervalo de tempo, as concentracdes das suspensdes
bacterianas foram ajustadas a DO 495 nm ~1,0 por mensuracdo em espectrofotémetro (Jenway
6405UV/Vis Essex, Inglaterra), diluidas 1:40 em caldo TSBYE e incubadas por mais 7 horas até
alcancarem o0 meio da fase exponencial. Em seguida, as concentragfes das suspensoes

bacterianas foram ajustadas novamente a DO 495 1m ~0,2 correspondendo a 3x108UFC/ml.

3.3 Células OBA-9 e condicdes de cultura

As ceélulas de linhagem epitelial gengival, denominadas células OBA-9, foram

gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Shinya Murakami da Universidade de Osaka, Japao.

As células OBA-9 foram mantidas em frascos de cultura de células de 75 cm? (Corning
Incorporated, N.Y., EUA) contendo 20ml de meio queratindcito livre de soro - KSFM
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), suplementado com 100U/ml de penicilina (ICN Biomedicals,
Aurora, OH, EUA)/estreptomicina (100ug/ml) (Calbiochem, Darmstadt, Alemanha) (COSTEA
et al., 2005) acrescido de insulina, fator de crescimento epidermal (EGF) e fator de crescimento
de fibroblastos (FGF), de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA) sob incubagdo em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, (Shel Lab TC 2123,
Oregon, EUA). Quando alcancaram a semi confluéncia, as células OBA-9 foram lavadas 2 vezes
com 10 ml de PBS (0,1M; pH= 7,4) e adicionados 2 ml de tripsina (Gibco, Grand Island, NY,
EUA) seguindo-se incubacdo por 4 min em estufa de CO,, para obtencdo de suspensdes
celulares. A seguir, foram adicionados 2 ml de solugdo de inibidor de tripsina (10mg/ml) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e as suspensfes celulares foram transferidas para um tubo de

centrifuga estéril e submetidas a centrifugacdo a 237xg a 15 °C durante 5 minutos (Centrifuga
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Eppendorf — Centrifuge 5804R, Hamburg, Alemanha). Apos a centrifugacéo, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspenso em meio queratindcito livre de soro (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Aliquotas de 10ul desta suspenséo de células foram misturadas a 10pl de azul de
tripan 0,4% (Carlo Erba, Rodano, Itdlia) para a contagem de células vidveis em camara de
Neubauer. A seguir, aliquotas de 1ml contendo 2x10° células/ml foram distribuidas nos pocos de
placas de 24 pocos (Corning Incorporated, N.Y., EUA) e incubadas por 24 horas em estufa com
atmosfera de 5% de CO,. Apds este periodo, as células OBA-9 alcangam uma concentragdo de
3x10° células/ml.

3.4 Adesdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a célula epitelial

As culturas bacterianas incubadas até o meio de fase exponencial de crescimento,
obtidas como descrito no item 3.2, foram ajustadas a DOggs~ 0,2 e aliquotas de 3 ml foram
centrifugadas a 5.200xg durante 2 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspenso em 50ul ml de PBS (0,1M; pH 7,4) seguindo-se agitacdo em agitador de tubos por
30 seg. e adicdo de 950 pl de meio queratindcito livre de soro e antibidtico - KSFM.
Monocamadas de células epiteliais OBA-9 em pocos de placas de 24 pocos, contendo ~3x10°
células/poco, obtidas como descrito no item 3.3, foram lavadas 3 vezes com PBS (0,1M; pH=
7,4). As suspensOes bacterianas foram adicionadas as monocamadas de células OBA-09,
obtendo-se uma MOI (multiplicidade da infec¢do) de 1:3.000 (célula epitelial/célula bacteriana)
(HANDFIELD et al., 2005; RICHARDSON et al., 2005).

As placas contendo células OBA-9 e suspensdes bacterianas foram submetidas a
centrifugacdo a 593xg por 10 minutos a 20 °C, para favorecer a interagdo célula epitelial-bactéria
e incubadas por periodos de duas horas de infec¢cdo, em estufa com 10% de CO, a 37 °C. Apds a
incubacdo, os pogos foram lavados por duas vezes com PBS, para remocdo das células
bacterianas ndo aderidas.

Para a determinacdo do numero de UFC de A.actinomycetemcomitans aderidas por pogo,
as células epiteliais foram tripsinizadas pela adicdo de 1 ml de tripsina, seguindo-se incubacéao
por 4 minutos em estufa. As suspensdes celulares foram homogeneizadas com pipeta e diluidas

em PBS. Aliquotas de 100ul de dilui¢cGes seriadas em PBS das suspensfes de células foram

42



inoculadas em triplicata em placas de agar TSBYE e incubadas durante 72 horas em estufa com
atmosfera de 10% de CO, a 37 °C, para posterior contagem de viaveis (UFC), e céalculo do
nimero de UFC de bactérias aderidas/poco. A eficiéncia de adesdo foi calculada conforme a
férmula abaixo, de acordo com Tang et. al. (1993) modificado:

Eficiéncia de adesao (%) = UFC de A. actinomycetemcomitans aderidas as células epiteliais x 100

9x10°® (UFC de A. actinomycetemcomitans adicionadas & monocamada)

Estes procedimentos foram empregados para determinagdo da transcricdo génica de A.
actinomycetemcomitans ap0s adesao a células epiteliais por 2 e 24 horas de infeccdo, seguindo-
se a lavagem das monocamadas para remoc¢do das bactérias ndo aderidas, a lise das células foi

obtida com a adigéo de Trizol, seguindo-se extra¢cdo de RNA, como descrito no item 3.5.1.

3.5 Analise da transcricéo génica bacteriana apds adeséo a células epiteliais

A transcri¢do génica das amostras ATCC29523, JP2 e SUNY465 foi analisada por reacdo
de transcriptase reversa seguindo-se PCR quantitativo. Foram utilizadas células bacterianas apos
adesdo a células epiteiliais obtidas como descrito no item 3.4 e como controle, as suspensées
bacterianas submetidas as memas condicGes, porém, sem a presenca das células epiteliais
gingivais OBA-09.

3.5.1 Extracdo de RNA

O RNA foi extraido pela adi¢do de 80ul de Trizol (Invitrogen) em cada um dos 4 pogos
para cada amostra bacteriana em placa de 24 pogos preparadas para 0s ensaios de adesdo e
controle sem a adicdo de celulas epiteliais (item 3.3). As suspenstes de células foram
homogeneizadas e transferidas para um tubo de centrifuga estéril, agitadas em Vortex e
incubadas por 5 min a 25 °C para permitir a completa dissociagcdo do complexo nucleoproteico.
Para os controles sem a presenca da célula epitelial, as suspensoes bacterianas foram coletadas

apos incubacdo por 2 horas nas mesmas condicdes e centrifugadas 5.200xg durante 4 min a 4 °C
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. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 320ul de Trizol, e as

suspensdes agitadas em Vortex e incubadas por 5 min a 25 °C.

Ap0s o tratamento com Trizol, foram adicionados 107 ul de cloroférmio (Synth, Séo
Paulo, Brasil), e a suspensdo agitada manualmente por 15 seg. e o lisado incubado novamente
por mais 15 min a 25 °C, seguindo-se centrifugacdo a 12.000xg / 15 min/ 4 °C. O RNA na fase
aquosa foi transferido para um novo tubo estéril, e precipitado pela adicdo de 270 pl de alcool
isopropilico (Merck, Darmstadt, Alemanha), seguindo-se incubacdo por 10 min/ 30 °C e
centrifugacdo a 12.000xg/10 min/ 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA foi lavado com
600 pl de etanol 75% (Synth, Sdo Paulo, Brasil) e centrifugado 7500xg / 5 min/ 4 °C. O
sobrenadante foi novamente desprezado e 0 RNA ressuspenso em 50 pl de &gua livre de RNAse
(Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). Para remover os tragos do DNA contaminante, as amostras
foram tratadas com 2 ul de DNAse | (Invitrogen) e incubadas a 25 °C por 10 min. A
quantificacdo do RNA foi realizada em espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, EUA).

3.5.2RT-PCR

Para a sintese de c-DNA foi utilizada reacdo contendo 1 pl do RNA total (obtido como
descrito no item 3.5.1), 1 pl de hexameros randémicos (50ng/ ul), 1 pl de dNTP (10mM) e 7 pl
de H20 livre de Rnase, num total de reacdo de 10 ul. A mistura de reacdo foi incubada a 65 °C
por 5 min e posteriormente resfriada em gelo por 1 min. Em seguida, foram adicionados a
mistura 2 pl de 10X RT buffer, 4 pl de MgCl; (25nM), 2 ul de DTT (0,1M), 1 pl de RNase OUT
(40U/ ul) e 1l de Super Script 111 RT (200U/ pl), utilizando-se o kit Platinum quantitative RT-
PCR Thermoscript one-step system (Gibco, Grand Island, NY, EUA) de acordo com as
instrugdes do fabricante. As reagdes de transcriptase reversa foram incubadas por 10 min a 25 °C,
50 min a 50 °C e 5 min a 85 °C. Posteriormente, as msituras foram centrifugadas e adicionadas
de 1 pl de RNase H, seguindo-se nova incubagdo a 37 °C por 20 min. Foram utilizados 2
controles: a) sem adicdo de RNA,; b) com adicdo de RNA e sem adic¢do de Super Script 11 RT. O

c-DNA foi estocado a -20 °C até o momento do uso.
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3.5.3 PCR quantitativo

A transcrigéo relativa dos genes ltx, flp, aae, apaH, omp29, omp100 (apiA), cdtB, vppA,
vapA, orf 859, emaA, cagE, pgA foi analisada utilizando-se os iniciadores descritos na Tabela 2,
sintetizados por Invitrogen. Foi determinada a transcricdo relativa dos genes em relacdo a gapdh
(gliceraldeido  3-fosfato  desidrogenase) (RICHARDSON et al.,, 2005) em A.
actinomycetemcomitans. Os iniciadores para amplificagcdo dos genes flp, omp29, cdtB por PCR
em tempo real foram desenhados utilizando o programa do site www.genscript.com/ssl-
bin/app/primer. O programa DNAstar foi usado para desenhar os iniciadores que amplificam as
regides Itx, emaA, cagE e pga.

Apos a sintese de cDNA, conforme descrito no item 3.5.2 foi realizada a reacdo de PCR
quantitativo em que foram adicionados: 10 pl de SYBR Green (Biotools, Madrid, Espanha), 0,16
pl de cada par de iniciadores (200nM) (Tabela 2), 100ng de c-DNA molde e agua estéril para
completar o volume total de 20 pl/reacdo. A concentracdo de Cloreto de Magneésio (MgCl,)
adicionada a reacdo de PCR em tempo real foi padronizada para cada par de iniciadores,
conforme descrito na Tabela 3. A reacdo de amplificagdo compreendeu 48 ciclos de 95 °C por 10
seg. e 50 °C por 1 min. (CAO et al., 2004) utilizando-se termociclador iQ 5 Bio-Rad (Bio Rad,
Hercules, CA, EUA). Apols a reacdo foi realizada a curva de melting para determinar a
especificidade dos amplicons, sendo usados 100 ciclos de 10 seg., com aumento de temperatura
de 0,4 °C/ciclo de 55 °C a 95 °C (RICHARDSON et al., 2005).

A analise da expressdo génica bacteriana foi realizada utilizando o software Rest 2005
(PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002) a partir do estabelecimento do ciclo limiar (Threshold
Cycle - Cy), obtidos do software iQ5 Optical System (Bio-Rad).

A transcricdo relativa de cada um dos genes foi normalizada em relacdo aos niveis de
transcritos observados para gapdH. Apds o calculo dos niveis médios, desvio e erro padrdo da
transcricdo relativa de cada um dos genes em cada uma das quatro condicOes testadas (controle e
adesdo em 2 horas; controle e adesdo em 24 horas), foram comparados os niveis de transcricdo
relativa de cada um dos genes entre as amostras em cada uma das condicOes pelo teste de Anova
e pos-teste de Tukey. Também foram comparados os niveis de transcri¢do de cada um dos genes

nas amostras ap6s a adesao as células epiteliais e seus respectivos controles utilizando a mesma
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analise estatisitica (Anova e pos-teste de Tukey). Foram consideradas diferencas significantes

quando p<0,05.

46



Tabela 2- Sequéncia dos iniciadores utilizados em reagdes de PCR em tempo real para anélise

da expressao génica de A. Actinomycetemcomitans.

Gene Sequiéncia Nucleotidica Produto Referéncia
(pb)
ORF1383 5 CCCAAAACATCATCCCATCTTC 3 60 pb Richardson et al. (2005)
(A.a. gapdh) 5 GGAACACGGAACGCCATAC 3’
5> TAGCCCCATGGCAACGGTAGAA 3’
flp 5 TCAAAGCAATCGAAGCAATC 3 82 pb Este estudo
5 GCAATAGCGATCAAACCGTA 3
5" TGCTTGACCAACCATAACCA 3°
, , P.Longo (Processo
apaH 5" CACCTTGGTTTGCCTTGGATA 3 159 pb FAPESP 03/01192-9)
5" TGTCTTCCCAACGTAGCATG 3’ Saarela et al. (1999)
5" CGACCTTTAACTACGTCGCA 3
omp100 5 ATCTTCAAGCCAAAACATC 3 169 pb Yue et al. (2007)
5 AAGGCTGCCGACATTAT 3’
cdiB 5° CAACAACACAATTCCAACCC 3 94 pb Este estudo
5° GGCGATACCTGTCCATTCTT 3’
vapA 5 CGAAATTATGGCTGGGTATGC 3’ 60 pb Cao et al. (2004)
5" AATGGTTGGATGTTGAATACGG 3’
orf 859 5> CAATCTCACCCAAGCCCTAC 3’ 83 pb Cao et al. (2004)
5 GCGGCGGAAATATAGAAACTG 3’
VppA 5> GGTTACCGGTGGAGTTCG 3’ 190 pb Mayer MP. (Processo
5> CGGGTCGTAATCGTTTGA 3’ FAPESP 98/15596-4)
cagE 5> TGGATTGGGACAAGTGAACA 3’ 190 pb Este estudo
5’ TACAAAGCCATAAGAGAAAT 3’
emaA 5> CTGCAGCAACCGGGGATTAT 3’ 110 pb Este estudo
5" AATGGATTGGTTGCCTTTAG 3’
, , Kaplan et al. (2004

5> GACCGATGATGGAGCTGAA 3°

FAPESP 03/01192-9)
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Tabela 3- Concentracdo de Cloreto de Magnésio (MgCl,) utilizada nas reacdes de PCR em
tempo real para cada par de iniciador.

Par de iniciador Concentracéo de Cloreto de Eficiéncia da reacéo
Magneésio (MgCl,) em mM

ORF1383

(A.a. gapdh) 3,0mM 85%
Itx 3,0 mM 104,6%
flp 4,5mM 95,2%
aae 3,0mM 109,8%
apaH 4,5mM 88,4%
omp29 7,5 mM 81,3%
omp100 4,5mM 127,0%
cdtB 3,0mM 92,9%
vapA 4,5mM 99,6%
orf 859 3,0mM 88,5%
VppA 3,0 mM 97,4%
cagE 4,5mM 92,8%
emaA 3,0mM 97,5%
PgA 3,0 mM 92,9%
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3.5.4 Curva padréo

Para a obtencdo da curva padrdo nas reacdes de PCR quantitativo para cada par de
iniciador, foram utilizadas dilui¢Ges seriadas decimais de cada um dos amplicons purificados. As
reacOes de amplificacdo foram realizadas utilizando 1ul de DNA molde da amostra SUNY 465,
1,5U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,2 mM de dNTP (Invitrogen), 2 mM de MgCly, 2,5
pl de tampéo (10X PCR buffer), 0,5 pl de cada iniciador (25pM), descritos na Tabela 2, em total
de 25 pl de reagdo. Os produtos das amplificacGes de PCR e o marcador de peso molecular de
100 bp (Fermentas Inc., Glen Burnie, MD, EUA) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 0,7% em tampdo TAE, corados com brometo de etidio e fotografados.

Em seguida, os amplicons foram excisados do gel e purificados com auxilio do Kit GFX
(Amershan Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra) seguindo as instru¢des do fabricante. Os
amplicons purificados foram quantificados por leitura da absorbancia em espectrofotémetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA). A seguir, aliquotas de
diluicbes em série, contendo 0,1ng; 0,01ng; 0,001ng e 0,0001ng de cada produto foram
empregadas nas reagdes de PCR em tempo real, para obtengéo da curva padrao.

3.6 Andlise da transcricdo génica de célula epitelial OBA-9 apds interacdo com A.

actinomycetemcomitans

Esta etapa foi realizada no laboratério de Microbiologia, School of Dental Medicine,
University of Louisville, Louisville, KY, EUA, sob a orientacdo do Prof. Dr. Donald Demuth,
em bolsa de doutorado sanduiche. Foram realizados estudos prévios com a amostra de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2, quanto a capacidade de adesdo e invasdao em
diferentes intervalos de tempo: 2, 12 e 24 horas de infeccdo em células de linhagem epitelial
gengival OBA-9. A analise de transcri¢cdo génica foi realizada em células OBA-9 em co-cultura
por 24 horas com a amostra JP2, visto que esta cepa caracteriza o clone JP2 associado a maior
viruléncia (HAUBEK et al., 2007).
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3.6.1 Condicdes de cultura bacteriana

Aliquota do estoque congelado mantidas em glicerol 20%, a —80 °C da amostra de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 foi cultivada na superficie de Agar Infuso Cerebro
e Coracdo (BHI) (Difco, Sparks, MD, EUA) suplementado com 40 pg/ml de bicarbonato de
sodio e e incubada em estufa com atmosfera de 10% de CO, (Shel Lab) por 24 horas a 37 ° C.
As colbnias foram raspadas com alca Drigalski estéril, inoculadas em 8 ml de caldo BHI
suplementado com 40 pg/ml de bicarbonato de sdédio e a cultura incubada durante 8 horas em
estufa com atmosfera de 10% de CO,. Apos este intervalo de tempo, a concentracdo da
suspensdo bacteriana foi ajustada a DO 495 nm ~1,0 por mensuracdo em espectrofotdmetro,
seguindo-se diluicdo 1:40 em caldo BHI e incubacdo por 7 horas, até que a cultura tenha
alcangado o meio da fase exponencial.

3.6.2 Adesdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a célula epitelial em diferentes
intervalos de tempo

As suspensdes bacterianas em meio de fase exponencial foram ajustadas a DOg4gs= 0,2 €
aliquotas de 100pl, correspondendo a 3x10” UFC/ml foram centrifugadas a 5.200xg durante 1
min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em 50ul ml de PBS
(0,2M; pH 7,4), seguindo-se agitacdo em Vortex por 30 seg. A suspensdo foi inoculada em 950
pl de meio queratinécito livre de soro — KSFM (Invitrogen, Carlsbad, CA) /sem antibi6tico,
adicionada & monocamada de células epiteliais OBA-9 em pocos de placas de 24 pocos (3x10°

células/poco), obtidas como descrito no item 3.3 a uma MOI de 1:100.

As placas contendo células OBA-9 e suspensdes bacterianas foram submetidas a
centrifugagdo de 593xg por 10 minutos a 20 °C e incubadas por periodos de 2, 12 e 24 horas em
estufa a 37 °C. Em seguida, os pocos foram lavados trés vezes com PBS para remocao das

células ndo aderidas.

Para a estimativa do numero de células bacterianas aderidas, as células epiteliais foram
tripsinizadas adicionando-se 1 ml de tripsina, seguido-se incubacgdo por 4 min. em estufa de 5%

de CO,. Aliquotas de 100ul de dilui¢des seriadas da suspensdo de células foram inoculadas em
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triplicata na superficie de Agar BHI e as placas incubadas por 72 horas em estufa com atmosfera
de 10% de CO, a 37 °C, para posterior contagem de viaveis (UFC) e calculo do nimero de

bactérias aderidas as células epiteliais/ pogo.

3.6.3 Invasdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a célula epitelial em diferentes
intervalos de tempo

A capacidade invasiva da cepa JP2 foi deteminada nos intervalos de 2, 12 e 24 horas de
infeccdo. As suspensdes bacterianas preparadas conforme descrito no item 3.6.2, foram

incubadas nos mesmo intervalos de tempo analisadas para adesao.

As placas contendo células OBA-9 e suspensdes bacterianas foram submetidas a
centrifugacdo de 593xg por 10 minutos a 20 °C e incubadas por periodos de 2, 12 e 24 horas em
estufa a 37 °C. Apds o periodo de infeccdo, os pocos foram lavados trés vezes com PBS para
remocdo das células ndo aderidas, e entdo as células foram tratadas durante 1 hora com solugédo
antibiotica contendo 100pg/ml de gentamicina (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) em
meio KSFM para eliminar as bacterias extracelulares. Em seguida, foram realizadas lavagens
com PBS para remocdo do antibiético e aliquotas de 100ul de Triton X100 (Sigma Chemical Co,
St Louis, MO, EUA) a 0,5% foram adicionados aos pocos, para promover a lise celular e
liberacdo das bacterias internalizadas. Apos a lise, o detergente foi diluido com PBS. Aliguotas
de 100pl de diluicdes das suspensdes foram inoculadas em triplicata na superficie de agar BHI e
as placas incubadas durante 72 horas em estufa com atmosfera de 10% de CO, a 37 °C, para
posterior contagem de viadveis (UFC), e calculo do nimero de bactérias internalizadas nas células

epiteliais/poco.

3.6.4 Analise da transcrigdo génica da celula epitelial OBA-9 apo6s 24 horas de infecgdo com
JP2

A analise da transcri¢cdo génica foi realizada com a amostra JP2, sendo esta, aderente e
invasiva em diferentes intervalos de tempo testados. A andlise foi realizada apds 24 horas de

infeccdo a uma MOI de 1:100. Este periodo foi escolhido pois estudos anteriores (MILWARD et
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al., 2007) mostraram ser este tempo mais representativo da resposta celular frente ao estimulo
bacteriano. A extracdo de RNA foi obtida adicionando-se 100ul de Trizol (Invitrogen) em cada
um dos 4 pocos utilizados para cada amostra e 4 pogos para 0 controle sem a presenga da
bactéria. As suspensfes celulares foram homogeneizadas e transferidas para um tubo de
centrifuga estéril, agitadas em Vortex e incubadas por 5 min a 25 °C para permitir a completa
dissociacdo do complexo nucleoproteico. Em seguida, foi adicionado 107 pl de cloroférmio
(Merck, Darmstadt, Alemanha), agitado vigorosamente com a mao por 15 seg. e o lisado
incubado novamente por mais 15 min a 25 °C, seguindo-se de centrifugagéo a 12.000xg / 15 min/
4 °C. O RNA na fase aquosa foi transferido cuidadosamente para um novo tubo estéril, e
precipitado pela adigdo de 214 ul de alcool isopropilico (Merck). Apos incubacgdo por 10 min/ 30
°C e centrifugacdo a 12.000xg/10 min/ 4 °C. O sobrenadante foi descartado e 0 RNA contido no
precipitado foi lavado com 426 pul de etanol 75% (Merck) e centrifugado 7500xg / 5 min/ 4 °C. O
sobrenadante foi novamente desprezado e 0 RNA ressuspenso em 25 pl de &gua livre de RNAse
(Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). A quantificacdo do RNA foi realizada em Espectrofotdmetro
(Nanodrop).

Apbs a obtencdo do RNA, foi utilizado o kit RT? Profiler PCR Array Human Signal
Transduction PathwayFinder (PAHS-014A) (SABiosciences Corporation, MD, USA), para
analise da transcricdo de genes da célula epitelial relacionados a transducdo de sinais. Este kit
contém um arranjo (array) de 84 pares de iniciadores que amplificam regibes relacionadas as
diferentes vias sinalizacdo da transducdo de sinais, incluindo 5 controles internos: beta-2-
microglobulina (B2M), hipoxantina fosforibosiltransferase-1 (HPRT1), proteina ribossomal
L13A (RPL13A), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e beta-actina (ACTB). Além
disso, incluem controles quanto a contaminacdo por DNA, sendo um para deteccdo de
contaminacdo de DNA gendmico humano, triplicata de controles da transcricdo reversa e
triplicata de controles positivos de PCR, totalizando um arranjo de 96 pares de iniciadores
(Anexo A). 1ug de RNA, obtido das células OBA-9 infectadas e ndo infectadas foi tratado com
DNAse e a sintese de c-DNA foi realizada empregando-se o kit RT First Strand kit (C-03). A
reacdo de PCR quantitativo foi realizada utilizando-se o Super Array RT gPCR Master Mix. A
reacao consistiu em: 1.275 ul de Super Array Master Mix contendo SYBR Green, 102 ul de c-
DNA e 1.173 ul de agua livre de RNAse. Em seguida, aliquotas de 25 pl da mistura foram

adicionadas a cada pogo contendo os iniciadores para cada gene analisado.
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O ciclo de amplificacdo em termociclador (Applied Biosystems 7500) compreendeu 1
ciclo de 95 °C por 10 min., seguidos de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg. e 60 °C por 1 min. Apos a
reacdo, os dados de ciclo limiar (Ct) obtidos foram analisados utilizando-se o programa no site
www.superarray.com/pcr/arrayanalysis.php (SABIOSCIENCES CORPORATION, [2008])

3.7 Ensaio imunoenzimético (ELISA) para detec¢do de GM-CSF/CSF2, TNF-0 e ICAM-1

3.7.1 Anélise no sobrenadante de culturas de células in vitro

Foram analisados os niveis de cada um dos mediadores inflamatérios (GM-CSF/CSF2,
TNF-a e ICAM-1) no sobrenadante das culturas celulas OBA-9 ap6s 0s ensaios de interacdo com a
amostra JP2 por 24 horas, conforme ensaio descrito no item 3.6.4. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata. Foi utilizado como controle, o sobrenadante da cultura de células epiteliais

sem adicdo da bactéria, submetidas as mesmas condicgdes.

3.7.2 Analise em amostras de tecido gengival

Amostras de tecido gengival obtidas de pacientes com diferentes condi¢fes periodontais
(satde, periodontite agressiva e cronica) foram utilizadas para determinacdo da concentragdo de
CSF2/GM-CSF, TNF-0. ¢ ICAM -1. As amostras de tecido gengival foram cedidas pelo Prof. Dr.
Marcelo de Faveri da Universidade de Guarulhos, obtidas em estudo aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em seres humanos daquela instituicio (PARECER n° 190/2009, aprovado em
01.09.2009), seguida da aprovacdo do do CEP do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Séo Paulo.

3.7.2.1 Obtencé&o das amostras de tecido gengival

Foram analisadas amostras de tecido gengival de individuos sem perda de insercao
clinica e saudaveis (periodonto saudavel) (n=12), periodontite agressiva (n=10) e periodontite

cronica (n=11). De cada individuo foi coletada uma amostra de tecido gengival obtida durante
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cirurgia visando o tratamento periodontal dos pacientes com periodontite, e obtida de sitio

requerendo cirugia para aumento de coroa clinica dos pacientes sem perda de insercdo. Os

critérios de inclusdo e exclusdo estdo descritos a seguir:

Critérios de incluséo dos pacientes:

a) Periodontite Agressiva:

- < 35 anos de idade;

- minimo de 6 dentes, entre incisivos permanentes e/ou primeiros molares, cada sitio
apresentando profundidade de sondagem e nivel de inserc¢do clinica > 5 mm (forma
localizada);

- minimo de 6 dentes, além dos incisivos e primeiros molares com profundidade de
sondagem e nivel de inser¢do clinica > 5 mm (forma generalizada)

- agregacdo familiar (apresentar ao menos um outro membro da familia com histéria

de periodontite).

b) Periodontite Cronica

- >35 anos de idade

- minimo de seis dentes apresentando profundidade de sondagem e nivel de insercdo
clinica > 5 mm em cada sitio;

- apresentar profundidade de sondagem e nivel de insercdo clinica > 4 mm em pelo

menos 30% dos sitios e sangramento & sondagem;

c) Saudavel:

- > 25 anos de idade;
- ndo apresentar sitios com nivel de inser¢do clinica > 3 mm e < 20% dos sitios

apresentando sangramento gengival e/ou sangramento a sondagem.

Critério de excluséo dos pacientes:
- gestantes, mées lactentes, fumantes, terapia periodontal prévia, condicdo sistémica
que comprometa a progressdo da doenca periodontal (ex.: diabetes, complicacGes

imunoldgicas), administragdo de  medicacdo anti-inflamatoria, necessidade de
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cobertura antibiotica para tratamento dental e historico de terapia antibidtica nos

ultimos 6 meses.

3.7.2.2 Processamento das amostras de tecido gengival

10 mg de tecido gengival foram adicionados a 500ul de tampéo de lise (PBS (1X) /
0,05% Tween20/ 1mM de Inibidor de Protease - Sigma) e homogeneizados. Apds centrifugacao
a 500g/ 10 min, o sobrenadante coletado foi estocado em freezer -80 °C até o momento do uso.

3.7.3 ELISA

Foram utilizados kits de deteccdo de citocinas humanas GM-CSF/CSF2 (Peprotech Inc.,
Rocky Hill, NJ, USA), TNF-a (Peprotech Inc., Rocky Hill, NJ, USA) ¢ ICAM-1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA) seguindo as instrucdes do fabricante, tanto para células epiteliais como
para as amostras de tecido gengival.

Placas de 96 pocos (Corning-Costar, Lowell, MA, EUA) foram recobertas com 100 pl/pogo
do anticorpo de captura nas concentragdes de 2 pg/ml (GM-CSF), 1 pg/ml (TNF-a) e 4 pg/ml
ICAM-1 e incubadas por 12-16 horas a temperatura ambiente. Ap6s 4 lavagens com tampéao (0,05%
Tween-20 em PBS(1X)), os pocos foram preenchidos com solu¢do bloqueadora (1% albumina
sérica bovina - BSA em PBS(1X)), e incubados por 1 hora. Apds as lavagens com solucao de PBS-
Tween 20, foram adicionadas as amostras (itens 3.7.1 e 3.7.2) e incubadas por 2 horas. Apds as
lavagens, os anticorpos de detec¢do foram adicionados [0,25 pg/ml (GM-CSF), 0,5 pg/ml (TNF-a),
0,1 pg/ml (ICAM)] e incubados por 2 horas. As avidinas (diluigdes 1:2000 para GM-CSF e TNF) e
streptavidina (1:200 para ICAM-1) foram adicionadas e incubadas por 20 minutos. A reacdo foi
revelada pela adicdo do substrato OPD (o-fenilenediamine, Sigma-Aldrich) em tampdo citrato-
fosfato 0,05 M, pH 5,0 e incubag&o por 10 minutos. A leitura foi realizada em comprimento de onda
de 450 nm e corre¢do a 550 nm em leitor de ELISA (Modelo 680, BioRad).
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4 RESULTADOS

4.1 Adesao de Aggregatibacter actinomycetemcomitans as células epiteliais

A eficiéncia da adesdo as células OBA-09 apds 2 horas de infec¢do de cada uma das
amostras de A. actinomycetemcomitans testadas em uma multiplicadade de infeccdo (MOI) de
1:3.000 foi de (médiat+desvio padrdo): 1,2% + 0.62 para SUNY465; 0,41% + 0,014 para a cepa
JP2 e 0,31% + 0,14 para a cepa ATCC 29523. Por outro lado, quando foi utilizada a MOI de
1:100, a eficiéncia de adesdo da amostra JP2 foi de 6,43% + 2,04 e de invasdo 0,0007% +
0,000006. No presente estudo a menor concentracao de bactérias (MOI ~1:100) foi utilizada para
analise da expressdo génica da célula epitelial apos infeccdo por A. actinomycetemcomitans
enquanto a MOI~1:3.000 foi empregada para a analise da expressdo génica bacteriana. A
utilizacdo de maior quantidade de bactérias no Gltimo ensaio foi devida a necessidade de material
suficiente para a extracdo de RNA bacteriano, de acordo com estudo anterior (RICHARDSON et
al., 2005). A porcentagem de adesdo pode ser influenciada pela concentracdo bacteriana
utilizada, em que altas concentragdes bacterianas provocam saturacdo dos sitios de ligacao
(MINTZ et al., 1994). Isso refletiu em diferentes resultados eficiéncia de adesdo para a amostra

JP2, onde a maior eficiéncia de adeséo foi obtida com multiplicidade de infecgéo de 1:100.

4.2 Analise da expressao génica de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ap6s a adesao a

célula epitelial gengival OBA-9 e no controle sem a presenca da célula epitelial.

Apobs a padronizacdo das reacdes e estabelecida a eficiéncia de cada uma das reacdes,
com diferentes concentracdes de Cloreto de Magnésio, foi analisado o perfil de transcricdo das
cepas ATCC29523, SUNY 465 e JP2, ap6s a adesdo com célula epitelial (MOI 1:3000) e
controle. Os dados de transcricdo relativa de cada um dos genes foram analisados em relacdo a
transcricdo do gene orfl383 ou gapdh (codificando a enzima gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase) (RICHARDSON et al., 2005) em A. actinomycetemcomitans. Em estudo piloto,
os valores de todos os genes foram normalizados com o controle interno 16SrRNA, porém, a

maioria dos genes analisados ndo foi transcrita a niveis detectaveis (dados ndo apresentados),
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visto que este gene é altamente expresso, apresentando 6 coOpias no genoma de HK1651
(RICHARDSON et al., 2005). Assim os dados apresentados referem-se a transcricdo de gapdh
(orf 1383).

Os niveis de transcricdo relativa de cada um dos genes estudados nas quatro condi¢oes
estdo apresentados nas tabelas 4 a 7: controle em 2 horas (tabela 4), adesdo em 2 horas (tabela 5),
controle em 24 horas (tabela 6), adesdo em 24 horas (tabela 7). A determinacéo de diferencas nos
niveis de transcri¢do entre as as diferentes amostras, em cada uma das condicdes, foi realizada
empregando-se ANOVA com dois fatores, seguida por compara¢Ges multiplas pelo método de

Tukey e as diferencas consideradas significantes quando p<0,05.

Para possiblitar melhor visualizacdo e permitir compara¢fes ndo somente entre as
amostras, mas também na mesma amostra em cada uma das condicdes testadas, os dados de

transcricdo relativa estdo também apresentados nas Figuras 3 a 15.

Os dados de transcricdo relativa de genes de A. actinomycetemcomitans, revelaram
variabilidade na expresséo génica bacteriana com diferencas estatisticamente significantes entre
as amostras ATCC29523, SUNY 465 e JP2 quando submetidas as mesmas condi¢Ges ambientais.

O intervalo de infeccdo também foi determinante para a transcri¢do de alguns genes.

O gene flp (que codifica a adesina fimbrial) foi pouco transcrito no controle e ap6s 2 h de
infeccdo por todas as amostras, como esperado, visto que as culturas apresentavam fenétipo liso.
No entanto, a expressdo de flp foi regulada positivamente apds adesdo em 24 horas
principalmente na amostra ATCC29523 e em menor grau na amostra JP2, mas ndo para a SUNY

465, como demonstrado nas Figuras 3A e B.

A transcricdo dos genes aae e ompl100 foi regulada positivamente apds 2 h de interacéo
com células epiteliais na amostra ATCC 29523 (Figuras 4A e 6A). Além disso, em ATCC29523,
0s genes aae, apaH e omp100, que codificam adesinas relacionadas com a interacdo com células
epitelias, foram regulados positivamente apés 24 h de interacdo com células (Figuras 4B, 5B e

6B), sendo os niveis de transcri¢ao de aae e apaH nesta amostra foi bem maior que nas demais.
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Tabela 4- Valores médios e desvio padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicata dos niveis de
transcricdo de cada um dos genes normalizados em relacéo a transcricdo de gapdH das trés amostras de
A. actinomycetemcomitans na condicdo controle sem célula epitelial ap6s 2 hs de incubacdo (Média +
Desvio padrdo). Teste Anova-Tukey. AS (auséncia de diferenca estatisticamente significante entre

amostras).
Amostra
Gene . L.
ATCC 29523 SUNY 465 JP2 Diferenga significante
(@) (b) (©) p<0,05
flp 0,27+0,02 0,16+0,01 0,25+0,045 Ei'z
aae 0,001+0,00 0,39+0,03 1,048+0,52 azb#c
apaH 0,16+0,03 0,42+0,09 2,2240,67 Eicc
omp100 0,001+0,0 0,005+0,004 0,07+0,04 AS
emaA 0,00£0,00 0,052+0,01 0,27+0,00 a#zb#c
ltx 0,00£0,00 2,80+0,72 9,43+2,39 azb#c
cdtB 0,34+0,04 2,81+0,83 9,95+0,62 azb#c
vppA 0,0050,00 2,9640,51 9,41+1,68 azbse
orf859 0,000,00 0,18+0,03 0,11%0,00 a#b#c
vapA 0,010,003 1,20+0,04 4,54+0,19 a#zb#e
atc
cagE 0,00£0,00 0,00+0,00 0,2230,08 b#c
omp29 0,00+0,00 0,20+0,012 20,79+2,84 giz
PgA 0,0240,003 0,30%0,10 0,23+0,04 :i'g
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Tabela 5- Valores médios e desvio padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicata dos niveis de
transcricdo de cada um dos genes normalizados em relacéo a transcricdo de gapdH das trés amostras de
A. actinomycetemcomitans apds adesdo em 2 hs de incubacdo (Média + Desvio padrdo). Teste Anova-

Tukey. AS (auséncia de diferenca estatisticamente significante entre amostras).

Amostra
Gene . L
ATCC 29523 SUNY 465 JP2 Diferenga significante
(a) (b) (© p<0,05
flp 0,3040,07 0,11%0,03 0,3620,25 f)’;‘;
aae 0,43+0,03 1,01+0,08 0,54+0,28 AS
azc
apaH 0,18 £0,09 0,00 £0,0 1,06 +0,015 b+#c
omp100 0,42+0,16 0,50+0,29 0,16+0,04 b#c
a#c,
emaA 0,01+0,00 0,019+0,003 0,204+0,043 b#c
Itx 0,36+0,08 2,36+0,27 10,76:+4,72 azb#c
azc
cdtB 0,07+0,01 0,89+0,69 6,54+1,23 b+#c
vppA 0,5440,21 0,880,18 5,64+0,65 EICC
orf859 0,00+0,00 0,15+0,08 0,04+0,01 azb#c
vapA 2764027 6,16+1,58 3,57+0,74 Ei'z
cagE 0,0040,00 0,0040,00 1,18+0,08 %icc
omp29 0,0040,00 1,25+0,49 2354+1,12 a#zb#c
PgA 3,8142,12 23,9445 56 2,09+0,65 Ei‘z
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Tabela 6- Valores médios e desvio padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicata de cada um dos
genes normalizados em relacdo a transcricdo de gapdH das trés amostras de A. actinomycetemcomitans
na condicdo controle sem célula epitelial apés 24 hs de incubacdo (Média + Desvio padrdo). Teste
Anova-Tukey. AS (auséncia de diferenca estatisticamente significante entre amostras).

Amostra
Gene . L
ATCC 29523 SUNY 465 JP2 Diferenga significante
(a) (b) (© p<0,05
fip 0,002:£0,0005 0,100,003 0,53+0,25 azb#c
aae 0,0040,001 2,07+0,19 0,42+0,09 azb#c
atb
apaH 0,0030,002 0,53+0,09 0,62+0,19 e
omp100 0,017+0,007 0,16+0,02 0,3740,046 a#zb#c
a#£b
emaA 0,00+0,00 0,11+0,031 0,09+0,01 atc
Itx 0,0040,002 0,560,15 3,88+1,92 azb#c
atb
cdtB 0,0040,001 4,98+0,90 4,75+0,69 atc
a£b
VppA 0,0080,008 10,75+1,87 7,08+0,71 atoc
atb
orf8s9 0,00+0,00 0,10+0,02 0,07+0,005 atc
a£b
vapA 0,0420,0005 5,800,88 8,07+1,85 atoc
azb
cagE 0,00%0,00 0,07+0,03 0,15+0,04 2
omp29 0,00%0,00 5,54+1,77 171,14+23,16 atb#c
PgA 0,15+0,13 0,66+0,14 1,030,12 atc
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Tabela 7- Valores médios e desvio padrdo de dois ensaios independentes realizados em triplicata de cada um dos
genes normalizados em relacdo a transcricdo de gapdH das trés amostras de A. actinomycetemcomitans
apos adesdo em 24 hs de incubacdo (Média £ Desvio padrdo). Teste Anova-Tukey. AS (auséncia de

diferenca estatisticamente significante entre amostras).

Gene ATCC 29523 SUNY 465 P2 Diferenca significante
(@ (b) (©) p<0,05
fip 50,41+18,66 0,068+0,02 1,95+0,57 aibie
azb
aae 19,23+458 0,96+0,31 0,65+0,27 atc
apaH 8,74+1,43 0,00+0,00 0,47+0,24 azb#c
omp100 0,08+0,01 1,99+0,53 0,25+0,014 azb#c
a#£b
emaA 0,0006:£0,0005 0,06+0,02 0,23+0,006 e
a#£b
Itx 0,125+0,06 2,54+0,41 2,06+0,53 e
cdtB 68,00+21,18 1,56+0,75 4,21+1,37 atbc
azb
VppA 71,49+10,66 2,04+1,15 3,94+1,11 e
a£b
orfes59 0,39+0,10 0,060,004 0,03+0,02 2
vapA 20,73+3,44 8,46+1,51 3,66+0,58 a#zb#c
a£b
cagE 0,00+0,00 0,12+0,07 0,07+0,02 atc
a#£b
omp29 0,00+0,00 0,33+0,28 46,40+16,10 b#c
POA 4339+3,98 24,19+2,21 2,43+0,26 a#zb#c
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Figura 3- Transcricdo génica relativa do gene flp no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e ap06s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 4- Transcrigdo génica relativa do gene aae no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 5- Transcri¢do génica relativa do gene apaH no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e ap06s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 6- Transcricdo génica relativa do gene omp100 no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap0s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas
(B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 7- Transcri¢do génica relativa do gene emaA no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 8- Transcrigdo génica relativa do gene Itx no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e ap06s adesdo a celula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 9- Transcricdo génica relativa do gene cdtB ap0s no ensaio controle (sem a presenga da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap6s adesao a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas
(B). Teste Anova-Tukey, diferenga estatisticamente significante em relagéo ao controle foi

considerada quando * p<0,05.
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Figura 10- Transcricdo génica relativa do gene vppA no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24
horas (B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle foi considerada quando * p<0,05.
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Figura 11- Transcricdo génica relativa do gene orf859 no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24
horas (B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle foi considerada quando * p<0,05.
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Figura 12- Transcricdo génica relativa do gene vapA no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24
horas (B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle foi considerada quando * p<0,05.
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Figura 13- Transcrigdo génica relativa do gene cagE no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e apds adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24
horas (B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle foi considerada quando * p<0,05.
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Figura 14- Transcricdo génica relativa do gene omp29 no ensaio controle (sem a presenca da célula
epitelial gengival OBA-9) e ap6s adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24
horas (B). Teste Anova-Tukey, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao

controle foi considerada quando * p<0,05.
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Figura 15- Transcricdo génica relativa do gene pgA no ensaio controle (sem a presenca da célula epitelial
gengival OBA-9) e apds adesdo a célula epitelial gengival em 2 horas (A) e 24 horas (B).
Teste Anova-Tukey, diferenga estatisticamente significante em relacdo ao controle foi
considerada quando * p<0,05.

A transcricdo de emaA foi regulada positivamente apds 2 horas de interacdo com células
epiteliais pela cepa ATCC 29523 ou em 24 h por JP2 (Figura 7). Esta adesina liga-se a colageno,
e quando em ensaio piloto foi adicionado colageno para recobrir os pocos de microplaca, a

expressao de emaA aumentou ainda mais (dados ndo demonstrados).

Quanto a expressdo da toxina cdtB, a amostra JP2 apresentou niveis de transcricao
superiores as demais amostras no intervalo de 2 horas de infeccdo (Figura 9A), mas apods 24
horas de interacdo a células epiteliais, o nivel de transcricdo de cdtB da amostra ATCC29523
superou o valor demonstrado pela amostra JP2 (Figura 9B). Pode ser observado que a
transcricdo de cdtB foi paralela a transcricdo do gene vppA (Figuras 9 e 10), o que seria esperado,
visto que estes genes sdo codificados em um mesmo operon (MAYER et al., 1999; SHENKER et
al., 2000).

Como é possivel observar nas Figuras 8 (A e B), 14 (A e B) e tabelas 4 a 7, a amostra JP2
apresentou niveis de transcricdo superiores aos observados nas amostras SUNY 465 e
ATCC29523, para os genes Itx e omp29. E importante ressaltar que a variabilidade de transcricio
foi observada ndo somente entre amostras de sorotipos distintos (JP2 e ATCC 29523, sorotipos b

e a respectivamente), mas também entre amostras pertencentes ao mesmo sorotipo (JP2 e SUNY
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465, ambas sorotipo b). Deve ser ainda observado que a transcricdo de omp29 foi maior no meio
de cultura sem célula apds 24 h de exposicdo do que no mesmo meio apos 2 h (controle 2 h) para
as amostras SUNY 465 e JP2, particularmente para esta Ultima, sugerindo que a fase da cultura
foi responsavel pela regulacéo. Por outro lado, a adigdo de células ao meio promoveu reducéo da
transcricao relativa de omp29 para as amostras SUNY 465 e JP2 ap0s 24 h, enquanto a expressao
relativa de omp29 foi regulada positivamente apos a infeccdo de SUNY465 por 2 h em célula

epitelial.

O gene orf 859, que codifica uma proteina associada a sobrevivéncia intracelular
(HANDFIELD et al., 2005), apresentou baixo nivel de transcri¢do no intervalo de 2 horas de
infeccdo para as amostras SUNY e JP2, ndo sendo transcrito pela amostra ATCC 29523 neste
intervalo. No entanto, apds 24 horas de infeccdo em células epiteliais, este gene foi regulado
positivamente para a amostra ATCC 29523, superando o nivel de transcricdo das demais
amostras, como demonstrado nas Figuras 11A e B.

O gene vapA foi regulado positivamente na amostra SUNY 465 ap6s adesdo em células
epiteliais, com nivel de transcrigdo superior as demais, no intervalo de 2 horas. Apds 24 horas de
infecgdo em ceélulas epiteliais, a amostra ATCC 29523 superou o nivel de transcricdo na adesao,
com uma ressalva de que, este aumento no nivel de transcricdo ndo foi acompanhado pela
condicdo controle (sem presenca da célula epitelial), diferindo das demais amostras (Figuras 12
AeB).

O gene cagE foi transcrito apenas por JP2 no intervalo de 2 horas de infec¢do, e apds 24
horas a amostra SUNY também apresentou transcricdo a baixos niveis, ndo apresentando
diferencas na transcricdo entre o controle e o0 ensaio ap0s adesdo a célula epitelial (Figuras 13A e
B). Por outro lado, a amostra ATCC 29523 néo apresentou transcricdo deste gene em nenhuma

das condigdes analisadas neste estudo.

O gene que codifica a biossintese de polissacarideo extracelular, denominado pgA,
principal componente da matriz do biofilme de A. actinomycetemcomitans, foi transcrito a niveis
muito baixos nos controles sem adicéo de células, e apresentou regulacdo positiva para todas as
amostras apos 2 h e 24 h de interacdo com a célula epitelial gengival, sendo que os maiores

niveis de transcritos foram observados apds 24 horas de interacdo (Figuras 15A e B).
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4.3 Adesédo e Invasdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans JP2 a célula epitelial OBA-

9 em diferentes intervalos de tempo

Antes da realizacdo dos ensaios de expressao génica da célula epitelial gengival OBA-9
apos interacdo com as células de A. actinomycetemcomitans, foi determinada a capacidade de
adesdo e invasdo da cepa JP2. A eficiéncia maxima de adesdo de A. actinomycetemcomitans JP2
a células epiteliais foi atingida apds 2 horas de infeccéo, sendo a amostra JP2 aderente em todos
os intervalos de tempo e persistindo até 24 horas, como demonstrado na Figura 16. Além disso,
esta amostra mostrou-se viavel ap6s tratamento com gentamicina, indicando a localizagédo
intracelular em todos os intervalos de tempo testados apés interacdo com células epiteliais OBA-
9, como demonstrado na Figura 17.

7.0 ~
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55 4
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4,5 -

Adesao (logUFC/ml)

3,5 4

3,0

2h 12h 24h

Figura 16- Numero de células bacterianas (log 10 UFC/ml) recuperadas apos ensaio de adesdo em
célula epitelial gengival (OBA-9) utilizando a cepa Aggregatibacter
actinomycetemcomitans JP2 apds 2, 12 e 24 horas de infeccdo. Resultados em
triplicata de trés ensaios independentes.
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Figura 17- Numero de células bacterianas recuperadas (log ;o0 UFC/mI) apéds ensaio de invasdo
em célula epitelial gengival (OBA-9) utilizando a cepa Aggregatibacter
actinomycetemcomitans JP2 ap06s 2, 12 e 24 horas de infeccdo. Resultados em
triplicata de trés ensaios independentes.

4.4 Andlise da expressao génica da célula epitelial OBA-9 ap6s 24 horas de infec¢do com
JP2

Na analise da expressdo génica da via de transducdo de sinais pela célula epitelial
gengival OBA-9, ap6s 24 horas de infec¢do com a cepa JP2 de A. actinomycetemcomitans, 15
genes foram regulados positivamente em relacdo ao controle sem a presenca da bactéria, como
apresentado na Tabela 8. Estas diferencas foram estatisticamente significantes (Teste T de
Student, p<0,01). No total 15 vias diferentes foram estimuladas ap6s a interagdo com a bactéria:
NFkB, mitogénica, Wnt, TGFp, PI3 kinase, p53, stress, CREB, Jak-Stat, estrogeno, andrdgeno,
calcio, proteina quinase C, fosfolipase C e LDL.

O gene que codifica o fator de estimulacdo de colbnias de granuldcitos e macrofagos
(CSF2), também denominado GM-CSF, foi o mais estimulado (170 vezes), como demonstrado
na Tabela 8. O segundo gene mais estimulado, foi o que codifica TNF-a (28,93 vezes), sendo
este um importante mediador inflamatorio, responsavel pela ativagdo da cascata de sinalizacéo

do NF-kB. Outro gene relacionado a ativagdo de NF-kB transcrito positivamente apos a infeccéo
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por A. actinomycetemcomitans foi IL-1 (4 vezes). Os genes estimulados neste estudo
pertencentes a via NF-kB foram: CCL20, ICAM1, VCAML1, BIRC3.

O terceiro gene mais estimulado, foi o gene que codifica a proteina EGR1 (resposta de
crescimento precoce) (14,08 vezes), um fator de transcrigdo envolvido na regulacdo de genes
envolvidos na inflamagdo, coagulagdo, imunidade adaptativa e inata (PRITCHARD et al., 2007).
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Tabela 8- Proteinas cujos genes codificadores foram regulados positivamente na via de transducdo de
sinais da célula epitelial gengival OBA-9, apds 24 horas de infeccdo com a amostra JP2 em
relacdo ao controle sem a presenca da bactéria. Teste T de Student foi empregado para
comparar os niveis de transcritos nas células ndo infectadas (controle) e apds a infeccéo.

Valores de p<0,01 foram considerados significantes.

Simbolo Proteina codificada Ntmero de Variagao Valor de p
da acesso em vezes
Proteina Gen Bank
BIRC3 Protéina Baculoviral contendo sequéncias NM_001165 5,92 0,000022
repetidas IAP 3
CCL2 Quimiocina (C-C motif) ligante 2 NM_002982 12,18 0,000003
CCL20 Quimiocina (C-C motif) ligante 20 NM_004591 6,49 0,0012
CDKN1A Inibidor quinase ciclina dependente 1A NM_000389 4,88 0,0015
CSF2 Fator estimulador de colbnias 2 NM_000758 170,04 0,00002
EGR1 Resposta de crescimento precoce 1 NM_001964 14,08 0,00066
FOS Homdlogo ao oncogene  murino  de NM_005252 4,47
. 0,004
osteossarcoma viral V-fos FBJ
GADD45A Fator de Interrupcdo de crescimento e indutor NM_001924 8,00
0,00058
de dano no DNA, alfa
GREB1 Proteina GREB-1 NM_014668 10,13 0,0088
ICAM-1 Molécula de adeséo intercelular 1 (CD54), NM_000201 7,67 0,00003
ILla Interleucina 1, alfa NM_000575 4,01 0,0009
IRF1 Fator regulador de Interferon 1 NM_002198 5,39 0,004
JUN Jun oncogene NM_002228 7,16 0,00023
TNF Fator de Necrose tumoral (Superfamilia TNF, NM_000594 28.93 0,0097
membro 2)
VEGFA Fator de crescimento de endotélio vascular A NM_003376 459 0,000246
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4.5 Deteccdo de GM-CSF/CSF2, TNF-a e ICAM-1 no sobrenadante de culturas celulares.

Foram realizados ensaios imunoenzimaticos para determinacdo dos niveis de GM-
CSF/CSF2, TNF-a e ICAM-1, no sobrenadante de culturas de células OBA-09, infectadas por A.
actinomycetemcomitans JP2 e controle (sem infec¢do), visto que os genes que codificam esses
fatores foram regulados positivamente nas células OBA-09 infectadas por A.
actinomycetemcomitans JP2, ap0s 24 horas de infecgéo.

Os resultados mostraram que houve producdo de CSF2/GM-CSF por células epiteliais
OBA-9 apds infeccdo por A. actinomycetecomitans JP2 conforme ilustrado na Figura 18A,
enquanto ndo foram observados niveis detectaveis desta citocina no sobrenadante de células nao

infectadas.

Foi determinada maior producdo de TNF-a pelas células OBA-09 quando infectadas por
A. actinomycetemcomitans cepa JP2, atingindo a concentracdo de 2.859,96 pg/ml apds 24 horas
de interacdo, do que pelas células controle ndo infectadas, como demonstrado na Figura 18B.
Deve ser considerado que esta diferenca poderia ser ainda maior, visto que ocorre degradacéo
desta citocina no meio de cultura durante a incubacdo, mesmo sem a adicdo da bactéria,

conforme demonstrado na Figura 19.

Também foi observada maior producdo da molécula de adesdo ICAM-1 pelas células
infectadas, atingindo a concentracéo de 60 pg/ml apds interacdo com a bactéria por 24 hs, do que
pelas células OBA-09 ndo infectadas, como ilustrado na Figura 18C. Assim, a analise funcional

confirmou as observacfes determinadas nos ensaios de transcri¢do génica.
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Figura 18- Niveis de mediadores inflamatorios (CSF-2 - em A, TNF-a em B e ICAM-1 em C)
determinados por ELISA no sobrenadante de células epiteliais gengivais OBA-9 ap6s 24
horas de infeccdo com a amostra A. actinomycetemcomitans JP2 a uma MOI de 1:100.
Controle: ceélulas epiteliais sem adicdo da bactéria. Teste t de Student, diferenca
estatisticamente significante foi considerada quando, * p<0,05.
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Figura 19- Niveis de TNF-o determinados por ELISA em meio de cultura adicionado de 2.000 pg/ml de
TNF-a, seguindo-se incubacdo por diferentes intervalos de tempo. Controle — apenas o meio
de cultura [KFSM (Invitrogen)] contendo TNF-a . JP2 — meio de cultura contendo TNF-a e
inoculado com 3x10'UFC A. actinomycetemcomitans JP2/ml. Diferencas estatisticamente
significantes (ANOVA, * p<0,05; **p<0,01; ***p< 0,001) em relacdo ao controle sem
incubacéo (tempo 0 horas).
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4.6 Deteccdo de GM-CSF/CSF2, TNF-a ¢ ICAM-1 em amostras de tecido gengival de

individuos saudaveis e pacientes com periodontite (agressiva e cronica)

Os niveis dos mediadores inflamatorios GM-CSF/CSF2, TNF-a ¢ ICAM-1 também
foram analisados em amostras de tecido gengival obtidas de pacientes com diferentes condigdes
periodontais.

Foram analisadas amostras de tecido gengival de individuos periodontalmente saudaveis
(n=12), com periodontite agressiva (n=10) e periodontite crénica (n=11). A distribuicdo da
concentracdo dos mediadores nos tecidos estd apresentada na figura 20. Os dados obtidos para
cada amostra de tecido gengival estdo apresentados no anexo B. Foi possivel observar altas
concentracdes dos trés mediadores inflamatdrios analisados [GM-CSF/CSF2 (Figura 20A), TNF-
a (Figura 20B) e ICAM-1 (Figura 20C)] tanto em amostras de pacientes com periodontite
agressiva como cronica. Os valores de mediana das concentracdes em ng/ml encontradas nas
amostras de tecido gengival dos pacientes apresentando as diferentes condicdes periodontais
estdo descritas na Tabela 9. O teste de Kruskall-Wallis demonstrou que as diferengas nas
concentracdes de cada um dos mediadores foram estatisticamente significantes entre as biopsias
de pacientes com periodontite (crénica e agressiva) e controles com periodonto saudavel
(p<0,05).
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Tabela 9- Valores da mediana das concentracGes de GM-CSF/CSF2, TNF-o ¢ ICAM-1 em ng/ml
encontrados nas amostras de tecido gengival dos individuos periodontalmente saudaveis e
pacientes apresentando periodontite agressiva e cronica.

Condicéo periodontal

Mediador
inflamatorio Periodontite Agressiva Periodontite Cronica Periodonto Saudavel
CSF2 10074,90 ng/ml 4493,98 ng/ml 0 ng/ml
TNF-a 6681,78 ng/ml 5247,97 ng/ml 0 ng/ml
ICAM-1 618163,59 ng/ml 611025,65 ng/ml 37537,46 ng/ml
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Figura 20- Distribui¢do dos niveis de mediadores inflamatorios (CSF-2 em A, TNF-a em B, ICAM-1
em C) determinados por ELISA em amostras de tecido gengival de pacientes com
periodontite agressiva (PAG), periodontite cronica (PC) e individuos com periodonto
saudavel (SAUD). Teste de Kruskal-Wallis, diferenca estatisticamente significante foi
considerada quando, * p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Bactérias apresentam sistemas de transducéo de sinais altamente conservados na natureza
que mediam adaptacGes a uma variedade de mudancas ambientais (GEORGELLIS et al., 2001).
O epitélio é considerado a primeira barreira fisica encontrada por patogenos (ESKAN et al.,
2008a) e no processo da infeccdo, a expressdo génica de bactérias pode ser alterada, procurando
adaptar-se aos desafios oferecidos pelo novo ambiente. Assim, no presente estudo, visamos
determinar se A. actinomycetemcomitans também sofre alteracdes na transcricao dos fatores de
viruléncia ap0s a interacdo com células epiteliais gengivais, e se esta regulacdo € cepa-
dependente.

As amostras de A. actinomycetemcomitans utilizadas neste estudo para andlise da
transcricdo génica bacteriana foram ATCC29523 (sorotipo a), JP2 (sorotipo b, produtora de altos
nives de leucotoxina) e SUNY 465 (sorotipo b). Foram observadas diferencas na eficiéncia de
adesdo as células epiteliais entre as amostras, mas todas foram capazes de aderir e foi
determinado o nivel de transcri¢do das células aderidas. Observou-se que a capacidade de adesao
foi maior para a cepa SUNY465; seguida pela cepa JP2 e a de menor eficiéncia de adesdo foi a
cepa ATCC 29523. Os dados estdo de acordo com estudos anteriores, em que a capacidade de
adesdo a células epiteliais de origem tumoral (células KB) foi cerca de cinco vezes maior para a
cepa SUNY 465 do que para a cepa ATCC 29523 (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003).

A transcricdo de genes que codificam fatores de viruléncia apresentou diferengas
estatisticamente significantes entre as amostras analisadas, sendo que esta diferenca também foi
observada entre amostras pertencentes ao mesmo sorotipo (JP2 e SUNY 465, sorotipo b),
sugerindo que a regulacdo génica é cepa dependente. Por exemplo, houve diferenca na expressao
do gene ltx entre as amostras JP2 e SUNY 465, em que a amostra JP2 apresentou expressao
superior em relacdo a SUNY 465, principalmente na condicdo controle, sem contato com célula
epitelial (figura 8 e tabelas 4 e 6). A leucotoxina é um fator relacionado a evasdo das defesas pela
bactéria, e faz parte da familia de toxinas RTX, de bactérias Gram negativas. A.
actinomycetemcomitans exibe dois fendtipos distintos leucotdxicos: minimamente leucotdxico e
altamente leucotdxico como a cepa JP2 (SPITZNAGEL, KRAIG; KOLODRUBETZ, 1991). A

transcri¢do de Itx apos cultivo in vitro ¢ maior em linhagens JP2 (“JP2-like”) devido a diferencgas
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na regido do promotor ltx (BROGAN et al., 1994). A razdo para a maior producéo de leucotoxina
pelas cepas JP2-like ndo € completamente entendida. A hipétese logica seria que a regido
faltando na regido promotora das cepas JP2-like ligar-se-ia a uma proteina regulatéria que
regularia a transcricdo dos genes ltx. Outra alternativa seria que no promotor de Itx da cepa JP2
existe uma menor distancia entre o sitio de ligacdo da polimerase e 0s genes estruturais e

consequentemente ocorreriam maiores niveis de transcricdo (KACHLANY, 2010).

Embora a linhagem JP2 seja relacionada com maior viruléncia (SPITZNAGEL; KRAIG;
KOLODRUBETZ, 1991; BROGAN et al., 1994; BUENO; MAYER; DI RIENZO, 1998), as
cepas minimamente leucotdxicas também sdo encontradas em pacientes com periodontite
agressiva localizada (KAPLAN et al., 2002b; FINE et al., 2007; KAWAMOTO et al., 2009).
Assim, Fine et al. (2007) questionam a hipdtese de que a linhagem JP2 seja mais virulenta que as
demais. Os dados apresentados neste estudo indicam que a transcrigdo de ltx pode ser regulada
positivamente apds contato com célula epitelial em amostras consideradas minimamente
leucotoxicas, sendo que ocorreu regulacdo positiva da transcricdo deste gene apds contato com
célula epitelial por 2 e 24 h para a amostra ATCC 29523, e ap6s 24 h para SUNY 465 (Figuras
8A e B), sendo que esta Ultima apresentou nivel de transcricdo superior a ATCC 29523. Na
figura 8B e na tabela 7 pode ser observado ainda, que apds 24 h de interagdo com células
epiteliais, a transcricdo de Itx foi semelhante entre as amostras JP2 e SUNY 465. Estes dados
suportam a hipdtese sugerida recentemente por Kachlany et al. (2010), de que cepas
consideradas minimamente leucotoxicas sob condicGes de laboratorio, poderiam produzir niveis
similares de leucotoxina aos das cepas JP2-like em condices fisioldgicas. Os niveis equivalentes
de mRNA Itx produzidos por JP2 e SUNY465, mas ndo por ATCC29523, ap6s interacdo com
células epiteliais, sugerem que cepas do sorotipo b ndo JP2-like, consideradas de menor
viruléncia apesar de associadas a periodontite agressiva, poderiam produzir altos niveis de
leucotoxina in vivo. Esta hipdtese deve ser confirmada analisando maior nimero de cepas de
diferentes sorotipos apos interacdo com células, ndo somente na determinacdo do nivel de

transcritos de Itx, mas pela quantificacdo da leucotoxina produzida.

Por outro lado, o gene cdtB que codifica a toxina distensora citoletal (cdt), foi regulado
negativamente apos contato com a célula epitelial em ambas as cepas do sorotipo b, SUNY 465 e

JP2, mas a sua transcrigéo foi inalterada em ATCC29523 no intervalo de 2 horas ap0s contato
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com celula epitelial. Surprendentemente, foi observada uma regulacéo positiva de cdtB apds 24h
de interacdo com células na amostra ATCC 29523 (Figura 9B). O gene vppA situa-se a montante
de cdt também fazendo parte do operon cdt de A. actinomycetemcomitans (MAYER et al., 1999;
SHENKER et al., 1999). Assim, os dados das figuras 9 e 10 mostram que a transcrigdo de vppA e
cdt ocorreu de maneira paralela em todas as amostras testadas, indicando que estes genes sdo
regulados pelo mesmo promotor nestas amostras. Fabris et al. (2002) e Kawamoto et al. (2009)
demonstraram que existem diferencas na atividade CDT entre diferentes amostras de A.
actinomycetemcomtians. Nestes ensaios, foi obtido lisado de cultura de cada uma das amostras in
vitro, e a atividade CDT demonstrada sobre células epiteliais. Os resultados do controle apds 2 e
24 h, sem contato com células epiteliais sdo compativeis com os dados dos niveis de mRNA de
cdt nas amostras JP2 e ATCC 29523, pois a primeira apresenta maior atividade CDT que a
segunda. No entanto, estas diferencas podem nédo ser relevantes in vivo, pois ap6s 24 h de
interacdo com célula epitelial ha indicacdo de maior expressdo de CDT pela amostra ATCC
29523. Assim, para responder ao questionamento sobre diferencas na atividade CDT, deveriam
ser analisadas células ap0s a interacdo com o epitélio, portanto mais proximas das condi¢es
fisiologicas, e ndo culturas in vitro, como empregado em estudos anteriores (FABRIS et al.,
2002; KAWAMOTO et al., 2009). Embora a associacdo da CDT com a patogénese ainda nao
seja totalmente esclarecida, esta toxina pode representar uma adaptacdo bacteriana, que poderia
afetar a interacdo do microrganismo com o sistema imune do hospedeiro. Em estudo recente
neste laboratorio foi observado que os titulos de 1gG sérica contra CDTA e CDTB néo diferiram
entre os individuos com diferentes condicGes periodontais. No entanto, titulos de 1gG positivos
para CDTC foram observados no soro de 100% dos individuos PAgG, em apenas 8,3% dos soros
de individuos PAgL, em nenhum individuo com periodontite crénica e em 25% dos saudaveis.
As diferencas na resposta a CDTC e a OMP29 entre PAgG e PAgL poderiam indicar que CDT e
OMP29 poderiam ser expressas diferentemente pelas cepas infectantes (ANDO et al., 2010).
AaCDT modularia a resposta imune pela sua capacidade de induzir apoptose de células
monociticas ndo proliferativas e de linfocitos T (RABIN; FLITTON; DEMUTH, 2009;
SHENKER et al., 2001). Em estudos realizados em nosso laboratdrio, demonstramos que a CDT
em altas doses foi capaz de inibir a producdo de NO (FERNANDES et al., 2008 ; ANDO et al.,
2010). A inibicdo da producdo de NO, favoreceria a persisténcia da infeccdo devido & menor

atividade microbicida (ANDO et al., 2010). A observacdo que a amostra do sorotipo a testada
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induz a maiores niveis de transcricdo de CDT ap0s contato com célula epitelial deve ser
confirmada por estudos funcionais. A associa¢do do sorotipo a com individuos com periodonto
saudavel, poderia indicar que CDT n&o estaria ligada diretamente a destrui¢do periodontal, mas a
persisténcia da infeccdo nos tecidos do hospedeiro, uma hip6tese que ainda necessita
confirmacéo.

Outro fator modulatorio determinante na expressdo de alguns genes foi o tempo de
interacdo com as células epiteliais. Por exemplo, na figura 3 (A e B) pode ser observado que o
gene flp s6 foi transcrito a niveis detectaveis apds 24 horas de infec¢do, mas ndo apos 2 horas.

Foram observadas a auséncia de transcricdo de flp, que codifica a subunidade fimbrial
FLP, na condicdo controle e uma discreta transcricdo nas demais condicOes testadas. Todas as
amostras estudadas apresentaram morfologia colonial lisa. A conversdo para o fenétipo liso, ndo
fimbriado, ndo aderente pode ser resultado de mutagdes “frameshift”, “nonsense” e “missense”
em genes codificados no locus tad, uma ilha de colonizacdo encontrada em outras espécies
bacterianas (TOMICHI et al., 2007). O fendtipo rugoso é fimbriado, autoagregativo, aderente a
superficies abidticas, enquanto as variantes lisas sdo ndo fimbriadas, podem aderir-se as células
epiteliais (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003, YUE et al., 2007) e apresentam maior
capacidade de invasdo que as rugosas (MEYER et al., 1991). Assim, a auséncia da transcricdo de
flp seria esperada nas condicGes analisadas, visto que as cepas testadas eram lisas, nas quais a
auséncia da producdo da fimbria seria resultado de mutagdes (TOMICHI et al., 2007). No
entanto, o gene flp foi transcrito apds 24 horas de infeccdo nas amostras ATCC29523 e JP2.
Contradizendo a hipotese de mutacdo no l6cus tad das cepas lisas, estudos anteriores ja
mostraram que a expressdao da fimbria exibe fases de transicdo, provocadas por fatores
ambientais como pH, temperatura, oxigénio e concentracdo de ferro (SCANNAPIECO et al.,
1987; WANG; LIU; CHEN, 2005; TOMICHI et al., 2007). Além disso, a conversdo do fenétipo
liso para rugoso associado a interacdo com células foi previamente descrita, sugerindo regulacao
positiva da transcricdo de flp por cepas lisas apos interagdo com células, como os dados aqui
apresentados (MEYER e FIVES-TAYLOR, 1994). No entanto, no presente estudo foi observada
a regulacdo positiva da transcricdo de flp apenas em ATCC 29523 e JP2, apds prolongada
interacdo com célula epitelial, enquanto os dados de Meyer e Fives Taylor (1994) demonstraram
variacdo de fenotipo liso para rugoso apos interacdo com células pela cepa SUNY 465, mas ndo

pelas cepas SUNY 75(S) e 652. Estudos adicionais sobre a expressdo de fimbrias devem ser
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feitos, mas os dados sugerem que a transcri¢do de flp pode ser regulada positivamente em cepas
lisas, possivelmente revertendo o fendtipo de liso para rugoso apos prolongada exposicdo as
celulas epiteliais. Esta regulagdo poderia ser explicada quando analisamos o ambiente
subgengival. O epitélio, tanto no ambiente intra como extracelular poderia apresentar-se como
um reservatorio de células bacterianas, capazes de promover a recolonizacdo da bolsa, apos a
remocdo mecanica do biofilme. Assim, parte das células bacterianas nao fimbriadas, oriundas do
epitelio, poderiam tornar-se fimbriadas, exibindo assim, capacidade de aderir & superficie do
dente e formar biofilme. A observagdo de que os isolados clinicos apresentam-se apenas como a
variante rugosa (FINE et al., 1999) poderia ser decorrente do sitio de coleta, uma vez que apenas
amostras obtidas de biofilme subgengival sdo analisadas.

O gene aae codifica a adesina termoestavel autotransportada AAE, mas é discutivel se
essa adesina sofreria protedlise sendo secretada para 0 meio como outras proteinas
autotransportadas ou se permanece ligada a célula (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003).
Esta adesina esta envolvida na adesdo as células epiteliais pela cepa ATCC 29523 e SUNY 465,
pois mutantes defectivas em aae nestas amostras mostraram reducéo na eficiéncia de adeséo a
células epiteliais tumorais (KB) (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003). O gene aae
apresenta-se como Unico do operon e existe polimorfismo no numero de repeticdes entre
diferentes amostras (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003). Foi recentemente descrito que o
dominio envolvido na ligacdo das células epiteliais bucais localiza-se na regido das repeticdes de
Aae, embora tenha sido relatado outro dominio de ligacdo em Aae, reponsavel pela ligacdo as
células endoteliais (YUE; KAPLAN; FINE, 2009). A cepa SUNY 465 apresenta menor numero
de repeticdes que a cepa ATCC 29523, embora a primeira apresente maior eficiéncia de adesdo
que a segunda (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003). N&o foram observadas diferencas na
transcricdo relativa de aae entre as trés cepas no controle, sendo que apés 2 h de infeccdo houve
aumento na transcricdo de aae nas amostras ATCC 29523 e SUNY 465. Deve ser ressaltado que
a regulacdo positiva mais significante de aae foi observada para a cepa ATCC 29523 ap6s 24 h
de interagdo com células epiteliais (figura 4B), como observado para o gene flp, que codifica a
fimbrilina (figura 3B). O mesmo padréo foi também observado para o gene apaH, em que 0s
maiores niveis de transcritos foram observados em ATCC 29523 ap06s 24 h de interacdo com

células epiteliais.
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O gene apaH codifica uma diadenosina tetrafosfatase que cliva a “alarmoéna” diadenosina
tetrafosfato (Ap4A), uma classe de nucleosideos associada a sinalizacdo do tempo de divisdo
celular e participacdo na resposta ao estresse oxidativo (ISMAIL et al., 2003; ROSE; MEYER;
FIVES-TAYLOR, 2003; SAARELA et al., 1999). A capacidade de metabolizar a diadenosina
tetrafosfato poderia ser essencial para a bactéria invadir a célula alvo, sendo que, altas
concentracdes desta alarmona s@o encontradas em bactérias mutantes defectivas em gene apaH.
A delecdo do gene apaH em E. coli leva a um aumento de 10 a 100 vezes no nivel intracelular de
diadenosina tetrafosfato (LEVEQUE et al., 1990), enquanto em Salmonella typhyimurium, é
observado um aumento de 3,5 vezes no nivel intracelular de diadenosina tetrafosfato apos a
delecdo deste gene, o suficiente para provocar um fenotipo ndo invasivo (ISMAIL et al., 2003).
O gene apaH também foi associado com invasdo celular por A. actinomycetemcomitans
(SAARELA et al., 1998). No presente estudo, o gene apaH foi regulado positivamente apos
adesdo a ceélulas epiteliais somente para a amostra ATCC29523 em 24 horas (figura 5B),
diferindo das amostras SUNY 465 e JP2, em que foi regulado negativamente apds adeséo a
células epiteliais.

Assim, os dados de regulacdo positiva da transcricdo de genes codificando fatores de
colonizacdo como aae, flp e omp100 sugerem que, embora ATCC 29523 em cultura in vitro
apresente menor eficiéncia de adesdo as células epiteliais que as demais cepas testadas, esta
deficiéncia seria ultrapassada apds prolongada interagdo com células epiteliais, como ocorreria
na cavidade oral. Por outro lado, alguns genes associados a viruléncia como cagE e omp29 nao
sdo transcritos a niveis detectaveis por ATCC 29523 em cultura in vitro, mas outros, como orf
859 0 sdo apoOs o contato com célula epitelial. Andlises posteriores, usando como indculo em
células epiteliais, culturas das amostras bacterianas obtidas apds interacdo prévia com células
epiteliais poderiam confirmar estas observacdes iniciais, onde a transcricdo de genes
relacionados a adesinas como aae e flp sdo regulados positivamente em ATCC 29523.

Deste modo, o fato do nivel de transcritos flp e aae em SUNY 465 ap06s 2 horas de
interacdo ndo ser maior que nas demais amostras, ndo justificaria a maior adesividade de SUNY
465. Por outro lado, apds 2 horas de interagdo com células, a adesina Omp100 e PgA foram
significativamente mais expressos em SUNY 465 comparada as demais. Os dados indicam que a

interacdo entre células eucariontes e A. actinomycetemcomitans é complexa, e diferencas na
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eficiéncia de adesao das amostras ndo pode ser explicada por diferencas na transcricdo dos genes
que codificam flp e aae.

A observacdo de que a trasncricdo do gene omp29 foi regulada positivamente somente
nas cepas do sorotipo b, JP2 e SUNY 465, ap6s contato com a célula epitelial, no intervalo de 2
horas, também € uma observacédo interessante. Na amostra ATCC 29523, sorotipo a, geralmente
associado a pacientes com periodonto saudavel, ndo foram detectados transcritos deste gene em
nenhum dos intervalos de tempo analisados. A Omp 29 de A. actinomycetemcomitans pertence a
familia OmpA (WILSON, 1991). Esta familia compreende proteinas de membrana externa
conservadas em varios organismos patogénicos como OmpA de Salmonella enterocolitica
Typhimurium (FREUDL e COLE, 1983); P5 de Haemophilus influenzae (MUNSON et al.,
1993); MOMP de Haemophilus ducreyi (SPINOLA et al., 1993), OmpA de Escherichia coli
(NIKAIDO et al., 1984), OmpA de Aeromonas salmonicida (COSTELO; VIPOND;
MacINTYRE, 1996) e Omp de Pasteurella multocida (MARANDI et al., 1996). A OmpA de E.
coli é a proteina mais abundante do envelope externo da parede de E.coli K-1 (WEISER e
GOTSCHLICH, 1991), sendo esta proteina, multifuncional e associada a capacidade da bactéria
invadir células endoteliais do cérebro (PRASADARAO; WASS; KIM, 1996), células glioma C6
(WU et al., 2009) e células dendriticas (MITTAL e PRASADARAOQO, 2008). Além disso,
confere estabilidade a membrana celular (SONTEG et al.,, 1978), aumenta a resisténcia a
atividade bactericida do soro e propicia maior viruléncia a bactéria em modelos animais
experimentais (WEISER e GOTSCHLICH, 1991). Em E. coli patogénica para aves (APEC), a
expressao de OMPA ¢é regulada positivamente pelo contato com soro, indicando que membros
desta familia podem ser regulados pelo ambiente in vivo (TYLER et al., 2008). As proteinas
desta familia sdo altamente imunogénicas (SMITH et al., 2007), inclusive a de
A.actinomycetemcomitans (KOMATSUZAWA et al., 1999), indicando a sua expressao in vivo.
No presente estudo houve regulacdo positiva da transcricdo de omp29 apds 24 h em meio
contendo fatores de crescimento (insulina, fator de crescimento epidermal e fator de crescimento
de fibroblastos), sendo inclusive o nivel de transcritos mais alto do que apds o mesmo periodo de
contato com células epiteliais (Figura 14), indicando que estas condi¢fes associadas ao maior
tempo de incubacdo no meio, como as relacionadas a quorum sensing e a presenca de fatores de
crescimento, seriam as responsaveis pela regulacdo positiva de omp29. E interessante notar

também que na cepa JP2 ap0os 24h em contato com a célula epitelial houve regulacéo positiva da
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transcricdo de flp-1 e omp29 em A. actinomycetemcomitans (Figuras 3 e 14). Em E. coli, OmpA ,
além de promover a ligacéo direta a células BMECs, exerce sua influéncia na ligacdo bacteriana
pela modulacdo da expressdo da fimbria tipo 1 (SMITH et al., 2007). Estudos anteriores,
realizados neste laboratorio, mostraram que a resposta contra Omp29 ndo ocorre em todos 0s
pacientes colonizados por A. actinomycetemcomitans (ANDO et al., 2010; BRUNHEIRA 2007).
Associadas aos dados aqui obtidos, estas observacdes sugerem que a expressdo de Omp29 seja
diferente entre amostras de A. actinomycetemcomitans.

Os produtos dos genes orf 859 e vapA ndo apresentam ainda um papel definido na
viruléncia. O que se sabe a respeito do gene orf 859 refere-se a sua possivel relacdo com a
sobrevivéncia intracelular de A. actinomycetemcomitans apos invasao em células epiteliais (CAO
et al. 2004). Em estudos utilizando a técnica antigeno induzido in vivo (IVIAT), que permite a
rapida identificacdo de genes de A. actinomycetemcomitans expressos especificamente durante a
infeccdo, permitiram a identificacdo de 116 antigenos induzidos in vivo (SONG et al, 2002). Em
estudo posterior, os primeiros nove genes induzidos (IktB, vapA, orf 327, orf 554, orf 859, orf
871, orf 1184, orf 1402 e orf 1623), identificados por IVIAT, foram alvos de estudos com PCR
em tempo real e foi demonstrado aumento de trasncricdo dos genes orf 859 e vapA da cepa
VT1169 de A. actinomycetemcomitans apos contato com célula epitelial (CAO et al., 2004). Em
nosso estudo, o gene orf859 ndo foi transcrito pela amostra ATCC 29523 (sorotipo a) em
nenhuma das condic¢des (controle e adesdo) no intervalo de 2 horas de infeccdo, mas em 24
horas de infeccdo foi regulado positivamente apds adesdo a célula epitelial superando o nivel de
transcricdo das demais amostras que ja apresentavam em baixos niveis de trasncritos em 2 horas
(Figuras 11A e B).

O gene vapA esta relacionado a viruléncia por sua homologia a regido vap de
Dichelobacter nodosus, que € encontrada em 98% das cepas virulentas e ausente em 70% das
cepas avirulentas (BLOOMFIELD et al., 1997). A amostra SUNY 465, apresentou regulacao
positiva da trasncricdo de vapA apds adesdo, sendo a amostra que apresentou o maior nivel de
transcritos vapA em 2 horas, embora o nivel de transcri¢cdo tenha sido superado pela amostra
ATCC29523 ap0s 24 horas de adeséo (Figuras 12A e B).

O produto do gene cagE de A. actinomycetemcomitans esta envolvido na apoptose da
célula hospedeira (TENG e HU, 2005). Mutantes de Helicobacter pylori deficientes no gene

homologo cagE induziram menor grau de lesbes géastricas que a cepa selvagem, sugerindo seu
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possivel envolvimento na patogénese (OGURA et al., 2000). O gene cagE foi transcrito apenas
por JP2 no intervalo de 2 horas, e apds 24 horas foi observada transcri¢do também na amostra
SUNY465, em baixos niveis, ndo apresentando diferencas na regulacdo ap6s adesdo a célula
epitelial (Figuras 13 A e B), enquanto a amostra ATCC29523 ndo apresentou transcrigdo deste
gene em nenhuma das condicGes analisadas, independente do intervalo de tempo. Este dado
sugere uma maior viruléncia de amostras do sorotipo b, como SUNY 465 e JP2, do que do
sorotipo a (ATCC 29523).

O gene pgA, que codifica o polissacarideo extracelular de A. actinomycetemcomitans foi
0 Unico regulado positivamente ap6s a adesao para todas as amostras em todos os intervalos de
tempo. O polissacarideo PGA €é o principal componente da matriz do biofilme de A.
actinomycetemcomitans, que confere também resisténcia a antibidticos, representando um
importante fator de viruléncia bacteriana (KAPLAN et al., 2004).

Assim, os dados da analise da trasncricdo génica bacteriana apés interacdo com ceélula
epitelial indicam que a A. actinomycetemcomitans apresenta mecanismos de reconhecimento do
ambiente, que sinaliza para a expressdo de genes necessarios a sua sobrevivéncia no ambiente.
Alguns genes foram regulados positivamente pela presenca em célula epitelial em todas as
amostras, como pgA, e em outros a transcri¢do ndo foi alterada pelas condicdes estudadas, como
cagE. No entanto, foi observada grande distincdo no perfil de trasncritos entre a amostra do
sorotipo a (ATCC 29523) e as amostras do sorotipo b (JP2 e SUNY 467). A transcricdo de
fatores relacionados a colonizagdo como a transcri¢do de genes codificando as adesinas flp e aae
foram maiores na amostra do sorotipo a (ATCC29523) dentro das condi¢cbes analisadas, do que
nas amostras do sorotipo b. Por outro lado, genes associados a viruléncia como cagE, omp29, Itx
foram transcritos exlusivamente ou em maior nivel pelas amostras do sorotipo b, justificando a
maior associacdo deste sorotipo com a periodontite agressiva. Assim, os dados sugerem também
que a regulacdo de genes de viruléncia em A. actinomycetemcomitans pode ser considerada cepa-
especifica.

As ceélulas do hospedeiro tambem reconhecem a presenca dos microrganismos e se
adaptam as novas condicdes, na tentativa de controlar a infeccdo. Além disso, bactérias
patogénicas manipulam a resposta do hospedeiro visando aumentar a sua sobrevivéncia pela

ativacdo ou inibicdo das vias de sinalizagdo da célula eucarionte.
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O reconhecimento dos patdgenos é mediado por receptores presentes ha membrana das
células epiteliais, referidos como receptores padrées de reconhecimento (PRR) ou receptores
Toll-Like (TLR). Onze membros da familia de receptores Toll-like (TLR) j& foram identificados.
Estudos in vitro tém mostrado expressdo de TLR1, TRL2 e TRL6 em células epiteliais gengivais
primarias, embora apenas TRL 2 e TRL 4 tenham sido relatados em tecido gengival de pacientes
com periodontite (ASAI et al., 2001). A ativacdo dos TLRs através da interacdo receptor-ligante
é um evento critico no desencadeamento da resposta imune, que resulta na tentativa de
eliminacdo do patdgeno atraves da liberagdo de uma série de citocinas, peptideos
antimicrobianos e quimiocinas. Estes receptores reconhecem regides altamente conservadas,
comuns em amplo grupo de microrganismos que contém lipopolissacarideo (LPS) e
peptidoglicano (ESKAN et al., 2008b).

Embora os TLRs reconhegam componentes estruturais conservados entre as diferentes
classes de microrganismos, existem diferencas entre organismos na ligacdo com estes receptores,
resultando em diferencas na resposta inflamatoria provocada por diferentes patdgenos. Por
exemplo, o lipopolissacarideo (LPS) de A. actinomycetemcomitans pode se ligar tanto aos
receptores TLR4 como TLR2, enquanto o LPS de P. gingivalis parece estimular exclusivamente
TLR2 (KIKKERT et al., 2007).

Existem amplas evidéncias demonstrando diferencas na transcricdo de genes codificando
citocinas apo6s a ativacdo de TLR2 ou TLR4 (PULENDRAN et al., 2001; RE e STROMINGER,
2001). Apesar de o LPS de A. actinomycetemcomitans induzir a producdo de citocinas
proinflamatdrias por células do sangue periférico humano, assim como o LPS de E. coli
(SCHYTTE-BLIX et al., 1999), LPS de A. actinomycetemcomitans induz maior producéo de IL-
12 e da molécula coestimulatéria CD86 por células dendriticas do que o LPS de E. coli
(KIKUCHI et al., 2004). Além disso, foi demonstrado que LPS de A. actinomycetemcomitans
pode induzir reabsorcdo 6Ossea in vitro (ISHIHARA et al., 1991) e in vivo (NISHIDA et al.,
2001), e pode também afetar a producéo de coldgeno (TAKAHASHI et al., 2008).

A infeccdo por A. actinomycetemcomitans induz forte resposta inflamatoria. Na doenca
periodontal, ocorre colonizacao bacteriana das superficies do dente e do epitélio interno do sulco
gengival (SLOTS e GENCO, 1984; ZAMBON et al., 1985). Esta colonizagdo induz & resposta
do hospedeiro que representa um papel essencial no desenvolvimento da doenca. O mecanismo

intermediario entre a estimulacdo bacteriana aliada aos fatores de viruléncia e a resposta do
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hospedeiro com destruicdo do tecido periodontal é a secrecdo de citocinas, que culmina nos
eventos inflamatdrios. A producéo de citocinas ndo € exclusiva de leucdcitos, pois outras células
também atuam na sua libera¢do, como queratindcitos, células mesenquimais, células dendriticas,
celulas endoteliais e células epiteliais da mucosa (GRAVES, 2008).

Recentemente, estudos vém apontando a participacdo efetiva das células epiteliais
estimuladas por Porphyromonas gingivalis e por A. actinomycetemcomitans na secre¢do de
citocinas (DAYAN et al., 2004; ESKAN et al., 2008a; MILWARD et al., 2007; SHIMADA et
al., 2008).

Embora o epitélio do sulco gengival, assim como do trato gastrointestinal, possa
apresentar uma resposta imune caracterizada por um estado de hipo-resposta as bactérias
residentes (SHALE e GOSH, 2009), os dados aqui apresentados suportam a hipdtese de que as
células epiteliais gengivais mantém a capacidade de montar uma resposta contra 0s patdgenos,
como A. actinomycetemcomitans, quebrando assim o equilibrio observado no estado da saude
periodontal, induzindo a producdo de TNFa, IL-1 e GM-CSF, entre outros. Ao contrario dos
dados aqui apresentados, foi demonstrado que células epiteliais orais priméarias de humanos e
células epiteliais de linhagem HSC-2 e HO-1-u-1 na presenca de componentes bacterianos ou
componentes sintéticos dos PAMPS (padrdes moleculares associados ao reconhecimento de
patdgenos), ndo secretam citocinas pro-inflamatérias, como IL-8 e GM-CSF, apesar de
secretarem beta -defensinas (UEHARA et al., 2007). Assim, € possivel que somente a presenga
de certos componentes bacterianos ndo seria suficiente para estimular a secrecdo de citocinas
pelas ceélulas epiteliais, sendo necessaria a viabilidade bacteriana, e possivelmente a sua
internalizacdo, e que outros fatores de viruléncia sejam expressos. Os dados apresentados neste
estudo, onde a expressdo de certos fatores de viruléncia, como omp29, cagE, pgA,
principalmente apés 24 h de interagdo com as ceélulas, associados & demonstracdo da
invasividade da cepa empregada e a producéo de citocinas pelas células epiteliais, suportam esta
hipébtese.

Dados de outros estudos também suportam esta hipotese. A invaséo de células epiteliais
por E. coli associada a OmpA (homologa a Omp29 de A. actinomycetemcomitans) induz a
expressdo de citocinas diferindo do que ocorre com cepas ndo invasivas (PRASADARAO;
WASS; KIM, 1996).
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De fato, foi postulado que a baixa resposta aos PAMPS pelas celulas epiteliais pode ser
relacionada a incapacidade destas células em distinguir entre patégenos e membros da
microbiota comensal, e outros fatores como invasdo celular ou sinais de patogenicidade seriam
requeridos para induzir a resposta inflamatéria, cujo excesso leva também a destruicdo tecidual
(UEHARA et al., 2007).

As moléculas citosolicas de reconhecimento de patdgeno, como 0S receptores com
dominio 1 de ligacdo de nucleotideos e oligomerizagdo (NOD1), reconhecem motivos
especificos conservados no peptidoglicano da parede celular de bactérias Gram negativas
(GIRARDIN et al., 2003). O peptidoglicano de H. pylori é reconhecido pela célula hospedeira
via T4SS por NOD1 citosélico, que leva a ativacdo completa das vias de sinaliza¢do (VIALA et
al., 2004). De fato, NOD1 é necessario para a completa ativacdo de MAPK em estagios precoces
da infeccdo, sendo necessario também para a ativacdo de NF-kB e AP-1, assim como para a
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias em resposta a infec¢cdo. Entéo, a ativacgdo MAPK-NOD1
dependente pode representar uma via de sinalizacdo adicional em que o patdgeno controla a
transcricdo de genes alvos durante a infeccdo (ALLISON et al., 2009). Foi também relatado que
NOD1 pode ser requerido para a ativacdo da via NF-kB em resposta a patdgenos bacterianos,
como Shiguella flexineri e Listeria monocytogenes, capazes de invadir células ndo fagociticas
(GIRARDIN et al., 2001; OPITZ et al., 2006). Assim, é possivel que a capacidade de
internalizacdo de A. actinomycetemcomitans em células epiteliais, demonstrada neste e em outros
estudos (MEYER et al., 1996), permita que ndo somente os receptores de superficie, mas
também os receptores intracelulares, como NOD, sejam ativados na infeccéo.

Na analise da expressdo génica da via de transducdo de sinais em célula epitelial
gengival, 15 genes foram regulados positivamente ap6s 24 horas de infeccdo com A.
actinomycetemcomitans. O gene codificando CSF2, também denominado fator de estimulacdo de
colénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), foi o gene mais estimulado (170 vezes) neste
estudo. GM-CSF promove diferenciagdo de células da medula 6ssea em células precursoras de
granulécitos, mondcitos, macrofagos e células dendriticas (SEYDEL et al., 2008).

GM-CSF pode tambem ser relacionado com a osteoclastogénese humana, resultante de
um efeito bifasico, em que a exposi¢do ao GM-CSF em curto periodo estimula a diferenciacéo
das células precursoras em osteoclastos e por tempo prolongado, estimula a diferenciagdo em

células dendriticas, ou seja, o0 GM-CSF pode ter efeito estimulatorio ou inibitorio da
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osteoclastogénese, embora o efeito inibitério da osteoclastogénese ainda seja alvo de discussdo
(HODGE et al., 2004a; HODGE; KIRKLAND; NICHOLSON, 2004b). A sua associa¢do com a
osteoclastogénese pode ser suportada também pela observacdo de que GM-CSF é encontrado em
altos niveis no liquido sinovial de pacientes com artrite reumatdide (NOMURA et al., 2008),
uma doenca inflamatoria caracterizada pelo processo destrutivo das articulagbes decorrentes da
erosdo Ossea, area onde se concentram os osteoclastos (SCHETT, 2009). Se a hipotese de
inducdo da reabsorcdo dssea por GM-CSF for confirmada, entdo a inducdo deste fator pela
bactéria induziria uma osteoclastogénese “inflamatoria” adicional a que ocorre na
osteoclastogénese induzida por M-CSF (NOMURA et al., 2008). Assim, a regulacao positiva de
GM-CSF em células infectadas por A. actinomycetemcomitans, confirmada pelos dados obtidos
da analise funcional em células epiteliais e apoiada na observacdo de altos titulos de GM-CSF
nos tecidos gengivais de pacientes com periodontite agressiva, sugere que as células epiteliais
também estdo envolvidas na sinalizacdo induzindo osteoclastogénese na doenca periodontal.

O tecido 6sseo em condicdes fisiologicas normais apresenta-se em equilibrio entre
formacdo Gssea por osteoblastos e reabsorcdo Gssea por osteoclastos. Este equilibrio promove a
homeostase do tecido 6sseo, incluindo a manutencdo da integridade estrutural e o metabolismo
de célcio (COCHRAN, 2008). Ao contrario do que ocorre nas condi¢des normais, em condicbes
patoldgicas inflamatdrias, como periodontite, osteoporose e outras, ocorre desequilibrio
favorecendo a osteoclastogénese, e consequentemente maior reabsorcdo 6ssea. Além do GM-
CSF, outras citocinas, cuja transcri¢do foi regulada positivamente nas células infectadas, como
IL-1 e TNF-a, participam do processo de reabsorcdo 0Ossea, pela inducdo da expressdo de
RANKL (FUKUSHIMA et al., 2005).

RANKL, ¢ um membro da familia do TNF, em que a ligacdo ao seu receptor RANK
(fator ativador nuclear kappa B) resulta no recrutamento de proteinas da familia TRAF, como
TRAF6, que assim, ativam a via NFkB e INK (TAKANAYAGI et al., 2002). Na periodontite,
ocorre reabsorcdo 6ssea que é localmente regulada por células do sistema imune e células do
tecido periodontal que expressam o ligante RANK. RANKL, secretado ou associado a superficie
celular de osteoblastos, fibroblastos periodontais, e principalmente de linfocitos T e B (KAWAI
et al., 2006), induz & diferenciacdo de osteoclastos pelos precursores hematopoiéticos e é
essencial para a formacgdo, funcdo e sobrevivéncia dos osteoclastos, estando envolvido nédo

somente na osteoclastogénese fisiologica, mas também patoldgica. Foi demonstrado que LPS
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(TIRANATHANAGUL et al., 2004) e CDT (BELIBASAKIS et al., 2005a ; BELIBASAKIS et
al., 2005b) de A. actinomycetemcomitans induzem a expressdo de RANKL por células do
ligamento periodontal e este aumento na expressdo de RANKL por vérios tipos celulares ativa
RANK em células pré-osteoclasticas, induzindo a osteoclastogénese e subseqiente reabsor¢édo
0ssea (HAN et al., 2009).

No presente estudo, foi demonstrada a regulacéo positiva da expressdo de interleucina-1a
(IL-1a) pelas células infectadas por A. actinomycetemcomitans. Estudo recente mostrou que
celulas epiteliais gengivais sdo capazes de produzir e secretar IL-1p apos estimulo com P.
gingivalis, mediado por inflamassoma Nalp3 (YILMAZ et al., 2010). A familia da IL-1 é o
principal mediador inflamatério e apresenta-se em duas principais isoformas: IL-1a ¢ IL-1B. No
arranjo de genes analisados ndo havia iniciadores para IL-1B, apenas para IL-1a. Cada isoforma
é produto de dois genes separados, mas relacionados estruturalmente a nivel tridimensional. A
maior parte de IL-1a produzida permanece intracelularmente na forma precursora e acredita-se
funcionar como mensageiro autocrino. No entanto, ha evidéncias que uma parte destes
precursores sejam transportados para a superficie celular e associados com a membrana celular.
Tém sido postulado que IL-la também possa atuar como mensageiro paracrino nas células
adjacentes (DINARELLO et al., 1993). Ao contrario de IL-1B, que ¢ liberada da célula para o
espaco extracelular atuando como mediador sistémico, IL-1a atua como mediador da inflamagao
local (MOLTO e OLIVE, 2010). A acdo bioldgica da IL-1 foi associada a inducdo de febre,
anorexia, hipotensédo, leucopenia e trombocitopenia em estudos com injec6es sistémicas de IL-1
recombinante. No sistema hematopoiético, IL-1 aumenta a producdo de fatores estimuladores de
colbnias e fatores de células tronco, agindo sinergisticamente com estes fatores para aumentar a
producdo de granulécitos e plaguetas. Nas articulagdes, IL-1 estimula os condrdcitos a liberarem
colagenase e outras enzimas proteoliticas envolvidas na degradacdo da cartilagem (MOLTO e
OLIVE, 2010).

IL-1 também estimula a expressdo de RANKL nas células do ligamento periodontal e
inibe a expressdo do receptor antagonista osteoprotegerina (OPG) (FUKUSHIMA et al., 2005).
Além disso, IL-1 também estimula a diferenciagdo das celulas progenitoras de osteoclastos e
contribui na ativacdo e maturacdo de osteoclastos levando a reabsorgdo dssea (MOLTO e
OLIVE, 2010). Estudos realizados com camundongos transgénicos expressando altos niveis de

IL-la. no epitélio oral mostraram o desenvolvimento de uma sindrome apresentando
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caracteristicas da periodontite severa, como formacédo de bolsa periodontal e reabsorcdo Gssea
(DAYAN et al., 2004). Assim, a regulacdo positiva da expressdo de IL-1 (4,0 vezes) pelas
celulas epiteliais ap6s a infeccdo por A. actinomycetemcomitans, demonstrada no presente
estudo, poderia contribuir ainda mais com a destrui¢éo dos tecidos de suporte do dente, incluindo
a destruicdo do ligamento periodontal e osso alveolar, culminado na perda dentaria, pois IL-1
exibe intensa atividade colagenolitica e atividade de rebsorcéo 6ssea tanto in vitro (GOWEN et
al., 1983), como in vivo (BOYCE; YATES; MUNDY, 1989).

O segundo gene mais estimulado neste estudo foi tnf (28,93 vezes), que codifica TNF-a,
um potente mediador inflamatorio. Entre outras funcdes, TNF-a apresenta capacidade de ativar a
via NFKB e as trés cascatas das vias MAP quinases (MECHTCHERIAKOVA et al., 2001). A
ativacdo da via NFkB, ocorre devido a capacidade de TNF-a , além de IL-1, fosforilar a proteina
inibitoria IkB, permitindo a transloca¢cdo do NFkB ao nucleo (COCHRAN, 2008; YAMAMOTO
et al., 2008), e assim, a inducdo da transcri¢do de genes como CCL20, ICAM1, IL1-a e BIRCS;
regulados positivamente neste estudo pelas células epiteliais gengivais apos infeccdo com A.
actinomycetemcomitans. Ja havia sido demonstrado que Porphyromonas gingivalis apresenta a
capacidade de induzir a producdo de TNF-a em cultura de células epiteliais tumorais KB, cultura
de fibroblastos e cultura primaria de células epiteliais gengivais humanas (ROBERTS;
MCCAFFERY; MICHALEK, 1997; SANDROS et al., 2000).

TNF-a também pode influenciar na osteoclastogénese, favorecendo a formagdo de
precursores de osteoclastos através da inducao da expressdao de RANKL em células da medula
Ossea e osteoblastos de linhagem (WEI et al., 2005), além de interferir na maturacdo e
diferenciacdo de osteoblastos com reducdo na expressdo de fosfatase alcalina e osteocalcina
(PANAGAKOS; HINOJOSA; KUMAR, 1994). Esta relagdo de TNF-o com a osteoclastogénese
foi demonstrada também em estudo com modelo de primatas ndo humanos, em que a inibicdo de
TNF-a ¢ IL-1 levou a redugdo da progressdo de perda Ossea alveolar e perda de insercéo
(ASSUMA et al., 1998; DELIMA et al., 2001). Em nosso estudo, a analise funcional de TNF-a.
foi realizada por ELISA no sobrenadante das células epiteliais gengivais infectadas por A.
actinomycetemcomitans JP2, confirmando-se a sua expressao nas células infectadas. Amostras de
tecido gengival de individuos periodontalmente saudaveis e de pacientes apresentando
periodontite agressiva e cronica, também analisados por ELISA, mostrararam altos niveis na

concentragdo de TNF-o, com diferencas estatisticamente significantes entre as amostras de
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pacientes com periodontite em relacdo aos individuos saudaveis, mas ndo entre as doencas
agressiva e cronica.

No presente estudo, as células gengivais infectadas por A. actinomycetemcomitans JP2,
também apresentaram regulacdo positiva na expressao génica de ICAM-1 de 7,67 vezes, quando
comparadas as células controle sem infec¢do. A molécula de adeséo intercelular, ICAM-1, € um
mediador inflamatdrio cuja expressdo € regulada positivamente por TNF-a (TANCHAROEN et
al., 2008). O aumento da expressdo de ICAM-1 por células epiteliais gengivais tem um
importante papel no recrutamento e ativacdo de células como macrofagos e leucdocitos no
desenvolvimento da doenca periodontal (SUGIYAMA et al., 2002) e estudos mais recentes vem
apontando o envolvimento de ICAM-1 na diferenciacdo de osteoclastos, promovendo alta
afinidade de adesdo entre os precursores de osteoclastos (FERNANDES et al., 2008; BLOEMEN
et al., 2009). Recentemente foi relatada a regulacdo positiva de ICAM-1 em células gengivais
infectadas por A. actinomycetemcomitans (SHIMADA et al., em 2009) e anteriormente por
Prevotella intermedia (SUGIYAMA et al., 2002). A producédo de ICAM-1 também é estimulada
em células epiteliais respiratdrias apds interacdo com Haemophilus influenzae mediada pela
fimbria p5 (AVADHANULA et al., 2006) que é homdloga a OMP29 de
A.actinomycetemcomitans (MUNSON et al., 1993).

A analise funcional da producdo de ICAM-1 também foi confirmada por ELISA,
analisando-se 0 sobrenadante das células epiteliais gengivais infectadas por A.
actinomycetemcomitans JP2. Amostras de tecido gengival de individuos periodontalmente
saudaveis e pacientes apresentando periodontite agressiva e cronica também foram analisadas
por ELISA, e os resultados mostrararam diferencas estatisticamente significantes na
concentragdo de ICAM-1, com maior concentracdo deste mediador em amostras de pacientes
com periodontite do que nas amostras de individuos saudaveis, mas ndo entre as doencas
agressiva e cronica.

erg 1 (“early growth response 1), o terceiro gene mais estimulado nas células epiteliais
infectadas (14,08 vezes), codifica ERG-1, um fator de transcricdo que regula a expressdo de
TNFa, da proteina inflamatoria de macrofagos (MIP2), da proteina quimioatraente de monocitos
(MCP1 ou CCL2), e de ICAM (molécula de adesdo intercelular), ou seja, regula a transcrigdo de
genes envolvidos na inflamacéo, coagulacdo, imunidade adaptativa e inata. Devido a isso, EGR-

1 tem sido considerado importante regulador, rapidamente expresso em resposta a uma variedade
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de estimulos incluindo fatores de crescimento, LPS, hipoxia, e componentes oxigénio reativos
(PRITCHARD et al., 2007). Em acdo conjunta com c-FOS, cujo gene também foi estimulado
neste estudo apés a infeccdo das células epiteliais por A. actinomycetemcomitans (4,47 vezes), a
regulacdo positiva de erg 1 atuaria possivelmente, na regulacdo transcricional da expresséo de
colagenase, evidenciando um importante papel na destruicdo do tecido periodontal e gengival
(TRABANDT et al., 1992). Além disso, a regulacéo positiva de c-FOS, um fator de transcricao
essencial para a diferenciacéo de osteoclastos (TAKANAYAGI et al., 2002), indica a existéncia
de mecanismo adicional de inducgdo de reabsor¢do 6ssea logo apos o contato da bactéria com as
células epiteliais.

Vale ressaltar que a expressdo das quimiocinas também foi estimulada neste estudo,
como CCL2 (MCP-1) (12,18 vezes) e CCL20 (6,49 vezes). O papel classico das quimiocinas
envolve a migracdo de leucocitos para o sitio infectado, sendo que estudos recentes vém
apontando o possivel envolvimento de CCL2 também com a migracdo de células pré-
osteoclasticas (LEE et al., 2000). Ja foi relatado que a estimulacdo na expressdo de quimiocinas
na periodontite agressiva pode estar relacionada ao aumento da severidade da doenca (GARLET
et al., 2003).

Neste estudo, a via pro-apoptotica p53, representada pela regulacdo positiva de genes
cdknla (4,88 vezes) e gadd45a (8,0 vezes), foi ativada nas células gengivais pela infeccdo por A.
actinomycetemcomitans. A via p53 também pode ser ativada quando ocorre dano no DNA ou em
condi¢des de hipoxia (reducdo no suprimento de oxigénio) (CORN e EL-DEIRY, 2007). A
toxina CDT de A. actinomycetemcomitans provoca dano ao DNA e conseqlente ativacdo da via
p53 (SATO et al., 2002; HANDFIELD et al., 2005; AMARAL et al., 2010), levando a parada do
ciclo celular na fase G2 em diferentes células alvo humanas (SATO et al., 2002). A parada do
ciclo celular da fase G2/M é parcialmente devido a ativacdo da via p53 através da regulacéo
positiva de p21 (produto do gene CDKN1A) (GORJALA e GARY, 2010) e GADD45A (NAIDU
et al., 2007). p53 regula a transicdo G2/M via modulacgdo da quinase ciclina dependente (cdc2),
que é essencial para as células completarem a mitose. A ligacdo a ciclina C e fosforilacdo da
tirosina 15 e treonina 14 da cdc2 sdo realizadas pelas quinases Weel e Myt 1, respectivamente.
No inicio da mitose, ambos o0s residuos sdo defosforilados pela fosfatase cdc25. Diferentes alvos
transcricionais da via p53 podem inibir cdc2. A p21 pode inibir cdc2, através da ativagdo da

proteina 14-3-3s, que ancora cdc2 no citoplasma, impedindo assim, a mitose. Além disso, a

96



ativacdo de GADDA45A também pode inibir cdc2 atraves da dissociacdo da ciclina B1. Desta
maneira, a repressao da ciclina B1 e cdc2 reforca a parada do ciclo celular na fase G2/M
(NAIDU et al., 2007).

Em relacdo a ativacdo da via PI3K, esta ocorreu através da regulacdo positiva de jun em
células epiteliais apds infeccdo por A. actinomycetemcomitans. A via de sinalizacdo da quinase-3
fosfatidilinositol (PI3K) depende do balango molecular entre a subunidade catalitica e regulatéria
(UEKI et al., 2002). A resposta celular apds ativacdo desta via pode ocorrer de maneira distinta
em consequéncia da ativacdo de diferentes genes alvos. Na infec¢do promovida por uma série de
patogenos que invadem células ndo fagociticas pelo mecanismo “ziper”, receptores de superficie
da membrana celular sdo ativados independentemente do sistema de secrecdo tipo Il
(COSSART e SANSONETTI, 2004; PIZARRO-CERDA e COSSART, 2006). Salmonella
typhimurium utiliza a PI3K como quinase alvo para possibilitar sua entrada em fibroblastos, mas
ndo em células epiteliais (AIASTUI, 2010). A ativacao da quinase P13 pode estar relacionada a
inibicdo da apoptose em células infectadas com o virus da influenza (LU et al., 2010), como
também em P. gingivalis, cuja infecgdo resulta em um cenario antiapoptdtico. Ao contrario de
A. actinomycetemcomitans que ndo usa esta mesma estratégia para manter-se no ambiente
intracelular, pois esta escapa rapidamente da célula hospedeira, dirigindo-se para outras células
vizinhas (MEYER e FIVES-TAYLOR, 1996).

A via das MAP quinases também esta envolvida com a entrada de patdgenos, pois MEK1
apresenta um papel relevante no modo de entrada SPI-independente em certos fibroblastos
(AIASTUI et al., 2010). O modulo MEK/ERK das MAP quinases parece agir como ponto de
convergéncia da cascata de sinalizacdo iniciada por TNF-a ¢ VEGF (gene vegf regulado
positivamente neste estudo em 4,59 vezes). O VEGF ativa principalmente as vias ERK1/2 e p38
quinases, mas ndo JNK. Enquanto o TNF-a ativa todas as trés vias das MAP quinases, além da
ativacdo da via NFkB (MECHTCHERIAKOVA et al., 2001).

Assim, os dados apresentados neste estudo, demonstraram que a interagdo entre A.
actinomycetemcomitans e as células epiteliais gengivais provoca alteracdes tanto na expressao
génica dos fatores de viruléncia da bactéria como na ativagéo das vias de transducédo de sinais da
celula epitelial. A resposta exacerbada do hospedeiro com a producgéo elevada de citocinas pro-
inflamatdrias como GM-CSF/CSF2, TNF-a, e moléculas de adesdao ICAM-1, demonstrada neste

estudo, tanto in vitro (sobrenadante das células epiteliais infectadas) como in vivo (amostras de
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tecido gengival), deve desempenhar um papel importante nos eventos que levam a destruigédo

observada nos quadros de periodontite agressiva.
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6 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou através da analise da expressdo génica, duas vertentes existentes

no processo de infec¢do, de um lado, a bactéria e do outro, a célula epitelial:

1. A. actinomycetemcomitans altera o perfil de transcricdo de genes ap0s a interacdo com células
epiteliais gengivais. A regulagdo da transcrigdo de certos genes de viruléncia apos contato com a
celula epitelial é cepa especifica. Além disso, a regulacdo da transcricdo também é dependente
do tempo de contato com a ceélula epitelial. A maior viruléncia das amostras de
A.actinomycetemcomitans pertencentes ao sorotipo b, em relacdo a amostra sorotipo a pode ser
justificada pela regulacéo positiva de genes associados a maior viruléncia como Itx, que codifica
a leucotoxina e omp29. Além disso, a interacdo com células epiteliais induziu a transcri¢do de
genes associados a colonizacdo, como flp e aae, particularmente nas amostras sorotipo a. Por
outro lado, diferencas entre as amostras sorotipo b, foram detectadas. Embora a cepa JP2 tenha
apresentado maior transcri¢do de Itx apds cultura in vitro, a regulagdo positiva de Itx ap6s contato
com célula epitelial por 24 horas na amostra SUNY465, levou a produgdo de transcritos Itx em
niveis similares ao observado na amostra JP2, justificando a participacdo das linhagens sorotipo

b ndo JP2 na periodontite agressiva;

2. A transcricdo génica de células epiteliais gengivais sofre alteracdes apds a infeccdo por
A.actinomycetemcomitans, sugerindo que o cenario da periodontite agressiva, caracterizado por
infiltrado macrofagico e destruicdo 0ssea, inicia-se precocemente durante a infeccdo, apds a

interacdo da bactéria com o epitélio.
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ANEXO A- Arranjo dos 96 pares de iniciadores da via de transducédo de sinais de célula humana
do kit RT? Profiler PCR Array Human Signal Transduction PathwayFinder

(PAHS-014A)

Posicéo Gen Bank Simbolo Descricéo
A01 NM_001880 ATF2 Activating transcription factor 2
A02 NM_004324 BAX BCL2-associated X protein
A03 NM_000633 BCL2 B-cell CLL/lymphoma
A04 NM_004049 BCL2Al BCL2-related protein A
A05 NM_138578 BCL2L1 BCL2like 1
A06 NM_004536 NAIP NLR family, apoptosis inhibitory protein
A07 NM_001166 BIRC2 Baculoviral IAP repeated-containing 2
A08 NM_001165 BIRC3 Baculoviral IAP repeated-containing 3
A09 NM_001200 BMP2 Bone morphogenetic protein 2
Al10 NM_001202 BMP4 Bone morphogenetic protein 4
All NM_007294 BRCA1 Breast cancer 1, early onset
Al2 NM_002982 CCL2 Chemokine(C-C motif) ligand 2
Bl NM_004591 CCL20 Chemokine(C-C motif) ligand 2
B2 NM_053056 CCND1 Cyclin D1
B3 NM_014207 CD5 CD5 molecule
B4 NM_001798 CDK2 Cyclin-dependent kinase2
B5 NM_000389 CDKN1A Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21,
Cipl)
B6 NM_004064 CDKN1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27,
Kipl)
B7 NM_000077 CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(melanoma, p16, inhibits CDK4)
B8 NM_004936 CDKN2B Cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15,
inhibits CDK4)
B9 NM_005194 CEBPB CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), beta
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B10 NM_000758 CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-
macrofage)

B11 NM_002416 CXCL9 Chemokine(C-X-C motif) ligand 9

B12 NM_000103 CYP19A1 Cytochrome P450, family 19, subfamily A,
polypeptide 1

Cco1 NM_001964 EGR1 Early growth response 1

C02 NM_001426 EN1 Engrailed homeobox 1

Cco3 NM_000043 FAS Fas (TNF receptor superfamily, member 6)

Co4 NM_000639 FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6)

C05 NM_004104 FASN Fatt acid syntase

C06 NM_002026 FN1 Fibronectin 1

Co7 NM_005252 FOS V-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene
homolog

Co8 NM_021784 FOXAZ2 Forkhead box A2

C09 NM_001924 GADDA45A Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

C10 NM_014668 GREB1 GREBL protein

C11 NM_002103 GYS Glycogen syntase 1 (muscle)

C12 NM_000189 HK2 Hexokinase 2

D01 NM_005522 HOXA1 Homeobox Al

D02 NM_005526 HSF1 Heat shock transcription factor 1

D03 NM_001540 HSPB1 Heat shock 27 kDa protein 1

D04 NM_001040141 | HSP90AA2 Heat shock protein 90 kDa alpha (cytosolic)
class A member 2

D05 NM_000201 ICAM 1 Intercellular adhesion molecule 1(CD54), human
rhinovirus receptor

D06 NM_000598 IGFBP3 Insulin-like growth factor binding protein 3

D07 NM_001556 IKBKB Inhibitor of Kappa light polypeptide gene
enhancer in B cells, kinase beta

D08 NM_000575 IL1IA Interleukin 1, alpha
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D09 NM_000586 IL2 Interleukin 2

D10 NM_000589 IL4 Interleukin 4

D11 NM_000418 IL4AR Interleukin 4 receptor

D12 NM_000584 IL8 Interleukin 8

EO1 NM_002198 IRF1 Interferon regulatory factor 1

E02 NM_002228 | JUN Jun oncogene

EO03 NM_005551 KLK2 Kalikrein-related peptidase 2

EO4 NM_016269 LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1

E05 NM_000230 LEP Leptin (obesity homolog, mouse)

E06 NM_000595 LTA Lymphotoxin alpha (TNF superfamily, member
1)

EO7 NM_002392 MDM2 Mdmz2, transformed 3T3 cell double minute 2,
p53 binding protein (mouse)

EO08 NM_002425 MMP10 Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2)

E09 NM_002423 MMP7 Matrix metallopeptidase 7 (matrilysin, uterine)

E10 NM_002467 MYC VV-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (avian)

Ell NM_003998 NFKB1 Nuclear factor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells 1 (p105)

E12 NM_000625 NOS2A Nitric oxide synthase 2A (inducible,
hepatocytes)

FO1 NM_003489 NRIP1 Nuclear receptor interacting protein 1

FO2 NM_002539 ODC1 Ornithine decarboxylase 1

FO3 NM_000442 PECAM1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule
(CD31 antigen)

FO4 NM_015869 PPARG Peroxisome proliferactor —activated receptor
gamma

FO5 NM_002737 PRKCA Protein kinase C, alpha

FO6 NM_005400 PRKCE Protein kinase C, epsilon

FO7 NM_000264 PTCH1 Pacthed homolog 1 (Drrosophila)
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FO8 NM_000963 PTGS2 Prostaglandin-endoperoxide syntase 2
(prostaglandin G/H syntase and cyclooxigenase)

F09 NM_002899 RBP1 Retinol binding proteinl, cellular

F10 NM_000450 SELE Selectin E (endothelial adhesion molecule 1)

F11 NM_003006 SELPLG Selectin P ligand

F12 NM_004180 TANK TRAF family member-associated NKKB
activator

GO01 NM_003202 TCF7 Transcription factor 7 (T-cell specific, HMG-
box)

G02 NM_ 198255 TERT Telomerase reverse transcriptase

GO03 NM_003234 TFRC Transferrin receptor

G04 NM_020182 TMEPAI Transmembrane, prostate androgen induced
RNA

GO05 NM_000594 TNF Tumor necrosis factor (TNF superfamily,
member 2)

G06 NM_000546 TP53 Tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrome)

GO7 NM_004881 TP53I3 Tumor protein p53 inducible protein 3

G08 NM_001078 VCAM Vascular cell adhesion molecule 1

G09 NM_003376 VEGFA Vascular endothelial growth factor A

G10 NM_003882 WISP1 WNTL1 inducible signaling pathway protein 1

Gl1 NM_005430 WNT1 Wingless-type MMTYV integration site family,
member 1

G12 NM_003391 WNT?2 Wingless-type MMTYV integration site family,
member 2

HO1 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

HO02 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(Lesch-Nyhan syndrome)

HO3 NM_012423 RPL13A Ribosomal protein L13a

HO4 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HO05 NM_001101 ACTB Actin, beta
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HO06 SA 00105 HGDC Human genomic DNA contamination
HO7 SA_00104 RTC Reverse transcription control

HO08 SA_00104 RTC Reverse transcription control

HO09 SA 00104 RTC Reverse transcription control

H10 SA 00103 PPC Positive PCR control

Hil SA 00103 PPC Positive PCR control

H12 SA 00103 PPC Positive PCR control
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ANEXO B- Relacéo dos valores médios das concentraces das citocinas obtidas para cada
amostra de tecido gengival dos pacientes apresentado diferentes condigdes
periodontais: periodontite agressiva (PAG), periodontite cronica (PC) e periodonto
saudavel (S).

Pacientes cltocinas

TNF-a ICAM-1 GM-CSF
PAG1 6779,23 1146961,58 4860,87
PAG2 4453,23 170516,53 2186,58
PAG3 9327,76 283994,79 6044,74
PAG4 8433,92 851489,70 8408,85
PAG5 3023,64 190716,62 914,53
PAG6 6583,87 1156278,22 71737,66
PAG7 3308,20 384837,47 11740,90
PAGS8 5440,54 1179663,20 16405,65
PAG9 9878,40 333893,07 23509,99
PAG10 6879,05 2234579,01 74253,36
PC1 5013,98 1146961,98 3010,83
PC2 7153,25 252469,74 2520,48
PC3 5832,13 1425811,74 1164,05
PC4 4901,35 1023276,62 1605,87
PC5 5877,95 611025,65 8947,01
PC6 8349,76 167168,53 20710,39
PC7 5247,97 467006,53 589,05
PC8 3284,93 540049,61 70116,61
PC9 524797 631048,11 53411,24
PC10 4840,71 1290173,70 4493,98
PC11 625,00 72398,25 26079,05
S1 2660,08 22032,64 16814,41
S2 603,78 54250,18 0
S3 0 29572,32 0
S4 5609,53 40759,62 8399,39

continua
124




conclusao

S5 1950,98 153829,90 0
S6 0 75340,20 0
S7 0 2614,15 0
S8 0 11796,25 0
S9 0 8624,59 0
S10 64,10 130010,61 0
S11 0 69166,45 0
S12 0 34315,30 644,40

125




