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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
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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.
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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).



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;



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



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



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



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



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).



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



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,7,4) no citoplasma ou ndcleo, estas regulam a transcricdo génica, modulando a funcdo do

fator de transcricdo alvo através da fosforilagdo serina/treonina (S/T). Em adi¢do ao efeito



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).
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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



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: p38e, p38p, p387, e
p384. A ativacdo de todas as isoformas de p38 é alcancada pela dupla fosforilagdo 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



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



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.



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.



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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