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RESUMO  
 
SILVA, M. P. OMP29 de Aggregatibacter actinomycetemcomitans: análise filogenética, 
interação com proteínas de matriz e resposta de células epiteliais. 2016. 162 f. Tese 
(Doutorado em Microbiologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2016. 
 

OMP29 é uma das principais proteínas de membrana externa de Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (Aa) e está associada à invasão de célula epitelial gengival 
(CEG). Os objetivos deste estudo foram: analisar filogeneticamente omp29 em 
cepas de Aa; determinar a interação de OMP29 com proteínas de matriz extracelular 
e o efeito da sua interação com CEG, pela avaliação da expressão gênica. A análise 
filogenética permitu identificar o gene parálogo a omp29 codificado no cromossomo 
de Aa. Os genes omp29 e omp29par estão conservados em todas as cepas 
avaliadas. Variações foram observadas em omp29 e omp29par, bem como nos seus 
promotores e estas relacionam-se com os sorotipos. Foi obtida Escherichia coli 
recombinante em OMP29 e OMP29his foi expressa e purificada e submetida à 
interação com as proteínas de matriz. OMP29his interagiu com fibronectina 
plasmática e celular (p < 0,05), mas não com seus domínios F30 e 45 ou com 
colágenos I, III, IV e V, fibrinogênio, laminina e plasminogênio. Mutantes de Aa 
defectivas em omp29 e/ou omp29par (AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29) foram obtidas 
pelo sistema LoxP/Cre e co-cultivadas com CEG OBA-09, por 4 e 24 horas. CEG 
também foram submetidas à OMP29his por 2, 6, 12 e 24 horas. A expressão gênica 
associada à resposta imediata foi determinada por PCR Array e 5 genes (cd74, crp, 
faslg, tlr1 e vcam1) foram regulados negativamente e 16 genes (bcl2, birc3, c3, 
casp3, ep300, fas, fosb, grb2, il-1α, il-1β, il-6, il-8, nr3c1, prkcq, socs3 e tnfrsf1b) 
foram regulaldos positivamente em CEG infectada com uma ou mais mutantes de 
Aa, em relação a cepa selvagem (controle). Dados obtidos por qRT-PCR indicaram 
regulação positiva quando CEG OBA-09 foi infectada com AaΔ29P29: il-1β (770 X), 
il-8 (21 X), tnf (11 X), il-12α ( 10 X). A expressão de genes associados à resposta 
imune inata determinada após 24 horas de interação demonstou regulação negativa 
de il-8 na co-cultura com AaΔ29P e regulação negativa de trl2 quando houve co-
cultura com AaΔ29P e AaΔ29. Por outro lado, na co-cultura com AaΔ29P29 ocorreu 
regulação positiva de il-1β e il-8 (p < 0,05). A inoculação de OMP29his em CEG OBA-
09 promoveu regulação negativa de il-8 e il-6r, e regulação positiva de trl-2 e il-18. 
Os dados indicam ligação de OMP29his à fibronectina celular e plasmática, e o 
envolvimento de OMP29 na resposta de células epiteliais induzida por Aa. A 
observação de que OMP29 interferiu na expressão de célula epitelial, indicam que 
OMP29 regula o processo inflamatório induzido pela microbiota e inibe a transcrição 
de genes associados à apoptose, um importante fator associado à sobrevivência de 
organismos intra-celulares. Assim, podemos concluir que OMP29 é um fator 
associado à evasão das defesas do hospedeiro de A. actinomycetemcomitans. 

 

 
Palavras-chave: Proteína de membrana externa 29 (OMP29). Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. Doença periodontal. 



 

ABSTRACT 

  
SILVA, M. P. OMP29 Aggregatibacter actinomycetemcomitans: phylogenetic analysis, 
interaction with matrix proteins and response of epithelial cells. 2016. 162 p. Ph. D. 
thesis (Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São 
Paulo, 2016. 

 
OMP29 is one of the major outer membrane proteins of Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (Aa) and is associated with invasion of gingival epithelial cell 
(CEG). This study aimed to evaluate phylogenetically omp29 in Aa strains; determine 
the interaction of OMP29 with extracellular matrix proteins and its effect on GEC by 
gene expression analysis. Phylogenetic analysis allowed identifying omp29 
paralogue gene encoded in Aa chromosome. omp29 and omp29par genes are 
conserved in all Aa strains evaluated. Variations were observed for omp29 and 
omp29par as well as for their promoters and they were related to the serotypes. It was 
obtained Escherichia coli recombinant for OMP29 and OMP29his was expressed and 
purified and subjected to interaction with matrix proteins. OMP29his interacted with 
plasma and cellular fibronectin (p <0.05), but not to F30 and F45 domains, neither to 
collagens I, III, IV and V, fibrinogen, laminin and plasminogen. Mutants defective in 
omp29 and/or omp29par (AaΔ29, AaΔ29P and AaΔ29P29) were obtained by 
LoxP/Cre system and co-cultured with CEG OBA-09 for 4 and 24 hours. CEG was 
also subjected to OMP29his for 2, 6, 12 and 24 hours. The gene expression 
associated with immediate response was determined by PCR Array and allowed the 
identification of 5 genes (cd74, crp, faslg, tlr1 and vcam1) negatively regulated and 
16 genes (bcl2, birc3, c3, casp3, ep300, fas, fosb, grb2, il-1α, il-1β, il-6, il-8, nr3c1, 
prkcq, socs3 and tnfrsf1b) positively regulated in CEG infected with one or more Aa 
mutants, comparing to the wild type strain (control). Data obtained by qRT-PCR 
indicated positive regulation when CEG OBA-09 was infected with AaΔ29P29: il-1β 
(770 X), il-8 (21 X), tnf (X-11), il-12α (10 X). The expression of genes associated with 
innate immune response was determined after 24 hours interaction demonstrated 
negative regulation of il-8 when co-cultured with AaΔ29P and negative regulation of 
trl2 when co-cultured with AaΔ29P and AaΔ29. On the other hand, when there was 
co-culture with AaΔ29P29 occured positive regulation of il-1β and il-8 (p < 0.05). 
Inoculation of OMP29his into CEG OBA-09 promoted negative regulation of il-8 and il-
6r in all, and positive regulation of trl-2. il-18. The data indicate that OMP29his binds 
to the cellular and plasma fibronectin, and the involvement of OMP29 in response to 
induced epithelial cells by Aa. The observation that OMP29 interfered with epithelial 
cell expression, shows that OMP29 regulates the inflammatory process induced by 
the microbiota and inhibits the gene transcription related to apoptosis, a factor 
significantly associated with survival of intra-cellular organisms. Thus, we can 
conclude that OMP29 is a factor related to evasion of A. actinomycetemcomitans 
host defenses. 
 

 
Keywords: Outer membrane protein 29 (OMP29). Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans. Periodontal disease. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A periodontite corresponde a uma inflamação e destruição dos tecidos 

periodontais em resposta aos micro-organismos específicos presentes no biofilme 

bucal (HAFFAJEE et al., 1994; LÖE et al., 1965; LISTGARTEN et al., 1978; 

LOESCHE et al., 1985; SOCRANSKY, 1970; SOCRANSKY et al., 1998; 

SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1994).  

Os patógenos associados à periodontite estão frequentemente presentes na 

microbiota subgengival humana e são representados principalmente por bactérias 

anaeróbias Gram-negativas (MINTZ, 2004). Aggregatibacter (anteriormente, 

Actinobacillus) actinomycetemcomitans, da família Pasteurellaceae, é um 

cocobacilo, fermentativo, Gram-negativo e capnofílico, não móvel e não esporulado, 

considerado o principal agente etiológico das lesões de periodontite agressiva 

localizada, mas também associado à periodontite crônica (CORTELLI et al., 2005, 

2009; DA SILVA-BOGHOSSIAN et al., 2011; GAFAN et al., 2004; HARASZTHY et 

al., 2000; RACKIC et al., 2010; SLOTS et al., 1980; YANG et al., 2005; ZAMBON et 

al., 1983), embora possa ser encontrado em indivíduos com periodonto saudável 

(FAVERI et al., 2009). Infecções extra-orais podem estar associadas com A. 

actinomycetemcomitans, como endocardites infeciosas, bacteremia, septicemia, 

meningite, pneumonia, osteomielite, infecções do trato urinário, abcessos e ateroma 

(HENDERSON et al., 2003; MAEDA et al., 2009; MUHLE et al., 1979; PAGE; KING, 

1966; PATUREL et al., 2004; WESTLING; VONDRACEK, 2008).   

A associação com a doença é dependente da virulência do micro-organismo e 

da susceptibilidade do hospedeiro (FINE et al., 2006). A. actinomycetemcomitans 

possui diversos fatores de virulência que contribuem para a sua patogenicidade na 

doença periodontal (WILSON; HENDERSON, 1995). A leucotoxina (LTX), toxina 

citoletal distensora (Cytolethal distending toxin, CDT), bacteriocinas, adesinas e 

lipopolissacarídeo (LPS) (HENDERSON et al., 2003) correspondem à variedade de 

fatores de virulência de A. actinomycetemcomitans que parecem estar associados à 

patogênese da periodontite agressiva localizada. Macromoléculas como adesinas 

(TANG; MINTZ, 2010) e receptores específicos da superfície da célula hospedeira, 

como transferrinas e integrinas (receptores secundários), medeiam a adesão de A. 

actinomycetemcomitans ao tecido epitelial (HENDERSON et al., 2003; MINTZ; 

FIVES-TAYLOR, 1994). As fimbrias de A. actinomycetemcomitans são compostas 
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por subunidades repetidas de proteínas Flp1 de 6,5 kDa, e responsáveis pela 

formação de agregação às outras bactérias e adesão às superfícies abióticas 

(KAPLAN, 2001).  

As proteínas de membrana externa (Outer membrane proteins, OMPs), são 

altamente conservadas ao longo da evolução e presentes na membrana externa de 

bactérias Gram-negativas. Sintetizadas no citoplasma, estas proteínas são 

translocadas através da membrana interna e, provavelmente, difundidas pelo 

periplasma antes de sua inserção na membrana externa. Diversas mudanças 

conformacionais, decorrentes da passagem através do periplasma, possibilitam a 

inserção na membrana externa devido à sua natureza hidrofóbica (MOGENSEN; 

OTZE, 2005). Diferentes OMPs de A. actinomycetemcomitans são homólogas a 

fatores de virulência de outros patógenos e atuam na adesão, invasão, além de 

outras funções com receptores para bacteriófagos, atividade de porinas, resistência 

ao soro, mediadores da conjugação, além de promoverem a estabilização da 

membrana externa (ASAKAWA et al., 2003) e fatores envolvendo resistência à 

opsonização e morte (SANDT; HILL, 2000) em espécies de Neisseria, Yersinia, 

Escherichia coli e outras. Entre as proteínas da membrana externa de A. 

actinomycetemcomitans, destacam-se seis (OMP100, OMP64, OMP39, OMP29, 

OMP16 e OMP18) que podem ser reconhecidas por anticorpos no soro de 

pacientes com periodontite agressiva (KOMATSUZAWA et al., 2002). 

A proteína termo-modificável de membrana externa OMP29 é umas das 

principais proteínas de membrana externa de A. actinomycetemcomitans e 

homóloga à OMPA, a qual tem sido identificada em várias bactérias Gram-negativas 

(KOMATSUZAWA et al., 2002, 1999). A família das proteínas de membrana externa 

OMPA é um grupo geneticamente relacionado. Foi observado que OMP29 de A. 

actinomycetemcomitans apresenta significante homologia com a porção N-terminal 

de OMPA de outras bactérias Gram-negativas (WILSON et al., 1991a), que estão 

em alto número de cópias na membrana externa, principalmente de bactérias Gram-

negativas. A família da proteína OMPA está associada à virulência, entretanto há 

resultados conflitantes sobre o papel protetor dos anticorpos contra esta família. Em 

bovinos vacinados com OMPs de Pasteurella multocida, altos títulos de anticorpos 

séricos estão associados à resistência ao desafio experimental (DABO et al., 2008). 

No entanto, em um modelo com camundongos, foi demonstrado que OMPA 

(homóloga a OMP29 de A. actinomycetemcomitans) pode atuar como um inibidor 
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competitivo de reconhecimento contra os antígenos protetores, já que a adição de 

rPmOmpA à vacina promoveu um efeito adverso significante (DABO et al., 2008).  

OMPA de Klebsiella pneumoniae é um atenuador da resposta das células das 

vias aéreas. Esta proteína promove evasão imune facilitando a sobrevivência do 

patógeno no ambiente hostil do pulmão (MARCH et al., 2011). A infecção de 

monócitos com a cepa selvagem de Escherichia coli K1, a qual provoca meningite 

em recém-nascidos, suprime a produção de citocinas e quimiocinas (TNF-α, célula T 

normal expressa e segregada, proteína inflamatória de macrófagos 1β, IL-1β, e IL-

8). Já a mutante defectiva em OMPA, resultou em uma produção robusta de 

citocinas e quimiocinas. A cepa selvagem de E. coli K1 impediu a fosforilação e a 

degradação do inibidor de kB, bloqueando, assim, a translocação do fator nuclear 

(NF)-κB para o núcleo (SELVARAJ; PRASARADAO, 2005).  

As proteínas de membrana externa desempenham um papel central na 

manutenção da estrutura da membrana (KLEINSCHMIDT, 2006) e também formam 

uma porina permeável a íons, a qual é controlada por um mecanismo de entrada 

eletrostática influenciada por sal, que permite a sobrevivência bacteriana durante o 

estresse osmótico (HONG et al., 2006). OMPA é abundante na membrana, com 

estimativa de aproximadamente 100.000 cópias por célula de E. coli (KOEBNIK et 

al., 2000). A expressão de proteínas OMPA-like, em algumas bactérias, é 

influenciada pelo seu ambiente externo, com o aumento da expressão sob 

condições, tais como: cultura anaeróbica, a escassez de nitrogênio e exposição à 

poliamina. Por outro lado, a diminuição da expressão ocorre durante o desafio ácido 

e exposição à peptídeos antimicrobianos (SMITH et al., 2007a). Um estudo em 

nosso laboratório indicou regulação da expressão de virulência por condições 

ambientais, já que a expressão do gene omp29 é dependente da fase da cultura 

bacteriana (LONGO, 2008). Em estudo com 3 cepas de referência, pudemos 

observar que as amostras sorotipo b JP2 e SUNY 467 (não JP2-like) produzem altos 

níveis de transcritos do gene omp29, enquanto a amostra 29523, sorotipo a, não 

apresentou níveis detectáveis de transcritos de omp29 em nenhuma das condições 

testadas (UMEDA, 2010). Assim é possível que mesmo os isolados de A. 

actinomycetemcomitans sorotipo b que colonizam estes indivíduos analisados 

apresentem expressão diferencial destas OMPs.  

Foi claramente demonstrado que OMP29 de A. actinomycetemcomitans tinha 

uma identidade significativa com membros da família de proteínas OMPA (WILSON 
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et al., 1991a). A OMP identificada mais próxima de OMP29 é a proteína da 

membrana externa P5 (OMPP5) de Haemophilus influenzae (MUNSON et al., 1993). 

Estas duas proteínas têm 67% de identidade. OMP29 também demonstra 52,9% de 

identidade com OMPAs de E. coli e Salmonella Typhimurium (BECK et al., 1980, 

FREUD et al., 1983). OMP29 apresenta 57,1 e 56,7% de identidade com as duas 

proteínas homólogas de OMPA, MOMP e OMPA2, de Haemophilus ducreyi, 

respectivamente (KLESNEY-TAIT et al., 1997). Assim como, A. 

actinomycetemcomitans, H. ducreyi (KLESNEY-TAIT et al., 1997) e Aeromonas 

salmonicida (COSTELLO et al., 1996) também apresentam genes que codificam 

OMPs homólogas à OMPA.  

Pouco se sabe sobre a função de OMP29 de A. actinomycetemcomitans, mas 

provavelmente compartilha as características descritas acima, já que é OMPA-like. 

Até o momento, OMP29 de A. actinomycetemcomitans, se liga à porção Fc de IgG, 

que pode inibir a ativação do complemento no hospedeiro (MINTZ; FIVES-TAYLOR, 

1994). OMP29 está associada com a entrada de A. actinomycetemcomitans em 

células epiteliais gengivais devido ao aumento da regulação do rearranjo da actina F 

por meio da via de sinalização FAK (KAJIYA et al., 2011). A transferência de células 

Th1 OMP29 específica, ao redor da injeção gengival local com OMP29, parece ser 

um gatilho para a reabsorção óssea (KAWAI et al., 2012). Além disso, induz a 

produção de interleucina IL-8 em culturas de célula gengival epitelial humana 

(KISHIMOTO et al., 2008; UCHIDA et al., 2005).  

Embora a estrutura da proteína OMP29 de A. actinomycetemcomitans ainda 

não tenha sido completamente descrita, como é da família OMPA, podemos supor 

que possuam características semelhantes. OMPA é caracterizada por um domínio 

N-terminal que forma um barril beta com uma fita de 8 cadeias antiparalela, inserida 

na membrana externa. O domínio C-terminal é globular e está localizado no espaço 

periplasmático (CONFER et al., 2012). Quando a região N-terminal da molécula de 

OMPA de E. coli, atravessa a membrana externa oito vezes, formam-se quatro alças 

curtas na superfície bacteriana (Figura 1) (KLOSE et al., 1988, MORONA et al., 

1984; VOGEL et al., 1986). Essas alças servem como receptores para vários 

bacteriófagos específicos para a OMPA (VAN ALPHEN et al., 1977). A incorporação 

da proteína à membrana externa resulta em uma conformação que gera um receptor 

de fago. Observou-se que quando OMPA é desnaturada, não se liga aos fagos, 

entretanto quando complexada com lipopolissacarídeo, um componente principal da 
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membrana externa, adquire a capacidade de ligação à fago (DATTA et al., 1977). O 

domínio C terminal de OMPA é hidrofílico e localizado no espaço periplasmático 

(Figura 1) (KLOSE et al., 1988; MORONA et al., 1984; VOGEL et al., 1986), o qual 

não é essencial para a localização de OMPA na membrana externa ou para a sua 

função de receptor de fago (BREMER et al., 1982). Foi demonstrado que o domínio 

N-terminal de OMPA de E. coli é um imunógeno fraco, já que deu origem a títulos 

significativamente mais baixos de anticorpo anti-OMPA do que quando comparado 

com preparados de OMPA completo. Portanto, o domínio periplasmático C-terminal 

parece ser um epítopo imunodominante da proteína OMPA purificada. Resultados 

semelhantes foram obtidos com o OMPA de Salmonella Typhimurium (PUOHINIEMI 

et al., 1990). 

 

 

 

Figura 1-  Modelo esquemático da proteína OMPA na membrana externa de Escherichia coli. Na 
vista bidimensional (a), as regiões expostas são designadas por números de resíduos de 
aminoácidos. O sítio de clivagem pronase é mostrado no trecho da transição entre a 
membrana incorporada e o espaço periplasmático da proteína. (b) mostra a proteína 
OMPA vista do exterior da célula. Fonte: PUOHINIEMI et al., 1990. 

 

 

A proteína OMP29 é secretada usando o sistema de secreção geral, sistema 

de secreção Tipo II (Type 2 secretion system, T2SS), que utiliza o translocón Sec 

para o transporte através da membrana interna (HENDERSON et al., 2004; TANG et 

al., 2012) (Figura 2). 

Os isolados de A. actinomycetemcomitans são classificados em seis 

sorotipos, de a a f (ASIKAINEN et al., 1991; KAPLAN et al., 2001; SAARELA et al., 
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1992), determinados pelo polissacarídeo do LPS (KAPLAN et al., 2001; SAARELA et 

al., 1992; ZAMBON et al., 1983). Na cavidade bucal, os sorotipos mais frequentes 

são a, b, c, e f (NAKANO et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2006; YANG et al., 2005) 

sendo que o sorotipo b é o mais frequentemente associado à periodontite agressiva 

(ASIKAINEN et al., 1991; KIM et al., 2009; SAARELA et al., 1992; ZAMBON et al., 

1983). Entretanto, há diferenças na distribuição dos sorotipos entre as populações 

africanas, asiáticas, européia e norte e sul americanas (ASIKAINEN et al., 1991; 

HAUBEK et al., 1996; KIM et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2006; TINOCO et al., 1997; 

YANG et al., 2005). Dados obtidos no Brasil revelaram que além do sorotipo b, o 

sorotipo c foi também associado à periodontite agressiva (KAWAMOTO et al., 2009; 

PINHEIRO et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2006), como ocorre também na Alemanha, 

enquanto na Coreia predominam os sorotipos c e d (KIM et al., 2009). 

 

 

 

Figura 2-  Representação esquemática dos sistemas de secreção de proteínas do tipo I, II, III e IV. O 
sistema do tipo II é exemplificado por secreção pululanase em Klebsiella oxytoca. O tipo II 
e em alguns casos, os sistemas de secreção do tipo IV utilizam a chaperona SecB 
citoplasmática, embora a via de exportação Tat recentemente tem sido implicada na 
secreção de moléculas através da via do tipo II. Fonte: HENDERSON et al., 2004. 
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Estudos de genética populacional revelaram ausência de associação com a 

doença por linhagens evolutivas distintas de A. actinomycetemcomitans, com 

exceção do clone JP2-like, fortemente associado à periodontite agressiva (HAUBEK 

et al., 1996; KILIAN et al., 2006). A alta prevalência de isolados do sorotipo c e não 

JP2-like do sorotipo b em indivíduos com periodontite agressiva difere do que é 

esperado para um patógeno oportunista (HARASZTHY et al., 2000; KAPLAN et al., 

2002; TINOCO et al., 1997). Dados sobre fatores de virulência como atividade da 

toxina CDT, obtidos neste laboratório, não demonstraram relação estreita com 

sorotipo, embora amostras do sorotipo a estejam entre aquelas com menor atividade 

(KAWAMOTO et al., 2009). 

Estudos filogenéticos por Eletroforese de Enzimas Multilocus (Multilocus 

nzyme electrophoresis, MLEE) (HAUBEK et al., 1995) e Tipagem de Sequência 

Multilocus (Multilocus sequece typing, MLST) (HAUBEK et al., 2007) demonstraram 

que os sorotipos b e c são mais relacionados entre si do que o sorotipo a. Os 

estudos de comparação do genoma têm mostrado a diversidade evolutiva de A. 

actinomycetemcomitans, e revelaram que o isolado do sorotipo a apresentou grande 

rearranjo do genoma quando comparado ao sorotipo b, enquanto o genoma de um 

isolado sorotipo c foi amplamente colinear com o de HK 1651 (sorotipo b, JP2-like), 

grande rearranjo foi observado entre  cepas do sorotipo a e dos sorotipos b/c 

(KITTCHOTIRAT et al., 2010), e dois grandes grupos foram formados com: cepas do 

sorotipo a, d, e e f e um segundo grupo com cepas dos sorotipos b e c 

(KITTCHOTIRAT et al., 2011). Além disso, estudo de comparação do genoma de 31 

isolados de A. actinomycetemcomitans demonstraram uma maior similaridade entre 

os sorotipos b/c, e/f e a/d (KITTCHOTIRAT et al., 2016). 

 Estudo recente deste laboratório (PINHEIRO et al., 2011) confirmou clara 

distinção entre os perfis de macrorrestrição por Eletroforese em Gel de Campo 

Pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) para os sorotipos b e c, enquanto 

amostras do sorotipo a apresentavam-se distribuídas ao longo de todo o 

dendrograma, sugerindo maior rearranjo neste sorotipo. Não são conhecidos os 

mecanismos de recombinação em A. actinomycetemcomitans, entretanto uma 

transformação natural em A. actinomycetemcomitans parece ser isolado específica e 

a competência natural é detectada em baixa freqüência (TØONJUM et al., 1990; 

WANG et al., 2002). 
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As cepas do clone JP2 apresentam homogeneidade genética por análise de 

genes housekeeping por MLST. No entanto, rearranjos genômicos de isolados 

pertencentes a este grupo foi mostrado por PFGE (ERIKSEN et al., 2005; HAUBEK 

et al., 2007; PINHEIRO et al., 2001).  

O mecanismo de dano aos tecidos periodontais envolve a resposta imune 

contra bactérias periodontopatogênicas, que pode resultar na produção de fatores 

osteoclastogênicos derivados do hospedeiro, fatores pró-inflamatórios e proteases. 

Já foi demonstrado que indivíduos com periodontite avançada apresentam maiores 

títulos de IgG1 e IgG2 (imunoglobulina 1 e 2) totais do que pacientes que 

apresentam periodontite moderada (GRASWINCKEL et al., 2004). Frequentemente 

é observado marcante aumento nos níveis de anticorpos IgG contra antígenos de A. 

actinomycetemcomitans no soro de indivíduos com periodontite agressiva localizada 

(ANDO et al., 2010; EBERSOLE et al., 1983; GUNSOLLEY et al., 1988; 

KOMATSUZAWA et al., 2002; WATANABE et al., 1989). Esses anticorpos são 

dirigidos principalmente contra o LPS sorotipo específico (CALIFANO et al., 1989; 

FARIDA et al., 1986; WILSON; SCHIFFERLE, 1991b) e contra proteínas de 

membrana externa (BRUNHEIRA et al., dados não publicados; WATANABE et al., 

1989). O soro de pacientes com periodontite com suspeita relação à infecção por A. 

actinomycetemcomintans, fortemente reagiu contra OMP100, OMP29 e OMP16, 

como também aconteceu com o soro de camundongos imunizados com A. 

actinomycetemcomitans Y4 (WILSON et al., 1991b). Na maioria dos casos de 

periodontite agressiva, a resposta contra OMP100 e OMP29 pode ser observada, 

entretanto quase 50% dos indivíduos analisados em outro estudo deste laboratório, 

que apresentam anticorpos séricos contra LPS de A. actinomycetemcomitans, foram 

soronegativos para estas OMPs (BRUNHEIRA, 2007), sugerindo expressão 

diferencial de omp29 entre as amostras. 

A caracterização da resposta humoral nas doenças infecciosas pode ocorrer 

pela resposta aos antígenos das células inteiras, mas a análise dos antígenos 

isolados pode indicar seu envolvimento com o processo da doença e com as 

funções biológicas dos anticorpos (KINANE et al., 1999). Os efeitos biológicos e 

clínicos de anticorpos contra bactérias patogênicas periodontais ainda não são 

totalmente compreendidos, bem como não está bem esclarecido o papel dos 

anticorpos para A. actinomycetemcomitans nas periodontites. Inicialmente, 

acreditava-se que níveis plasmáticos mais altos de IgG eram considerados 
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protetores na doença periodontal, mas esta teoria tem sido questionada 

(ALBANDAR et al., 2001). Níveis mais elevados de anticorpos séricos de IgG para 

A. actinomycetemcomitans ou Porphryromonas gingivalis foram encontrados em 

pacientes com periodontite estável quando comparados com aqueles que 

apresentavam periodontite ativa (RAMS et al., 2006). Por outro lado, a ausência de 

correlação entre os níveis de A. actinomycetemcomitans e títulos de IgG contra 

OMP100 e OMP29 determinados em indivíduos com periodontite agressiva, pode 

indicar que estas respostas séricas de anticorpos não foram protetoras 

(BRUNHEIRA et al., dados não publicados). De fato, foi postulado que os pacientes 

suscetíveis à periodontite são caracterizados pela produção de anticorpos não 

protetores (GEMMELL et al., 2002). Recentemente um estudo, em indivíduos de 

Israel, relatou que os níveis salivares de IgA contra A. actinomycetemcomitans eram 

mais altos em indivíduos saudáveis do que em indivíduos portadores de periodontite, 

quando estes foram analisados por antígenos de células inteiras de A. 

actinomycetemcomitans sorotipo a (BACHRACH et al., 2008). 

Estudos clínicos demonstram diferenças na prevalência de periodontite 

agressiva em diferentes grupos étnicos, destacando uma alta prevalência da doença 

entre os indivíduos de certas populações africanas (RYED; KILIAN, 2008). O clone 

JP-2 like é associado às populações de origem africana (HAUBEK et al., 1996; 

HAUBEK; WESTERGAARD, 2004). Mas, outros fatores podem estar implicados com 

a doença mais agressiva, além da maior produção de leucotoxina. Os níveis de 

anticorpos IgG no soro em indivíduos que apresentaram periodontite agressiva 

localizada contra A. actinomycetemcomitans (bactérias totais) sorotipos a, b e c, foi 

maior entre os afro-americanos do que em caucasianos (GUNSOLLEY et al., 1988, 

1991). Os níveis séricos de anticorpos contra A. actinomycetemcomitans sorotipo b 

foi maior nos grupos de afro-americanos, entretanto sem diferença 

estatisticamente significativa entre o grupo étnico-racial e os níveis de anticorpos 

(CRAIG et al., 2002). Dados do nosso laboratório, ainda não publicados, revelaram 

que a reatividade à OMP29 e OMP100 é geralmente associada a reatividade ao 

sorotipo b, no entanto, a reatividade para este sorotipo nem sempre leva à 

reatividade para ambas as OMP, especialmente entre os indivíduos de 

descendência africana, visto que 8 e 7 de 14 indivíduos com periodontite agressiva e 

reativos para este sorotipo, não reagiram com OMP29 e OMP100, respectivamente.  
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Micro-organismos, incluindo A. actinomycetemcomitans, têm sido 

encontrados profundamente no tecido conjuntivo e em contato com as fibras 

colágenas no interior do periodonto de indivíduos com periodontite agressiva 

(CARRANZA et al., 1983; GILLETT et al., 1982; SAGLIE et al., 1982), indicando 

colonização bacteriana aos tecidos sub-epiteliais. Entretanto, a literatura apresenta 

poucos estudos sobre a interação de OMPs de A. actinomycetemcomitans com as 

proteínas da matriz extracelular (Extracellular matrix proteins, pECM) e nenhuma 

informação sobre a interação de OMP29 de A. actinomycetemcomitans foi relatada. 

Algumas evidências têm mostrado a interação de OMP de bactérias patogênicas 

com as pECM. Por exemplo, OMPA-like de Pasteurella multocida adere às células 

hospedeiras via heparina e/ou fibronectina (DABO et al., 2003). Bartonella quintana, 

envolvida na febre recorrente, endocardite e angiomatose bacilar, sintetiza a 

proteína VompC (família da YadA) que confere a habilidade de ligação ao colágeno 

tipo IV. A. actinomycetemcomitans ApiA, também conhecida como OMP100 

(ASAKAWA et al., 2003), membro da família de adesinas YadA, família das adesinas 

auto-transportadas, tem sido associada com a ligação à fibronectina e ao colágeno 

tipo II, III e V, bem como ao epitélio (KOMATZUSAWA et al., 2002; LI et al., 2004). 

Outra proteína de membrana externa de A. actinomycetemcomitans, EmaA, é 

associada com a ligação de A. actinomycetemcomitans aos colágenos tipo I, II, III, V, 

mas não ao colágeno tipo IV, e também liga-se à fibronectina imobilizada (MINTZ; 

FIVES-TAYLOR, 1999). 

A fibronectina é uma proteína multi-domínio, com as várias regiões da 

proteína exibindo diferentes propriedades biofísicas. Há duas formas principais de 

fibronectina: fibronectina plasmática e fibronectina celular. A fibronectina plasmática 

é produto de hepatócitos e é encontrada no sangue, saliva e outros fluidos corporais. 

A fibronectina celular é secretada por uma variedade de células e incorpora-se a 

superfície celular dentro da matriz tipo fibrilar (HENDERSON et al., 2011). A 

fibronectina celular liga-se às células por sofrer alterações conformacionais que 

permitem a sua ligação aos membros da família das β1-integrinas, as quais estão 

presentes na membrana celular (HENDERSON et al., 2011).   

Uma outra forma de fibronectina é a superfibronectina, uma fibronectina 

polimerizada/agregada, a qual gera uma interação fibronectina plasmática e 

anastelina (um fragmento do primeiro módulo da fibronectina tipo III (FNIII)), que é 

consideravelmente melhor na indução da adesão celular de fibronectina plasmática 
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(HENDERSON et al., 2011). É relevante informar que a sequência de fibronectina 

está notavelmente bem conservada ao longo de toda a sua extensão entre os 

animais superiores (fibronectina humana e de camundungo têm 91% de identidade). 

A fibronectina é encontrada em fluidos corporais, sobre as superfícies das 

células e na matriz extracelular. A fibronectina atua com uma proteína da fase aguda 

em humanos e roedores, sendo seus níveis aumentados no sangue durante o 

processo inflamatório (PICK-KOBER et al., 1986). As proteínas bacterianas ligantes 

de fibronectina (Fibronectin-binding proteins, FnBPs) podem ligar-se somente à 

fibronectina insolúvel (celular), como YadA de Yersinia, ou a ambas, como a maior 

parte das FnBPs de S. aureus e Streptococcus pyogenes, e de algumas bactérias 

Gram-negativas como Tp0483 de Treponema pallidum (HENDERSON et al., 2011). 

Fragmentos de fibronectina foram encontrados no fluido crevicular gengival 

de indivíduos com periodontite (HUYNH et al., 2002), e a ligação de A. 

actinomycetemcomitans à fibronectina solúvel resultaria em sua remoção pela 

saliva. Por outro lado, a ligação à fibronectina celular poderia resultar em adesão a 

diferentes células, como células epiteliais. Para isso, a bactéria teria que ultrapassar 

a barreira do epitélio e ligar-se à fibronectina na porção interna (basolateral) da 

superfície celular (HENDERSON et al., 2011).  

A fibronectina é uma molécula TH1-específica em humanos, levantando a 

hipótese de que a ligação de bactérias com a fibronectina desempenha outras 

funções além da adesão (SANDIG et al., 2009). A ligação com fibronectina celular 

poderia também propiciar a ligação da bactéria com macrófagos 

inflamatórios/ativados e alveolares, que expressam receptores de fibronectina α5β1, 

promovendo a fagocitose bacteriana (SHINJI et al., 1998, 2007), e permitindo a 

maior resposta imune ao micro-organismo. 

Evidências crescem sobre o papel na sinalização de fibronectina e seus 

produtos de proteólise. A ligação com a fibronectina pode ocorrer em grande número 

de sítios, como representado por Henderson et al. (2011), e a fibronectina interage 

com uma série de proteínas do hospedeiro (Figura 3), como glicosaminoglicanos 

(principalmente heparina), vários colágenos, gelatina (colágeno degradado), DNA, 

fibrina, fibulina, transglutaminase de tecido e uma ampla variedade de integrinas de 

superfície celular (PANKOV; YAMADA, 2002). A fibronectina pode apresentar-se na 

forma de uma variedade de fragmentos individuais, resultado de proteólise, que 

apresentam capacidades de ligação específicas.  

http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-305
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-158
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-370
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-371
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-294
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O fragmento amino-terminal 70 kDa da fibronectina, pode ser subdividido em 

dois domínios: um de 30 kDa (F30), que liga-se à heparina (Heparin-binding domain, 

HBD), e outro de 45 kDa que liga-se à gelatina (F45) (Gelatin-binding domain, GBD). 

A fibronectina gera fibrilas que ligam células à matriz extracelular, as quais são 

dependentes do módulo FnI (um dos domínios de ligação à heparina da 

fibronectina).  

As fibronectinas atuam conectando o citoesqueleto intracelular com a matriz 

extracelular. A ligação da fibronectina às integrinas de superfície leva ao 

recrutamento de proteínas sinalizadoras e do citoesqueleto, promovendo a 

reorganização do citoesqueleto de actina e alteração do perfil de expressão gênica. 

A. actinomycetemcomitans é um organismo capaz de invadir células não fagocíticas, 

uma estratégia claramente associada à virulência, mediada pela OMP29 (KAJIYA et 

al., 2011). 

A sobreposição de algumas regiões de reconhecimento de proteínas 

bacterianas com algumas regiões importantes regulatórias e regiões de interação 

intramolecular da fibronectina, sugerem que FnBPs bacterianas podem interferir na 

sinalização dos fragmentos de fibronectina. Por exemplo, a proteína F1, um peptídeo 

de 49 resíduos de S. pyogenes, derivado de partes de seus dois tipos de domínios 

de ligação de fibronectina, inibe a formação da matriz, sem afetar os aspectos 

relevantes do comportamento da relação células-matriz, bem como o crescimento 

celular e contatos focais (TOMASINI- JOHANSSON et al., 2001).  

O epitélio gengival é a barreira primária frente ao desafio bacteriano. As 

células funcionam como uma barreira mecânica, por meio do complexo promovido 

pela junção célula-célula. Este complexo envolve junções celulares e junções gap, 

mecanismos contra a invasão de organismos patogênicos (FUJITA et al., 2006; 

KATZ et al., 2000; NOGUCHI et al., 2003; UCHIDA et al., 2001, 2005;).  

O primeiro evento que caracteriza a ativação do sistema imune inato para o 

controle da infecção periodontal é o reconhecimento de componentes celulares 

bacterianos pelos receptores Toll-like (Toll-like receptor, TLRs) (MAHANONDA; 

PICHYANGKUL, 2007). Para a maioria dos TLRs, a ativação do receptor promove 

uma cascata de sinalização que conduz à ativação dos fatores de transcrição, tais 

como fator nuclear Kappa-B (NF-kB) e fator regulador de interferon. A indução 

destes fatores de transcrição induz a expressão de vários mediadores pró-

inflamatórios e outras proteínas, que aumentam a defesa do hospedeiro (MIGGIN; 
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O’NEILL, 2006). TLR2 é mais ativado por padrões moleculares associados a 

patógenos (Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) de bactérias Gram-

positivas, enquanto TLR4 estão mais associados à ativação de LPS 

enterobacteriano (ADEREM; ULEVITCH, 2000). Nos tecidos periodontais, TLR2 e 

TLR4 reconhecem bactérias de biofilme subgengival e participam no início e 

progressão de eventos imuno-inflamatórios, que medeiam a degradação de tecido 

conjuntivo e reabsorção do osso alveolar.  

 

 

Figura 3- Diagrama esquemático da modular, arquitetura multi-domínio de um heterodímero da 
fibronectina celular. O ramo do lado esquerdo do dímero, neste exemplo, contém módulos 
variantes de ligações adicionais. Os locais de ligação conhecidos para outros 
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componentes da matriz extracelular, são indicados no ramo da direita. Esses módulos com 
estruturas tridimensionais determinados experimentalmente, são mostrados com uma 
borda sólida (ou por uma linha contínua de resíduos de interdomínios). Bordas pontilhadas 
e linhas de ligação indicam a falta de conhecimento experimental. O contato entre os 
símbolos para os módulos no diagrama, indica que os contatos entre os módulos são 
vistos em estruturas ou estão previstos devido ao comprimento curto do ligante entre os 
módulos adjacentes. Quando o contato é conhecido por ser extenso e ser um complexo 
rígido, os símbolos para cada módulo compartilham uma aresta comum, por exemplo, o 
grupo FNIII (8-10) de módulos em tandem. Locais de clivagem de protease (indicadas 
pelas setas vermelhas) coincidem com as regiões conhecidos ou esperados de 
flexibilidade. Fonte: HENDERSON et al., 2011. 

 

 

De fato, o aumento da expressão de TLR2 e TLR4 foi observada em tecidos 

periodontais doentes, principalmente associado às células apresentadoras de 

antígeno, tais como macrófagos e células dendríticas (KAJITA et al., 2007; MORI et 

al., 2003). A sinalização de TLR2 e TLR4 nas células dendríticas estimula sua 

ativação, produção de citocinas, incluindo as interleucinas IL-1B, IL-12, IL-23, fator 

de necrose tumoral TNF-α e TNF-β (Tumor necrosis factor/ Fator de necrose tumoral 

α e β), e a expressão de receptores de quimiocina C (C-C chemokine receptor, 

CCRs). Esses receptores, incluindo CCR5 e CCR6, interagem com ligantes de 

quimiocinas específicas, mediando assim a migração de células dendríticas por meio 

do vaso linfático aferente para os nódulos linfáticos de drenagem, facilitando a 

apresentação de antígeno a linfócito (CUTLER; TENG, 2007; GEMMELL et al., 

2002; WILENSKY et al., 2014). Os componentes da parede celular de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis estimulam 

TLR2 e TLR4. Em células humanas, A. actinomycetemcomitans induz a 

superexpressão de RNAs mensageiros de tlr2 e tlr4 (mRNAs) (KIKKERT et al., 

2007) e TLR2 medeia a sinalização de apoptose de monócito humano (KATO et al., 

2013). TLR1 reconhece PAMPs com especificidade para bactérias Gram-negativas.  

Em conjunto com TRL2, o heterodímero TRL1/TRL2 reconhece peptideoglicano e 

lipoproteínas (JIN et al., 2007). OMPA é geralmente reconhecida por alguns 

organismos, por exemplo, OMPA de Acinetobacter baumanii induz a expressão de 

TLR2 em célula epitelial da laringe (KIM et al., 2008b), OMPA de Shigella flexneri 

ativa células B estritamente por meio do reconhecimento por TLR2, resultando na 

iniciação de uma cascata de eventos de transdução de sinal, envolvendo aumento 

da fosforilação da proteína tirosina quinase (Protein tyrosine kinases, PTK), via ERK 

(Extracellular-signal-regulated kinases/ Quinase regulada por sinal extracelular) e 

IκBα (Inhibitor of kappa B/ Proteína inibitória do fator nuclear kappa B), promovendo 
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translocação nuclear de NF-kB (BHOWMICK et al., 2014). OmpA de K. pneumoniae 

(KpOMPA) desencadeia a produção de citocinas por macrófagos e células 

dendríticas (Dendritic cell, DC), induz a maturação de DC e estimula as vias de 

sinalização por meio do receptor TRL2. KpOmpA também interage com os 

receptores de endocíticos expressos em DC e macrófagos (JEANNIN et al., 2000). 

Krishnan et al. (2013), demonstraram que camundongos recém nascidos knockouts 

em TRL2 são resistentes à E. coli K1, enquanto que os knockouts em TRL4 

sucumbiram à infecção brevemente. In vitro, OMPA de E. coli K1 regulou 

positivamente a expressão TRL2 em células endoteliais microvasculares do cérebro 

humano, enquanto que E. coli K1 deficiente em OMPA aumentou a expressão de 

TRL4.  

Os domínios de oligomerização de nucleotídeo-ligante, NOD1 e NOD2 

(Nucleotide-binding oligomerization domain, NOD), foram identificados como 

sensores citoplasmáticos para fragmentos de peptideoglicano, os quais induzem 

resposta inflamatória por meio de citocinas e mediadores inflamatórios (STEWART-

TULL, 1980; YOSHIMURA et al.,1999). NOD1 reconhece γ-D-glutamil-meso-DAP, 

que é preferencialmente encontrado em bactérias Gram-negativas (CHAMAILLARD 

et al., 2003; GIRARDIN et al., 2003a), enquanto que NOD2 reconhece muramil 

dipeptídeo (MDP), que é encontrado virtualmente em todos peptideoglicanos 

bacterianos (GIRARDIN et al., 2003b). NOD1 e NOD2 têm sido referidos como 

envolvidos no reconhecimento de bactérias infecciosas, na indução de respostas 

imune e na eliminação de bactérias, por meio da ativação de fator nuclear kappa B 

(Factor nuclear kappa B, NF-kB) (KIM et al., 2008a; VIALA et al., 2004). NOD1 e 

NOD2 são expressos no epitélio oral e na bolsa periodontal (SUGAWARA et al., 

2006). Devido ao aumento da expressão de NOD1 e NOD2 nos sítios de inflamação 

gengival, portanto, provavelmente desempenham um papel no desenvolvimento da 

periodontite (OKUGAWA et al., 2010).  

Doenças periodontais são afetadas pela produção de mediadores 

inflamatórios e a consequência deste efeito é a promoção da destruição significativa 

dos tecidos de sustentação dos dentes, que pode conduzir à perda do elemento 

dental (KORNAMAN et al., 1997). Os processos apoptóticos (JINADASA et al., 2011; 

SHENKER et al., 2015a), bem como os eventos de evasão do sistema imune, 

também estão envolvidos na patogênese da doença periodontal (HAJISHENGALLIS, 

2011; KIESELBACH et al., 2015). 
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 A inflamação periodontal é dominada pelas citocinas da família da 

interleucina IL-1 (BELIBASAKIS; JOHANSOON, 2012), incluindo IL-1β e IL-18. 

Essas citocinas são essenciais para a resposta inflamatória do hospedeiro nas 

doenças periodontais (DELIMA et al., 2002; GRAVES; COCHRAN, 2003;). Na 

periodontite, os níveis de IL-1β apresentam-se mais elevados no fluido crevicular 

gengival (ENGEBRETSON et al., 2002) ou nos tecidos gengivais (BOSTANCI et al., 

2009). Os macrófagos são a fonte principal de IL-1β no tecido inflamado 

(DINARELLO et al., 1996). Esta citocina é produzida como um precursor inativo (pro-

IL-1β) que é subsequentemente ativado por caspase-1, antes de ser secretada como 

IL-1β biologicamente ativa (THOMBERRY et al., 1992). A ativação de caspase-1 que 

induz a secreção de mais IL-1β biologicamente ativa requer estímulos auxiliares 

conhecidos como organismos patogênicos ou associada a padrões moleculares 

associados a perigo (Damage-associated molecular pattern molecules, DAMPs) e 

PAMPs. Estes são sentidos por "inflamassomas", que são receptores de 

reconhecimento padrão (Pattern recognition receptors, PRR), os quais formam 

plataformas moleculares oligoméricas (SCHRODER; TSCHOPP, 2010). A 

interleucina 1β é uma importante citocina pró-inflamatória, produzida por várias 

células, incluindo macrófagos e também atua em células endoteliais, aumentando a 

expressão de moléculas que medeiam a adesão de leucócitos para o local da 

inflamação. A interleucina 18 é membro da superfamília de ligante IL-1 e é produzida 

principalmente por células apresentadoras de antígenos (Antigen-presenting cell, 

APCs) (BIET et al., 2002; NAKANISHI et al., 2001) e também por osteoblastos, 

células do córtex adrenal (KASHIWAMURA et al., 2002) e, células epiteliais orais 

(SUGAWARA et al., 2001). Tem sido encontrada em várias doenças inflamatórias 

crônicas, incluindo a doença periodontal (FIGUEREDO et al., 2008; OZÇAKA et al., 

2011). IL-18 poderia desempenhar um papel importante na progressão da doença 

periodontal em decorrência da sua propriedade quimiotática, pró-inflamatória e 

angiogênica, e esta citocina também aumenta as taxas de ativação de neutrófilos 

(FIGUEREDO et al., 2008). 

Os inflamassomas consistem: de "sensor" (ou "scaffold"), receptores de 

ligação a nucleotídeo-ligante (Nucleotide-binding oligomerization domain receptor, 

NLR), proteína mediadora "adaptadora" de partícula apoptótica contendo um 

domínio de recrutamento de caspase C-terminal (Caspase recruitment domain, 

ASC), e a "efetora" pró-caspase-1. O reconhecimento de PAMPs ou DAMPs por 
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inflamassomas, desencadeia a clivagem de pró-caspase-1 na sua forma ativa, por 

sua vez, ativa IL-1β na sua forma secretada madura (BELIBASAKIS; JOHANSOON, 

2012). O NLRP3 é o mais bem caracterizado, o qual é ativado em resposta aos 

sinais de estresse celular (OGURA et al., 2006), bactérias inteiras e vírus, ou pelos 

seus fatores de virulência (CRAVEN et al., 2009; GROSS et al., 2009; 

MARIATHSAN et al., 2006; NG et al., 2010) e provavelmente desempenha um 

papel-chave na doença periodontal (BOSTANCI et al., 2009). NLRP2 é bem menos 

estudado, mas é responsável por inibir a interação NLRP3-ASC (CHAE et al., 2003, 

2006). NLRP6 foi identificado como um regulador crítico do sinal transducional pró-

inflamatório, especialmente por meio da ativação de NF-kB e caspase 1 (GRENIER 

et al., 2002).  

A apoptose, conhecida como morte celular programada, é um processo 

complexo que demanda energia, e é ordenado por uma cascata de eventos 

moleculares. As células apoptóticas apresentam alterações morfológicas por 

consequência de ações de proteases cisteinil aspartato específicas, denominadas 

caspases, envolvidas em ambas as vias da apoptose, a extrínseca e a intrínseca 

(BURZ et al., 2009). A via intrínseca, também chamada mitocondrial, pode ser 

desencadeada por vários estímulos como, por exemplo, o estresse celular e danos 

ao DNA, sendo estes processos mediados pela família da BCL-2 (B-cell lymphoma 

2/ Célula-B de linfoma 2) e pelo acometimento mitocondrial (KUZENKO et al., 2015; 

VANGESTEL et al., 2009). A morte celular induzida por ativação (Activation-induced 

cell death, AICD) é um processo de apoptose de linfócito T, desencadeado pela re-

estimulação via TCR/CD3 (T cell receptor/Receptor de céiula T/ Cluster of 

differentiation/ Agrupamento de diferenciação 3). Esse processo foi descrito 

inicialmente em hibridomas de linfócitos T, e posteriormente em linfócitos T maduros 

pré ativados e em sub-populações de linfócitos T CD4+, e é dependente da interação 

do receptor de morte FAS (CD95) com seu ligante cognato, FASL (FAS ligand) 

(CD95L) (JU et al., 1995; VAN PARIJS et al., 1996). O receptor FAS é membro da 

superfamília dos receptores de TNF, uma proteína transmembrânica 

constitutivamente expressa em uma variedade de células, incluindo células B e T e 

pode ainda ter sua expressão aumentada após a ativação celular (NAGATA et al., 

1995). FASL também é uma proteína transmembrânica, entretanto sua expressão é 

limitada a poucos tipos celulares e pode ser altamente induzida em linfócitos T, após 

a estimulação do seu receptor (TCR) (ALDERSON et al., 1995; DHEIN et al., 1995).  
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A proteína transmembrânica, CD74, expressa como um homotrímero, tem 

funções específicas como chaperona de moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade (Major histocompatibility complex, MHC) tipo II e como 

molécula co-estimulatórias de células imunológicas. A expressão de CD74 pode 

ocorrer independentemente de MHC II, e atua adicionalmente como: receptor de 

superfície celular para o fator de inibição de macrófagos (Macrophage migration 

inhibitory factor, MIF), receptor para o Helicobacter pylori, facilitando a adesão deste 

patógeno às células epiteliais gástricas e, moléculas de sinalização acessória em 

processos de proliferação celular (BESWICK; REYES, 2009). A via de sinalização 

clássica mediada por MIF foi demonstrada em algumas células imunológicas, como 

macrófagos e células B, e inicia-se com a ligação deste fator ao receptor de 

superfície CD74 (GORE et al., 2008; LENG et al., 2003; MILLER et al., 2008; SHI et 

al., 2006). Esta ligação envolve também a fosforilação de CD44 (proteína 

sinalizadora), que por sua vez desencadeia a fosforilação de MAPK (Mitogen-

activated protein kinases/ Proteína quinase ativadas por mitógenos)/ERK, envolvidas 

na expressão de ciclina D1, síntese de DNA e inibição de apoptose (LIAO et al., 

2003; SHI et al., 2006; SWANT et al., 2005). Houve anormalidade no 

desenvolvimento de células B, em ensaio com camundongo deficiente para CD74 

(SHACHAR; FLAVELL, 1996), entretanto sem alteração na expressão de MHC II. 

Variações semelhantes no fenótipo também ocorreram em camundongo deficiente 

para o MIF, mimetizando o camundongo deficiente em CD74 (LENG; BUCALLA, 

2006). A ligação de MIF ao CD74 promove ativação da via MAPK/ERK, com 

consequente proliferação celular e ativação da fosfolipase A2, importante 

componente da cascata inflamatória para a produção de prostaglandina 2 (LENG et 

al., 2003; MITCHELL et al., 1999).  

As moléculas de FAS quando trimerizadas ativam o receptor, induzida pelo 

ligante, e consequentemente há o recrutamento de moléculas adaptadoras FADD 

(FAS-associated death domain/ Proteína de domínio de morte associada ao receptor 

FAS), que se ligam ao receptor FAS por uma interação homodimérica (DD-DD) 

(CHINNNAIYAN et al., 1995). O domínio efetor de morte (Death effector domain, 

DED), é um outro domínio da molécula FADD, o qual interage com o mesmo 

domínio DED presente na procaspase-8, recrutando-a. Este complexo 

multimolecular é nomeado complexo indutor de sinalização de apoptose (Death 

inducing signalling complex, DISC). Quando sofre ativação autocatalítica, a 
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procaspase-8, desliga-se do DISC e ativa caspases efetoras, como caspase-3, 6 e 7 

(TSCHOPP et al., 1998). Alguns substratos, como enzimas reparadoras de DNA, 

proteínas estruturais, endonucleases e muitos outros constituintes celulares, são 

clivados pelas caspases ativadas promovendo apoptose celular (COHEN, 1997; 

NAGATA et al., 1995; ROSEN; CASCIOLA, 1997). Evidentemente, a maioria dos 

casos de ligação de FAS com FASL associado à membrana, induz rapidamente uma 

cascata proteolítica, que resulta na morte celular por apoptose (ISHIWATARI-

HAYASAKA et al., 1997; OSHIMI et al., 1996).  

A molécula de adesão celular vascular-1 (Vascular cell adhesion protein 1, 

VCAM-1) é uma glicoproteína de adesão de superfície celular para determinados 

leucócitos e células tumorais, a qual é expressa pelo endotélio ativado em uma 

variedade de condições patológicas, como a arterosclerose (CYBULSKY et al., 

1991). Têm sido demonstrado, in vitro, que estas moléculas de superfície de células 

endoteliais induzida, medeiam adesão intercelular por meio da interação com um 

contra-receptor, a integrina antígeno 4 tardio (Very Late Antigen 4, VLA4), que é 

expressa em monócitos, linfócitos, basófilos, eosinófilos e certas células tumorais, 

mas não em neutrófilos (BOCHNER et al., 1991; ELICES et al., 1990; RICE et al., 

1990; TAICHMAN et al., 1991).  

A caspase-8 pode clivar Bid (BH3-interacting domain death agonist/ Agonista 

de morte que interage com o domínio BH3) (LUO et al., 1998), um membro da 

família BCL-2, gerando um fragmento pró-apoptótico chamado tBid (Bid truncado) 

que cliva Bax (BCL-2 associated X protein/ Proteína X associada ao BCL-2) ou Bak 

(BCL-2 antagonist killer/ Assassino 1 antagonista de BCL-2) (KORSMEYER et al., 

2000) e promove a liberação do citocromo c da mitocôndria para o citoplasma. Este 

processo ocorre quando a síntese de caspase-8 não é apropriada para ativar 

caspase-3 para promover apoptose. Um complexo, chamado apoptossomo, é 

formado quando o citocromo c liga-se a protease ativadora do fator 1 (apoptotic-

protease-activating fator-1, APAF-1) recruta a pró-caspase-9, que inicia uma cascata 

de ativação de caspases, que culmina na caspase-3, molécula responsável pela 

indução dos principais fenótipos apoptóticos (LI et al., 1997). A Figura 4 representa 

um esquema simplificado das duas vias iniciadas pela ativação do receptor FAS. A 

BCL-2 é uma oncoproteína da família BCL2, que está localizada no cromosso 18q21 

(HOCKENBERY et al., 1990). Foi inicialmente descrita em um linfoma não-Hodgkin 

de células B, e que tem como função a inibição da apoptose, favorecendo a 
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sobrevivência da célula (CARLINFANTE et al., 2005; HASNAN et al., 2010), 

entretanto a sua superexpressão está associada ao desenvolvimento de 

malignidades (COTTER, 2009).  

 

Figura 4- Via de sinalização de FAS/FASL. Fonte: STRASSER et al., 2009. 

 

O sistema complemento desempenha um papel importante na imunidade não 

específica. É composto por 30 proteínas plasmáticas e de membrana, que são 

ativadas em três vias de reações distintas as quais convergem em C3, uma 

convertase, pivô central do sistema. A ação das três vias, clássica, alternativa e das 

lectinas forma o complexo de ataque a membrana (CAM), responsável pela 

atividade lítica em patógenos (MASTELLOS et al., 2015; NAKAO et al., 2011; 

NONAKA; SMITH, 2000). Composto por várias proteínas solúveis, o sistema 

complemento está envolvido nos processos biológicos de fagocitose, opsonização, 

quimiotaxia de leucócitos e inativação de toxinas liberadas por bactérias (BOSHRA; 
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SUNYER, 2006, CLAIRE et al., 2002; NAKAO et al., 2011; SECOMBES, 1996). As 

proteínas do sistema complemento também estão envolvidas em reações 

inflamatórias e na exposição de antígenos aos linfócitos, recrutando células 

fagocíticas pela via clássica do sistema (BOSHRA; SUNYER, 2006; CLAIRE et al., 

2002). 

As proteínas quinase C (Protein kinase C, PKC) são conhecidas por serem 

ativadas por receptores acoplados à proteína G (G protein–coupled receptors, 

GPCRs), receptores de tirosina-quinase, e receptores de fatores de crescimento 

(STEINBERG, 2008). Ensaios utilizando knockout demonstraram que isoformas de 

PKC promovem uma grande variedade de doenças e disfunções de orgãos, 

incluindo processos inflamatórios. As principais isoformas de PKC expressas em 

neutrófilos são: PKC-, PKC-, PKC-, PKC-. PKC- (PKRCQ) e de PKC-l/ 

(BALASUBRAMANIAN et al., 1998, 2002; DANG et al., 1994). A proteína PKRCQ 

(PKC-) atua na ativação de células T, e a estimulação de TCR, a proliferação 

celular, a produção de IL-2, e os mecanismos anti-apoptótico apresentaram-se 

reduzidos em células T knockout em PKC- (MANICASSAMY et al., 2006; 

PFEIFHOFER et al., 2003; SUN et al., 2000). A PKC- regula a afinidade da 

integrina 2 LFA-1 a jusante do TCR. Quando integrina de linfócito associada ao 

antigen 1 (Integrin lymphocyte function-associated antigen-1, LFA-1) é ativada, 

ocorre uma mudança conformacional para um estado de alta afinidade, e 

subsequente acontece uma captura de neutrófilos no endotélio. PKC- parece ser 

relevante para a inflamação, já que medeia as funções integrina-dependente em 

neutrófilos, permitindo, portanto que estes se mantenham aderidos em vênulas pós-

capilares in vivo (BERTRAM et al., 2012).  

A proteína associada à supressão de sinalização de citocina (Suppressors of 

cytokine signaling protein, SOCS), é regulada negativamente por receptores decoy e 

por receptores de citocinas solúveis e uma resposta “feedback” inibitória intracelular 

de indução por citocina (YOSHIMURA et al., 2007). A família SOCS consiste em oito 

proteínas: contendo proteína do domínio SH2 citocina induzida e SOCS-1 a -7 

(ALEXANDER et al., 2004). A expressão de SOCS-1, SOCS-2 e SOCS-3 é induzida 

por uma grande variedade de citocinas, e devido à transcrição do gene socs ser 

induzida por um sinal transdutor induzido por citocina e ativador de transcrição 

(Signal transducers and activators of transcription protein, STAT) e, do fator de 
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transcrição NF-kB, as proteínas SOCS correspondentes inibem a mesma via que 

inicia a sua produção, indicando que as proteínas SOCS fazem parte do ciclo de 

“feedback” negativo clássico (RAKESH et al., 2005; STARR et al., 1997). No 

entanto, o mecanismo pelo qual as proteínas SOCS são induzidas por citocinas 

inflamatórias e reguladas durante o desenvolvimento da doença periodontal, ainda 

precisa ser esclarecido. 

A citocina TNF-α exerce sua atividade biológica por meio de 2 receptores 

cognatos de superfície celular, denominados receptores superfamília 1A de TNF 

(TNFRSF1A; p55) e receptor superfamília 1B de TNF (TNFRSF1B; p75). Ambos 

receptores TNFRSF1A e TNFRSF1B são glicoproteínas transmembrânicas, as quais 

podem induzir apoptose ou a sobrevivência da célula (PAPADAKIS; TARGAN, 

2000). O receptor TNFR1 está presente na maioria das células do corpo e é um 

fraco indutor de sinalização de morte (FAUSTMAN et al., 2010). TNFR2 está 

presente nas células do sistema imune e geralmente induz sinais pró-sobrevivência, 

mas pode aumentar ou suprimir efeitos mediados por TNFR1 (FAUSTMAN et al., 

2010). A ligação do TNF aos seus receptores cognatos, desencadeia a montagem 

de complexos de sinalização associados ao receptor, estimula a ativação de 

múltiplas vias de sinalização, incluindo: o fator nuclear kB (NF-kB), quinase N-

terminal c-Jun (c-Jun N-terminal kinase, JNK) e a proteína quinase mitogênica 

ativada p38 (MAPKs), e, em alguns casos, a morte celular (HACKER; KARIN et al., 

2006; LI et al., 2008; WAGNER; NEBREDA, 2009; WALLACH et al., 2002). A 

ativação de NF-kB resulta na expressão de genes que codificam proteínas pró-

inflamatórias e anti-apoptóticos (SCHEIDEREIT, 2006). Esta citocina faz parte da 

mesma família do ligante do receptor do fator nuclear kappa-B (Receptor activator of 

nuclear factor kappa-B ligand, RANKL), estimulando a expressão de catepsina k em 

pré-osteoclastos e em osteoclastos maduros (CORISDEO et al., 2001) e colabora na 

sobrevivência celular de células pré-osteoclásticas, juntamente com fator de 

estimulação de colônia de macrófago (Macrophage colony- stimulating factor/ M-

CSF) (KOBAYASHI et al., 2000a). O papel da TNF-α na osteoclastogênese parece 

ser contraditório. Enquanto estudos demonstram que esta citocina possui atividade 

diretamente na ativação de osteoclastos independente de RANKL in vivo e in vitro 

(FULLER et al., 2002), outros trabalhos sugerem que esta citocina não induz a 

formação de osteoclastos (LAM et al., 2000). No entanto, a presença desta citocina 

parece agir de forma sinérgica quando associada ao RANKL na ativação da 
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diferenciação de osteoclastos (FULLER et al., 2002; LAM et al., 2000). Outros 

trabalhos sugerem a necessidade da presença de TNF-α juntamente com IL-1α para 

que a osteoclastogênese ocorra (KOBAYASHI et al., 2000b). Em estudo in vivo com 

ratos deficientes em TNF-α, foram observadas menor inflamação e perda óssea em 

ensaio de periodontite experimental (GARLET et al., 2007).  

Acreditava-se que inibidor de apoptose (Inhibitor of apoptosis proteins, IAP), 

como o próprio nome diz, funcionava somente na inibição de apoptose, 

principalmente por interferência direta, por meio dos seus domínios BIR, com 

atividade proteolítica das caspases (DEVERAUX et al., 1997). No entanto, vários 

estudos posteriores demonstraram que nem todas as IAPs protegem as células dos 

estímulos apoptóticos, e que entre as IAP de mamífero, XIAP é provavelmente o 

único membro da família capaz de inibir diretamente a caspase (ECKELMAN et al., 

2006). Outros IAPs pró-sobrevivência, tais como cIAP1 e cIAP2 (BIRC3), ligam-se 

ao efetor da caspase-7 e -3, mas são ineficientes em interferir fisicamente nas 

atividades proteolíticas. Ao invés vez disso, foram sugeridos IAPs para neutralizar 

estas caspase-7 e -3, conjugando-os com cadeias K48-Ub que promovem a sua 

degradação proteossômica. A função de pró-sobrevivência de cIAP1/ 2 não está 

limitada à regulação de caspase, mas também envolve a sua capacidade de ativar, 

de forma E3 (Ubiquitin E3 ligase complex/ Complexo de E3 ligase) dependente, a via 

canonical de NF-kB, que direciona a expressão de várias moléculas pró-

sobrevivência (BERTRAND et al., 2008; MAHONEY et al., 2008; SANTORO et al., 

2007; VARFOLOMEEV et al., 2008). Além disso, cIAP1/ 2 protege as células da 

morte, regulando a atividade da proteína quinase de interação com proteína quinase 

de interação com o receptor (Receptor-interacting protein kinases, RIPK) -1 e -3 

(DARDING; MEIER, 2012; VANDEN et al., 2014). 

A proteína C-reativa (C-reactive protein, PCR) é um membro da família de 

pentraxina, proteína de ligação altamente conservada, associada ao ligante 

dependente de cálcio (KAPUR et al., 2015). A PCR é produzida por hepatócitos, em 

resposta às citocinas inflamatórias, tais como IL-6 e IL-1 (CICARELLI et al., 2005; 

DE VILLIERS et al., 1990). A PCR foi originalmente descrita por Tillett et al. (1930), 

como uma substância presente no soro de pacientes com inflamação aguda, e é 

atualmente usada como um biomarcador sensível para a infecção e inflamação, por 

ser uma das principais proteínas de fase aguda (KAPUR et al., 2015).  
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A proteína ligada ao receptor do fator de crescimento 2 (Growth factor 

receptor-bound protein 2, GRB2), é uma proteína sinal adaptadora crucial, já que 

contribui para a proliferação e desenvolvimento normal de células, ligando outras 

proteínas à membrana, após o recrutamento de receptor do fator de crescimento 

epidérmico (Epidermal growth factor receptor, EGFR) ativados ou de receptor 

tirosina quinase (Receptor tyrosine kinases, RTK) (QU et al., 2014). Assim que 

EGFR, ou outros RTKs, são ativados, Grb2 recruta SOS1 para a membrana, de 

modo a formar complexo de Grb2-SOS1, que é importante para a sinalização de 

transdução, e ativação de Ras/ MEK /MAPK (geralmente reconhecido como ERK) 

(BALTENSPERGER et al., 1993).  

Os fatores de transcrição ativados por várias cascatas de transdução 

intracelular controlam a expressão gênica que promove modificações a longo prazo. 

Os genes que codificam os fatores de transcrição da família Fos, desempenham um 

papel importante na regulação da expressão de genes numa variedade de células. 

Eles são prontamente induzidos em resposta aos diversos estímulos, incluindo a 

estimulação elétrica, perturbações fisiológicas, estresse e drogas psicotrópicas 

(HUGHES; DRAGUNOW, 1995; SHENG; GREENBERG, 1990). Diferentes padrões 

temporais foram observados, de acordo com a proteína Fos em questão, entretanto 

esta indução é geralmente transitória. Foi demonstrado que FOSB (FBJ murine 

osteosarcoma viral oncogene homolog B/ Oncogene viral de osteosarcoma murínico 

FBJ homólogo B) induz a ativação de morte de células T humanas, quando ocorre a 

dimerização com c-Jun mediado via TCR/CD3 (BAUMANN et al., 2003).  

O receptor de glicocorticóide nuclear sub-família 3, grupo C, membro 1 

(Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1, NR3C1) tem inúmeros efeitos 

supressores sobre células do sistema imunológico, tanto por uma regulação positiva 

ou negativa. Receptores de glicocorticóides podem interagir e inibir a função de 

ambos os membros da família AP1 (Activating protein-1/ Ativação da proteína 1) e 

NF-kB e, assim suprimir um grande número de respostas para vias de sinalização 

pró-inflamatória, que convergem para fatores transcricionais (OGAWA et al., 2005). 

Estudos em macrófagos indicam que antagonistas ao receptor NR3C1 não 

interferem na ativação inicial de fatores de transcrição NF-kB, em resposta à 

sinalização à TLR ou TNF (DE BOSSCHER et al., 2003). Entretanto, recentes 

estudos fornecem evidências de alterações dependente do receptor de 

glicocorticóide na expressão e/ou localização subcelular de MAPKs e, proteína 



 48 

fosfatase mitogênica ativada que podem influenciar na ativação de proteínas AP1 e 

outros fatores de transcrição dependente de sinalização (BECK et al., 2008; CHO; 

KIM, 2009; DIEFENBACHER et al., 2008; QUANTE et al., 2008). 

EP300 é uma proteína nuclear de 300 kDa, originalmente isolada do 

adenovírus, associada à proteína E1A. EP300, uma fosfoproteína, é um cofator de 

transcrição com atividade acetiltransferase intrínseca (GHOSH et al., 2007). Ep300 

controla a expressão de numerosos genes de maneira específica para tipo celular e 

sinalização, e desempenha um papel crucial na proliferação, apoptose e na 

embriogênese. Catalisando acetilação das histonas e fatores de transcrição, EP300 

desempenha um papel na regulação epigenética. Evidências sugerem que a função 

anormal de p300 está associada à expressão desregulada do gene alvo, podendo 

implicar em inflamação (GHOSH et al., 2007).  

As isoenzimas ciclooxigenases (Cyclo-oxygenase, COX) são responsáveis 

por um dos passos enzimáticos seqüenciais na biossíntese dos prostanóides. Foi 

demonstrada a existência de duas isoformas da COX, a saber: COX-1 e COX-2, que 

são enzimas associadas à membrana (XIE et al., 1991). A isoforma constitutiva, 

COX-1, a qual está presente em muitas células e tecidos, induz a produção de 

prostaglandinas envolvidas na regulação de funções fisiológicas como citoproteção 

da mucosa gástrica, homeostasia renal e função plaquetária. A segunda isoforma, a 

COX-2, codificada pelo gene ptgs2, converte o ácido araquidônico em 

prostaglandina H2 endoperóxido (Prostaglandin H2, PGH2), e é indetectável em 

muitos tecidos, entretanto é rapidamente expressa em resposta aos estímulos 

inflamatórios e mitogênicos, sendo, portanto responsável pela formação das 

prostaglandinas associadas à resposta inflamatória (HABIB et al.,1993; HEMPEL et 

al.,1994; LYONS-GIORDANO et al., 1993). 

A interleucina 12 é um heterodímero de 70 kDa composta por duas 

subunidades ligadas por dissulfureto: 35 kDa (IL-12α) e 40 kDa (IL-12β) (MA et al., 

1996, MAES et al., 1999; COMMINS et al., 2010). Esta citocina proporciona uma 

ligação entre a resposta imune inata e adquirida, já que seu papel imuno-regulador 

promove um efeito antagonista do equilíbrio de citocinas de Th1 / Th2 (T helper cells 

1/2/ Células T auxiliaries 1/2) (MITEVA; STANILOVA, 2008). IL-12, que é produzido 

por células apresentadoras de antígenos, tais como monócitos / macrófagos, células 

dendríticas e células B, tem efeitos pleiotrópicos sobre as células T e células “natural 

killers”, incluindo o aumento da citotoxicidade e efeitos co-mitogênicos mediados por 
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células T (KOBAYASHI et al.,1989; TRINCHIERI, 1997; TRINCHIERI; SCOTT, 

1999).  

A interleucina 6 é produzida por linfócitos, monócitos, macrófagos, células 

endoteliais, queratinócitos, fibroblastos e células tumorais (KISHIMOTO et al., 1995). 

Esta citocina é expressa em resposta à infecção, trauma ou desafio imunológico 

(KISHIMOTO et al., 1995). IL-6R é expresso por hepatócitos, neutrófilos, monócitos / 

macrófagos e alguns linfócitos, podendo ser encontrada na forma solúvel em sítios 

inflamados. Assim, IL-6 juntamente com IL-6R e o receptor gp 130, ativam a 

fosforilação intracelular (PABLOS ALVAREZ, 2009) de uma proteína chamada Janus 

quinase (Jak), que ativa o ativador de transcrição (STAT-3). STAT-3 entra no núcleo 

e ativa a expressão dos genes alvo (HEIRINCH et al., 2003). Além de STAT3, o 

receptor gp130 ativa a via das MAPK e a via PI3K/Akt, ambas de relevância na 

indução de fatores pró-inflamatórios de sobrevivência celular (HEIRINCH et al., 

2003).  

Interleucina 8 é uma quimiocina atratora de neutrófilos (BAGGIOLINI et al., 

1994, 1997). Está envolvida em uma ampla variedade de processos fisiológicos e 

patológicos, que ocorrem desde a defesa do hospedeiro frente às infecções 

bacterianas ou fagocitose de tecido necrótico de várias desordens auto-imunes, 

incluindo, artrite reumatóide, psoríase e arterosclerose (GERSZTEN et al., 1999; 

HARADA et al., 1996). A IL-8 ativa com alta afinidade dois receptores, CXCR-1 

(Chemokine receptor 1/ Receptor de quimiocina 1), que também reconhece uma 

segunda quimiocina, proteína quimiotática de granulócitos 2 (G protein–coupled 

receptors, GCP-2), e CXCR-2, o qual também pode ser ativada por várias outras 

quimiocinas, incluindo peptídeo de ativação de neutrófilo 2 (Neutrophil-activating 

peptide-2, NAP-2), oncogene a-g relacionado ao crescimento, e ativação da proteína 

78 de ativação de neutrófilo, derivado de célula epitelial (ENA-78) (BAGGIOLINI et 

al., 1998; WUYTS et al., 1997). Ambos os receptores CXCR-1 e CXCR-2 são 

constitutivamente expressas em neutrófilos (HOLMES et al., 1991; MURPHY; 

TIFFANY, 1991). 

A interleucina 10 é uma citocina do tipo II e faz parte da família de citocinas 

que incluem IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 e IL-29. É uma citocina anti-

inflamatória sintetizada principalmente por células T e macrófagos ativados. A IL-10 

inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6, 

produzidas por macrófagos e monócitos ativados, estimulando a produção endógena 
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de citocinas anti-inflamatórias (MOSSER; ZHANG, 2008). A IL-10 suprime a 

reabsorção óssea em cultura de células de medula óssea de camundongos MF-1 

(OWENS et al., 1996) e também age diretamente em células monocíticas 

precursoras de osteoclastos, inibindo a expressão de fator nuclear de ativação de 

células T, citoplasmático, dependente de calcineurina 1 (Nuclear factor of activated 

T-cells, Cytoplasmic, Calcineurin-Dependent 1, NFATc-1) (EVANS; FOX, 2007). 

Portanto, os dados da literatura, sugerem que OMP29 de A. 

actinomycetemcomitans pode estar associada com a doença periodontal. Desta 

forma, visando contribuir com o conhecimento sobre o papel de OMP29 na virulência 

de A. actinomycetemcomitans, o objetivo deste estudo foi analisar filogeneticamente 

o gene omp29 em amostras de diferentes sorotipos, determinar a interação de 

OMP29 com proteínas de matriz extracelular e o efeito da sua interação com células 

epiteliais. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Cepas bacterianas, plasmídeos e condições de crescimento 

 

2.1.1 Condições gerais de crescimento de A. actinomycetemcomitans 

 

As cepas de A. actinomycetemcomitans foram cultivadas na superfície de 

ágar TSBYE (ágar tripticase soja (Oxoid Ltda, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra), 

acrescido de 0,6% de extrato de levedura (Oxoid Ltda, Basingstoke, Hampshire, 

Inglaterra) e incubadas em estufa com atmosfera de 10% de CO2 (Shel Lab, Oregon, 

EUA) a 37 °C entre 2 a 3 dias.  

 

2.1.1.1 Condições de crescimento para determinação dos níveis de transcrição 
relativa de omp29 em diferentes cepas de A. actinomycetemcomitans 

 

Após crescimento das amostras (item 2.1.1) de A. actinomycetemcomitans 

(sorotipo b não JP2-like (G104-2, 194 e FDC Y4), JP2-like (G111-1, HK 1651 e 

JP2), sorotipo c (1519 e 721) e sorotipo a (707, C27-1 e C21-1), as colônias 

foram raspadas com alça Drigalski estéril, inoculadas em 8 mL de caldo TSBYE em 

triplicata e incubadas durante 8 horas em estufa com atmosfera de 10% de CO2 a 37 

°C. Após esse intervalo de tempo, a concentração da suspensão bacteriana foi 

ajustada a D.O.495nm ~1,0 por mensuração em espectrofotômetro (Jenway 

6405UV/Vis Essex, Inglaterra), diluída 1:40 em caldo TSBYE e incubadas por mais 7 

horas, até alcançarem o meio da fase exponencial. Em seguida, a concentração da 

suspensão bacteriana foi ajustada novamente a D.O.495nm ~0,2 (3 x 108 UFC/mL). 

 

2.1.1.2 Cepas bacterianas e plasmídeos para obtenção e complementação das 
mutantes de A. actinomycetemcomitans 

 

Foi utilizada a cepa de A. actinomycetemcomitans D7S-1 (tipo selvagem, 

AaD7S) para a obtenção das mutantes de A. actinomycetemcomitans defectivas em 

omp29 e omp29 parálogo (omp29par). Os plasmídeos usados encontram-se 

caracterizados na Tabela 1. 

O vetor pCR®4-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) foi replicado em 

cepas hospedeiras de E. coli DH5-α, de acordo com as normas do fabricante, e o 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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vetor pKM2/ltxP foi utilizado para complementação das mutantes de A. 

actinomycetemcomitans. Para a seleção de transformantes ou mutantes, 

espectinomicina (Spec, 50 µg/mL), tetraciclina (Tc, 4 µg/mL), ampicilina (Amp, 100 

µg/mL), canamicina, (Kn, 100 µg/ml) e cloranfenicol (Cm, 50 µg/mL), foram 

adicionados ao meio de cultura. 

 

 

Tabela 1- Plasmídeos usados neste estudo 

Plasmídeos Descrição Referência 

pKM2/ltxP 
(pVT1642) 

pKM2 contendo ~ 500 pb do promotor ltx, 
Cmr. 

Tang & Mintz, 2010 

   

pAT/Cre 
Tcr; plasmídeo de E. coli A. 

actinomycetemcomitans; derivado do pPK1 
contendo o gene cre. 

Fujise et al., 2008 

   

plox2-Specr 

Ampr, Sper; derivado do vetor pBluescript II 
KS, contendo 2 sítios mutantes (loxP2) (a 

sequência do espaçador loxP2: 
ATGgATGCa), flanqueando o gene de 

resistência a espectinomicina. 

Cheng et al., 2014 

   
pCR4- TOPO Ampr, Knr; vetor de clonagem Invitrogen 

 

 

2.1.2 Condições gerais de crescimento de Escherichia coli 

 

As células de E. coli cresceram em meio de cultivo Luria-Bertani (LB) e foram 

incubadas a 37 °C por 1 dia. Para a seleção de transformantes, ampicilina (Amp, 

100 µg/mL) e canamicina, (Kn, 100 µg/ml) e cloranfenicol (Cm, 50 µg/mL), foram 

adicionados ao meio de cultura. 

 

2.2 Análise filogenética baseada nas sequências de omp29 e omp29par e da 
região promotora 

 

A análise filogenética dos genes omp29 e omp29 parálogo (omp29par) foram 

realizadas com 19 cepas de A. actinomycetemcomitans e 2 cepas de Haemophilus 

aphrophilus (ATCC333890578 e NT05HA0556, outgroup) (Tabela 2), as quais 

permitiram o enraizamento das árvores filogenéticas. A análise in silico dos 

promotores foi realizada utilizando o site http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm, o qual 

http://molbiol-tools.ca/Promoters.htm
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previu a posição do início do promotor e, sequências de 300 pb foram estabelecidas 

para todas as cepas. As sequências de omp29 e omp29par foram obtidas a partir da 

base de dados do pangenoma (KITTICHOTIRAT et al., 2011).  

A análise filogenética dos promotores de omp29 e omp29par foram realizadas 

com sequências de 15 e 18 cepas de A. actinomycetemcomitans, respectivamente, 

e de duas cepas de Haemophilus aphrophilus (ATCC333890578 e NT05HA0556, 

outgroup). O número de amostras variou entre as análises dos promotores de 

omp29 e omp29par, já que os promotores que foram previstos com menos de 300 pb 

ou que não puderam ser previstos, não foram utilizados. A análise da distância foi 

realizada por pelo método Jukes Cantor (JUKES; CANTOR, 1969) e as árvores 

filogenéticas construídas pelo método de Neighbor Joining (SAITOU; NEI, 1987).  
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Tabela 2- Isolados de A. actinomycetemcomitans usados na análise filogenética 

1PC, periodontite crônica; PAL, periodontite agressiva localizada; PAG, periodontite agressiva generalizada; PS, periodonto saudável; GC, gengivite crônica. 
2Gene ID utilizado na análise filogenética, disponível no endereço: http://expression.washington.edu/genetable/script/gene_table_viewer. 

Isolados Sorotipo/Genótipo 1Diagnóstico Idade/Raça Origem 2Gene ID omp29 2Gene ID omp29 parálogo 

D17P3 a PAL 
24/Asiático 
Americano 

E.U.A D17P3_0393 D17P3_0878 

D7S-1 a PAG 29/Afro-americano E.U.A D7S_0402 D7S_00447 

H5P1 a PS 
27/Asiático 
Americano 

E.U.A H5P1_2182 H5P1_2217 

HK1651 b/ JP2-like PAL/PAG 18/Africano Gana AA02458 AA02479 

ANH9381 b/ não JP2-like PS 50/Caucasiano Finlândia ANH9381_1942 ANH9381_1059 

SCC1398 b/ não JP2-like PAL 25/Caucasiano Finlândia SCC1398_0114 SCC1398_0099 

SCC4092 b PAL 25/Caucasiano Finlândia SCC4092_0446 SCC4092_0068 

S23A b PC 48/Caucasiano Finlândia S23A_2378 S23A_2378 

RHAA1 b/ não JP2-like - Macaco Rhesus - RHAA1_08783 RHAA1_10526 

I23C b/ não JP-like PC 48/Caucasiano Finlândia I23C_1051 I23C_0941 

163B d PS 49/Caucasiano Finlândia I63B_0492 I63B_1875 

SC1083 e desconhecido Desconhecidas E.U.A SC1083_1928 SC1083_0683 

SCC393 e PC 40/Caucasiano Finlândia SCC393_1292 SCC393_1292 

D18P-1 f PAG 
20/Asiático-
Americano 

E.U.A D18P1_0884 D18P1_1325 

D11S-1 c PAG 16/Afro-americano E.U.A D11S_1573 D11S_1588 

D17P-2 c PAL 
24/Asiático 
Americano 

E.U.A D17P2_1388 D17P2_1373 

AAS4A c GC 33/Caucasiano Finlândia AAS4A_0603 AAS4A_0618 

SCC2302 c GC 33/Caucasiano Finlândia SCC2302_1156 SCC2302_1117 

ATCC 
33389 

A. aphrophilus - - - 
ATCC33389_057

8 
ATCC33389_0411 

NJ8700 A. aphrophilus - - - NT05HA_0556 NT05HA_0794 
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2.3 Determinação dos níveis de transcrição relativa de omp29 em diferentes 
cepas de A. actinomycetemcomitans. 

 

2.3.1 Extração de RNA 

 

As células bacterianas foram obtidas no meio da fase exponencial, após 

desenvolvimento em caldo TSBYE (como descrito no item 2.1.1.1), em atmosfera de 

10% de CO2 a 37 ºC. O RNA foi extraído pela adição de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante. As suspensões bacterianas foram 

coletadas após incubação por 2 horas e centrifugadas a 5.200 x g por 4 minutos 

(Eppendorf – Centrifuge 5402, Hamburg, Alemanha), a 4 ºC. Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em 320 μL de Trizol e as 

suspensões agitadas e incubadas por 5 minutos a 25 ºC.  

Após o tratamento com Trizol, foram adicionados 107 μL de clorofórmio 

(Synth, São Paulo, Brasil), a suspensão foi agitada manualmente por 15 segundos e 

o lisado incubado novamente por mais 15 minutos a 25 ºC, seguido de centrifugação 

a 12.000 x g/ 15 minutos/ 4 ºC. O RNA na fase aquosa foi transferido para um novo 

tubo estéril e precipitado pela adição de 270 μL de álcool isopropílico (Merck, 

Darmstadt, Alemanha). Seguiu-se incubação por 10 minutos/ 30 ºC e centrifugação 

a 12.000 x g/ 10 minutos/ 4 ºC. O sobrenadante foi descartado e o RNA foi lavado 

com 600 μL de etanol 75% (Synth, São Paulo, Brasil) e centrifugado a 7500 x g/ 5 

minutos/ 4 ºC. O sobrenadante foi novamente desprezado e o RNA ressuspendido 

em 50 μL de água livre de RNAse (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). Para remover 

os traços do DNA contaminante, as amostras foram tratadas com 2 μL de DNAse I 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil) e incubadas a 25 ºC por 10 minutos. A quantificação 

do RNA foi realizada em espectrofotômetro, juntamente com a confirmação da 

presença do RNA em gel de eletroforese, contendo 1,5% de agarose. 

 

2.3.2 Síntese de cDNA e PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) 

 

Para a síntese de c-DNA, foi utilizada reação contendo 1 µL do RNA total 

(obtido como descrito no item 2.3.1), 1 µL de hexâmeros randômeros (50 ng/µL), 1 

µL de dNTP (10 mM) e 7 µL de H2O livre de Rnase, em um volume total de reação 

de 10 µL. A mistura da reação foi incubada a 65 ºC por 5 minutos e posteriormente 
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resfriada em gelo por 1 minuto. Em seguida, foram adicionados à mistura 2 µL de 

10X RT buffer, 4 µL de MgCl2 (25 mM), 2 µL de DTT (0,1 M), 1 µL de Rnase OUT 

(40 U/µL) e 1 µL de Super Script III RT (200 U/µL) do kit Platinum quantitative RT-

PCR Thermoscript one-step system (Gibco, Grand Island, NY, EUA). As reações de 

transcriptase reversa foram incubadas por 10 minutos a 25 ºC, 50 minutos a 50 ºC e 

5 minutos a 85 ºC. Posteriormente, foram centrifugadas e foram adicionadas às 

reações, 1 µL de Rnase H, e finalizadas com nova incubação a 37 ºC por 20 

minutos. Foram utilizados 2 controles: a) sem adição de RNA; b) com adição de 

RNA e sem adição de Super Script III RT. O c-DNA foi estocado a -20 ºC até o 

momento do uso. 

Para as reações de qRT-PCR de omp29 foi utilizado 10 μL de SYBR Green, 2 

μL DNA molde, 0,16 μL (200 mM) de cada iniciador 

(5´ACTGCAATCGCATTAGCTATC3´e 5´CGCCGTAAGCCTCAGAATTAC3´), sendo 

um volume total de 20 μL e o ciclo foi realizado com desnaturação 95 ºC por 10 

minutos, seguido de 40 ciclos de 95 ºC por 15 segundos, 50 ºC por 1 minuto, 83 ºC 

por 10 segundos, e então seguidos de duas fases de 95 ºC por 15 segundos, 70 ºC 

por 1 minuto e a fase final de 0,5 ºC - 95 ºC (ramp) por 10 segundos. O tamanho do 

produto esperado para a reação era de 175 pb. O par de iniciadores, utilizados para 

determinar os níveis de transcritos, são específicos para omp29 e, portanto, não 

apresenta homologia com omp29par. 

O gene 16S rRNA foi usado como controle endógeno e para as reações de 

qRT-PCR foi utilizado 10 μL de SYBR Green, 1 μL DNA molde, 1 μL (200 mM) de 

cada iniciador (RAMSEIER et al., 2009), sendo um volume total de 20 μL e ciclo foi 

realizado com desnaturação de 95 ºC por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 ºC 

por 15 segundos, 65 ºC por 1 minuto, 85 ºC por 10 segundos, e então seguidos de 

duas fases de 95 ºC por 15 segundos, 70 ºC por 1 minuto e a fase final de 0,5 ºC - 

95 ºC (ramp) por 10 segundos. O tamanho esperado para a reação era de 276 pb. 

Todas as amplificações foram realizadas em grades ópticas em placas de 96 

poços e os dados de fluorescência foram processados usando o StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System ((Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA) e resultaram 

em valores de “limiar” de ciclo (Cycle Threshold - CT) para cada amostra. As 
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dosagens gênicas foram obtidas por meio do método comparativo do 

∆∆CT (PFAFFL, 2001). 

A análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad 

Software Inc (La Jolla, CA, EUA), empregando o teste Kruskal Wallis seguido de 

pós-teste de Dunns quando os soro-grupos foram comparados e One-way ANOVA 

seguido de pós-teste de Dunnet quando as cepas foram analisadas individualmente 

(cepa controle HK 1651). As diferenças entre os grupos ou entre as cepas foram 

consideradas significantes quando p < 0,05.  

 

2.4 Obtenção de OMP29 recombinante 

 

2.4.1 Obtenção de E. coli recombinante em omp29 

 

Os fragmentos de DNA de A. actinomycetemcomitans que codificam OMP29 

foram amplificados por meio da construção dos oligonucleotídeos (TOPO OMP29 F 

e TOPO OMP29 R, Tabela 3), baseada na sequência do gene omp29 de A. 

actinomycetemcomitans HK1651 (Acesso ao Genebank AY 262734). O produto foi 

extraído do gel utilizando o kit de purificação QIAquick Gel Extraction (Qiagen Inc., 

Valencia, CA, EUA). A seguir, este produto foi ligado ao vetor pCR®4-TOPO® 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e transformado em E. coli DH5-α eletrocompetente, 

seguindo as instruções do fabricante, originando o plasmídeo pTOPOomp29. O 

gene omp29 contendo os sítios de restrição para BamHI e XhoI, foi obtido a partir do 

plasmídeo pTOPOomp29, com uso de iniciadores pET OMP29 F e pET OMP29 R 

(Tabela 3). Os iniciadores pET OMP29 (F e R) foram desenhados baseados na 

análise feita pelo SignalP 3.0 Server, o qual faz predição sobre a sequência do gene 

que codifica o peptídeo sinal. As reações de amplificação foram compostas por 5 μL 

de 80 ng de DNA, 5 μL de 25 pmoles/μL de cada oligonucleotídeo (Invitrogen, SP,  

Brasil), 10 μL de tampão 10 X contendo Mg+2 (1,5 mM) (Invitrogen, São Paulo, SP, 

Brasil), 5 μL de MgCl2 (50 mM), 4 μL de dNTP (100 mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) e Taq polimerase (2,5 U) (Invitrogen, SP, Brasil) em um volume final de 100 

μL. As reações foram realizadas em termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp PCR 

System 2400, Walthan, MA, EUA), compreendendo de desnaturação inicial de 95 

°C/ 5 minutos, seguindo-se 30 ciclos de 95 °C/ 30 segundos, 51 °C/ 30 segundos, 72 

°C/ 1 minuto e extensão final de 75 °C/ 5 minutos.  

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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Tabela 3- Oligonucleotídeos para amplificação do gene omp29 e tamanho dos produtos da reação 

Amplicon 
(pb) 

Oligonucleotídeo Sequência 

omp29 (1) 
(1561) 

TOPO OMP29 F 
TOPO OMP29 R 

5’ GATTTTCGGCTTTTTAGTAGGATA 3´ 
5´ ATGTTTGGCTCGGGTATTTA 3´ 

   
omp29 (2) 

(1051) 
pET OMP29 F - BamHI 
pET OMP29 R - XhoI 

5’ TGAAAAGGGATCCAATCGCATT 3´ 
5´ AACTCGAGAATTATTTACTACCG 3’ 

Sublinhado: sítios de restrição paara as enzimas BamHI e XhoI em omp29 (2). 

 

 

Após reação de PCR o amplicon sem o peptídeo sinal foi novamente ligado 

ao vetor TOPO®-TA, originando o plasmídeo pTOPOomp29SPS. Em seguida, o 

vetor pET28B (pET Expression System 28, Novagen) e pTOPOomp29SPS foram 

digeridos com BamHI e XhoI, seguindo as instruções do fabricante (New England 

Biolabs, Ipswich, MA, EUA). Após corrida eletroforética, o fragmento omp29 de 

pTOPOomp29SPS foi excisado do gel e purificado. O mesmo procedimento foi 

realizado para obtenção do vetor pET28B linearizado. O fragmento omp29 sem 

peptídeo sinal foi ligado ao vetor pET28B, de acordo com recomendações do 

fabricante.  

Os produtos da ligação foram transformados em E. coli DH5-α e após 

confirmação da sua identidade, foram purificados e transformados por eletroporação 

em E. coli BL21 (DE) (Micro Pulser BioRad, Hercules, CA, EUA), conforme as 

instruções do fabricante. Após a transformação, alíquotas da suspensão bacteriana 

foram inoculadas em ágar Luria-Bertani (LB) acrescido de canamicina à uma 

concentração final de 50 μg/mL, para a obtenção da recombinante OMP29 

(OMP29his). Após o desenvolvimento bacteriano, foi determinada a presença de 

plasmídeos recombinantes. O precipitado de 1 mL de cada cultura foi ressuspendido 

em 80 μL de solução contendo 0,1% de azul de bromofenol (Amershan, cat n. 

US12370, Austria), 6% de sacarose, 0,2 μg/mL de RNAse (USB, EUA) e 28 μL de 

clorofórmio-fenol (1:1). As suspensões foram centrifugadas e 10 μL dos 

sobrenadantes foram transferidos para poços em gel de agarose a 1%, em tampão 

TAE, e realizada a corrida eletroforética, para verificar a presença do plasmídeo com 
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inserto. Como controle, foi utilizado apenas o plasmídeo sem o inserto. Em seguida, 

os possíveis plasmídeos recombinantes foram confirmados por meio de PCR. 

 

2.4.2 Expressão e purificação da proteína recombinante (OMP29his) 

 

Foi determinada a melhor condição de expressão de OMP29his, pela análise 

de diferentes doses de isopropil β-D-tiogalactoside (IPTG, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA), em culturas incubadas em diferentes intervalos de tempo e diferentes 

temperaturas. Uma única colônia de E. coli BL21(DE) OMP29 foi inoculada em caldo 

LB, acrescido de canamicina (50 μg/mL), e mantida sob agitação a 120 rpm por 16 

horas a 37 °C. As células foram transferidas para novo caldo LB, e incubadas sob 

agitação de 250 rpm a 37 °C, até atingirem D.O.600nm ~1. A expressão de OMP29his 

foi induzida pela adição de IPTG, em concentração final de 1 mM e 2 mM, seguido 

de incubação pelo período de 1 a 5 horas, em temperatura de 30 °C e 37 °C. A 

produção de OMP29his foi analisada no precipitado e sobrenadante de cada uma das 

cutluras, após corrida eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 10% 

(LAEMMLI, 1970), e corado pelo Comassie Blue (Bio-Rad, CA, EUA). A melhor 

condição para obtenção da proteína recombinante, foi observada no precipitado de 

células obtidas em meio com IPTG, na concentração de 1mM, após 2 horas de 

incubação a 37 °C. O procedimento foi repetido em maior volume, nas condições 

estabelecidas. Brevemente, uma única colônia de E. coli recombinante foi inoculada 

em 10 mL de caldo LB, acrescido de 50 μg/mL de canamicina (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA) e incubada a 37 °C por 16 horas. Em seguida, as culturas 

foram adicionadas em 500 mL de caldo LB e mantidas sob agitação a 250 rpm, a 37 

°C, até que antigissem uma D.O.600nm ~1. Foi acrescentado IPTG (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Missouri, EUA) à uma concentração final de 1 mM, seguindo-se incubação 

sob agitação a 250 rpm por 2 horas, a 37 °C, e então o precipitado foi armazenado a 

-20 °C. Posteriormente, as célula de E. coli foram ressuspendidas em 6 mM de uréia 

(Invitrogen) e submetidas a lise por sonicação (Ultrasonic Processor VCX 130PB, 

Sonics e Materials Inc, Newton, CT, EUA), seguindo 2 ciclos de 3 minutos cada e 

intervalos de 2 minutos em potência máxima e centrifugadas a 5.000 rpm por 15 

minutos, a 4 °C. As proteínas presentes no sobrenadante foram purificadas através 

de cromatografia de afinidade, utilizando resina níquel quelante, conforme as 

instruções do fabricante (Ni-NDA, Invitrogen), a qual verifica a presença da OMP29, 
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a partir da detecção da cauda de histidina fusionada à proteína. Em seguida, as 

proteínas foram dialisadas em tampões com quantidade decrescente de uréia. As 

concentrações de OMP29his foram mensuradas por meio do método de Bradford 

(1976) e analisada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 10%, assim como descrito 

por Laemmli (1970), e posteriormente corado pelo Comassie Blue (Bio-rad, CA, 

EUA). A proteína OMP29 possui o tamanho aproximado de 29 kDa e 34 kDa quando 

desnaturada (KOMATSUZAWA et al., 2002). 

 

2.5 Obtenção do soro murínico policlonal anti-OMP29 

 

Este projeto foi apreciado pelo Comitê de Ética e Pesquisa em animais do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo. Mediante a 

aprovação pelo referido Comitê, camundongos Balb/C foram imunizados com a 

proteína OMP29 recombinante purificada. 

Alíquotas de 100 µL ou 200 µL de OMP29his (20 µg ou 50 µg) associada ao 

adjuvante hidróxido de alumínio (1:1), foram inoculadas via subcutânea. A 

concentração dos antígenos foi alta de maneira a reduzir o volume de adjuvante 

inoculado e as alíquotas inoculadas foram de apenas 100 µL, divididas em dois 

sítios distantes de inoculação, de maneira a limitar o dano causado.  

O sítio de inoculação foi monitorado para a determinação da presença de 

lesões. A imunização primária foi realizada pela injeção subcutânea de 100 µL com 

20 µg de OMP29his, e os reforços foram administrados 7 dias, 3 e 4 semanas e 6 e 7 

semanas após a imunização inicial. As imunizações de reforço de 3, 4, 6 e 7 

semanas, foram realizadas com 200 µL utilizando adjuvante de hidróxido de 

alumínio e OMP29his (50 µg) e após os intervalos de 7 dias entre os ciclos de 

imunização, alíquotas de sangue foram coletadas da região retro orbital com pipetas 

Pasteur, após anestesia, nos dias 21, 42 e 63 dias após a imunização inicial.  

Os soros imune e não imune (controle- antes da inoculação), foram obtidos a 

partir da centrifugação do sangue a 5.000 rpm por 5 minutos, a 4 °C. O título de 

anticorpos anti-OMP29his foi determinado por Ensaio imunoenzimático (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay, ELISA), e utilizado em ensaios subsequentes. A 

obtenção de soro ocorreu em 3 animais, para determinação da dose capaz de 

induzir a resposta adequada. Após a obtenção de título altos de soro anti-OMP29, os 

animais foram sacrificados para obtenção de maiores volumes de sangue. A 
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eutanásia foi feita com o dióxido de carbono em câmara de CO2, disponível no 

biotério de experimentação animal do ICB II, onde foram conduzidos os 

experimentos, de acordo com os procedimentos estabelecidos pela Comissão de 

Biotérios do ICB, e supervisionado pela Biomédica Thais Marques.  

 

2.5.1 Análise dos títulos de anticorpos IgG anti-OMP29 

 

Os títulos de anticorpos anti-OMP29his no soro de camundongos, foi 

determinado por ELISA. 

Alíquotas de 100 µL de OMP29his diluída (1 µg/mL) em tampão 

carbonato-bicarbonato (0,2 M; pH 9,6) foram adicionadas aos poços de 

placas de ELISA de 96 poços (Corning- Costar, cat. 9018, NY, EUA); seguido 

de incubação por duas horas em estufa a 37 oC e a 4 oC por 16 horas. A 

seguir, as placas foram lavadas três vezes com tampão PBS 1 X 

(NaH2PO4.H2O 0,02M; NaCl 1,45M; Na2HPO4 0,07M; pH 7,2-7,4) acrescido 

de 0,1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, cat. P1379, St. Louis, MO, EUA) e 

bloqueadas com 100 µL de solução bloqueadora (5% de leite desnatado, 

Molico, Brasil) em PBS/ 0,1% Tween 20, durante 30 minutos de incubação 

em temperatura ambiente. Após a remoção da solução bloqueadora, foram 

adicionados a cada poço, 100 µL de cada soro, na diluição 1:100 em PBS/0,1 

% Tween 20, seguindo-se incubação a 4 oC por 16 horas. A seguir, as placas 

foram lavadas três vezes com PBS/ 0,1% Tween 20 e incubadas durante 30 

minutos com solução a 1% de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, 

cat. A-4503), diluída em PBS/ 0,1% Tween 20. Os poços foram lavados três 

vezes com PBS/ 0,1% Tween 20 e, em seguida, foi adicionado anticorpo anti-

IgG murínico conjugado com peroxidase (Sigma- Aldrich, cat.A-0170), diluído 

em solução de PBS/ 0,1% Tween 20. A reação foi incubada por 90 minutos, 

seguindo-se de lavagem por três vezes com PBS/ 0,1% Tween 20. A reação 

foi revelada pela adição do substrato OPD (fenilenodiamina) (Sigma-Aldrich, 

cat. P-8287) em tampão citrato-fosfato, 0,05 M, pH 5,0 e incubada por 10 

minutos. A reação foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico (2,5N, 

Labsynth, Diadema, SP, Brasil). A leitura foi realizada em leitor de ELISA 

(Model 680, cat. 1681000, BioRad, Tokyo, Japão), ajustado a 490 nm.  Soros 

de camundongos não imunizados foram utilizados como controle negativo.  
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A análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 

6.0 Software Inc (La Jolla, CA, EUA), empregando o teste de variância Two-way 

ANOVA com pós-teste de Tukey. As diferenças entre os grupos foram consideradas 

significantes quando p < 0,05.  

 

2.6 Reconhecimento de OMP29his pelo soro murínico anti-OMP29his e soro de 
indivíduo com periodontite agressiva localizada 

 

2.6.1 Western blot 

 

A corrida eletroforética foi realizada utilizando o gel Bolt Bis-Tris Plus (Life 

technologies, Carlsbad, CA, EUA) e o Bolt Mini Gel Tank (Life technologies, 

Carlsbad, CA, EUA), seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, a 

proteína recombinante OMP29his presente no gel Bolt Bis-Tris Plus foi transferida 

para uma membrana de nitrocelulose, por meio do kit iBlot® 2 Dry Blotting System 

(Life technologies, Carlsbad, CA, EUA). A membrana foi bloqueada com uma 

solução de 5% de leite desnatado em TBS-T (20 mM Tris-HCl pH 7,6, 0,8% NaCl e 

0,1% Tween 20), por 1 hora, sob leve agitação em temperatura ambiente. Foram 

realizadas 3 lavagens com TBS-T, de 5 minutos cada, seguido de incubação por 2 

hora com o anticorpo policlonal murínico anti-OMP29his, obtido como descrito no item 

2.5, ou o soro do indivíduo com periodontite agressiva localizada, o qual foi coletado 

em colaboração com a Profa. Dra. Luciana Saraiva de Campos do Departamento de 

Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo, a qual 

realiza estudo já submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Humana 

entitulado: Análise da resposta de IgG sérica contra a OMP29 e célula total de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans de diferentes sorotipos e contra célula total 

de Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia de pacientes portadores de 

Periodontite Agressiva.  

Os soros foram diluídos (1:2.000) em 5% de leite desnatado em TBS-T. Após 

lavagens, foi utilizado o anticorpo secundário anti-IgG murínico conjugado com 

peroxidase (Amershan Bioscience, EUA), em diluição de 1:10.000 em TBS-T, 

seguindo-se incubação por 1 hora em temperatura ambiente. As bandas então foram 

detectadas por meio do kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA). 
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2.7  Interação da proteína recombinante OMP29his com proteínas de matriz 
extracelular (pECM) 

 

Placas de 96 poços (Corning- Costar, NY, EUA) foram recobertas em 

triplicata com 100 µL/poço de fibronectina celular (derivado da membrana de 

fibroblasto), fibronectina plasmática e seus domínios F30 e F45 (derivados de 

plasma humano), laminina (derivado da membrana basal de sarcoma de Engelbreth-

Holm-Swarm de camundongo), fibrinogênio e plasminogênio (derivados de plasma 

humano), colágenos tipo III e V (derivados da placenta humana) na concentração de 

1 µg/mL, seguindo-se incubação por 2 horas a 37 °C, e posteriormente a 4 °C por 16 

horas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Placas já recobertas com 1 mg/mL de 

colágeno tipo I (derivado do tendão de rabo de rato) e IV (derivado de tumor de 

Engelbreth-Holm-Swarm de camundongo) (BD bioscience, NY, New Jersey, EUA), 

foram usadas sem necessidade dessa etapa inicial.  

As placas foram lavadas 3 X com 300 µL/poço de PBS 1 X. Em seguida, os 

poços foram preenchidos com 200 µL de solução PBS/BSA [PBS (NaCl 137 mM, 

KCl 2,7 mM, NaHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM) acrescido de 1% de albumina sérica 

bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)], e incubados por 60 minutos em 

temperatura ambiente. Para as placas de colágenos I e IV (placas pré-recobertas), 

foi usada uma etapa adicional de cobertura com 500 µg/mL de albumina, por 1 hora.  

As placas foram lavadas 3 X com 300 µL/poço de PBS 1 X. A seguir, foram 

adicionados 100 μL/poço de OMP29his diluída em PBS, na concentração de 1 µg/mL.  

A placa foi lavada 3 X com 300 µL/poço de PBS 1 X. Em seguida, foram adicionados 

100 µL/poço de anticorpo anti-His de camundongo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), diluído 1:1.000 em PBS/ BSA, para detecção de OMP29his, seguido de 

incubação em temperatura ambiente por 60 minutos. Após lavagem, foram 

adicionados 100 µL/poço de anticorpo secundário anti-IgG de camundongo 

conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluído 1:2.000 em 

PBS/ BSA, seguindo-se de nova incubação por 60 minutos em temperatura 

ambiente. A reação foi revelada pela adição do substrato OPD (o-phenylenediamine 

-Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em tampão citrato-fosfato, 0,05 M, pH 5,0, 
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acrescido de H2O2 (30%), e incubação por 20 minutos. A reação foi interrompida 

pela adição de 50 µL/poço de ácido sulfúrico 2,5 N.  

A leitura da densidade óptica foi realizada em comprimento de onda de 490 

nm em leitor de ELISA (Modelo 680, BioRad, Hercules, CA, EUA). Como controle 

negativo, foi utilizada fetuína para recobrir os poços, ao invés das proteínas da 

matriz testadas. Fetuína é uma alfaglobulina embrioespecífica, altamente glicosilada 

(BARBOSA et al., 2006).  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram 

analisados com auxílio do Software GrapHPad Prism, utilizando o teste Mann 

Whitney e foi considerado significantes os resultados com p < 0,05. 

 

2.8 Obtenção das mutantes de A. actinomycetemcomitans defectivas em 
omp29 e omp29par 

 

2.8.1 Manipulação de DNA 

 

O DNA genômico de A. actinomycetemcomitans D7S-1 (cepa selvagem) foi 

preparado utilizando o kit QIAamp DNA mini kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA). O DNA 

plasmidial foi isolado pelo kit QIAprep Spin Miniprep kit (Qiagen, Valencia, CA, EUA). 

A transformação em E. coli DH5-α foi realizada por meio de eletroporação usando 

MicroPulser (BioRad, Hercules, CA, EUA). As enzimas de restrição, T4 DNA ligase e 

Taq DNA polymerase foram obtidos da New England BioLabs (New England 

BioLabs Inc., Ipswich, MA, EUA), e usados como sugerido pelo fabricante. A cadeia 

de reação da polimerase (PCR) foi realizada como descrito por Sambrook et al. 

(1989), e os produtos de PCR foram purificados com os kits QIAquick PCR 

purification e QIAquick gel extraction (Qiagen, Valencia, CA, EUA).  

 

2.8.2 Deleção do gene sítio-específico com o sistema loxP/Cre. 

 

A estratégia de deleção do gene por meio do sistema loxP/Cre foi 

previamente descrita por Sambrook et al., (1989). Resumidamente, este sistema é 

composto por três etapas: (1) construção do DNA doador com o cassete de 

resistência à espectinomicina (loxP-Sper-loxP) flanqueado pelas regiões homólogas 

à montante e à jusante do gene a ser deletado; (2) substituição alélica do gene alvo 
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de A. actinomycetemcomitans por meio de transformação natural; e (3) remoção do 

loxP-Sper-loxP deixando a cicatriz loxP na região da deleção. Desta forma, os pares 

de iniciadores foram desenhados para amplificar os fragmentos de DNA homólogos 

à montante e à jusante dos genes alvo (omp29 e omp29par) (Tabela 4).  

Os produtos de PCR contendo as regiões homólogas à montante e à jusante 

dos genes omp29 e omp29par, bem como os sítios de restrição DRA III, foram 

purificados do gel após corrida eletroforética, utilizando-se o QIAquick Gel Extraction 

(Qiagen, Valencia, CA, EUA). O cassete loxP-Specr-loxP foi obtido pela digestão do 

plasmídeo plox2/Specr (Tabela 1), seguindo-se de corrida eletroforética, e 

purificação do gel. O cassete, bem como, os amplicons, os quais também tinham 

sítios de restrição DRA III em ambas extremidades dos fragmentos, foram digeridos 

com a enzima Dra III (New England Biolabs, Reino Unido) a 37 °C por 1 hora e, em 

seguida, purificados pelo kit QIAquick PCR purification (Qiagen, Valencia, CA, EUA), 

e ligados a 16 °C overnight, por meio de T4 DNA ligase (New England Biolabs, 

Reino Unido), com cerca de 800 ng de cassete loxP-Specr-loxP e 1.600 ng dos 

amplicons referente à jusante e montante dos genes omp29 e omp29par. 

Posteriormente, a reação de ligação foi termicamente inativada a 65 °C por 10 

minutos, e a mistura da ligação foi usada diretamente para a transformação natural 

na cepa de A. actinomycetemcomitans D7S-1, como descrito por Wang et al., 2002. 

As colônias transformantes (com gene alvo substituído pelo cassete loxP-Specr- 

loxP) foram verificadas por PCR e designadas como mutantes com deleção 

“intermediária”. A etapa final consistiu na remoção do loxP-Specr-loxP pela 

introdução do vetor Cre, como descrito previamente por Sambrook et al. (1989).  
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Tabela 4- Lista de iniciadores usados para construção e complementação das mutantes de A. actinomycetemcomitans 

Amplicons  
(pb) 

Iniciadores Sequênciasa 
Enzimas 
restrição 

Temperatura 
Anelamento 

Omp29 Parálogo Up Omp29Paral-UpF 5´ ACAAGCAAAATATAATGAAGCACAGG 3´ - 54,4 °C 

(537) Omp29Paral-UpR 5´ TTCACGTGGTGTCTCCTATATTATTAATTTG 3´ DRAIII 

 Omp29 Parálogo Dw Omp29Paral-DwF 5´ TACACGTGGTGTTTAATTGAAGAATAAATAAG 3´ DRAIII 62 °C 

(503) Omp29Paral-DwR 5´ CACCACAAAAGTAGTCTTACAATCC 3´ - 

 Omp29 Up Omp29-UpF 5' AAGTGTTGTCGGTACAGAGCATTC 3' - 50,7 °C 

(528) Omp29-UpR 5' TTCACGTGGTGGATCCTCTATTAATTAGTC 3' DRAIII 

 Omp29 Dw Omp29-DwF 5' AACACGTGGTGTGTTAATTGTTAGCAAATAG 3' DRAIII 54,4 °C 

(610) Omp29-DwR 5' GTTTTAAGCTCACCTTGTTGGTACATTTC 3' - 

 OMP CP Omp CP UpF 5´ CAACTCGAGAAGAACTGCAATCGCATTAG 3´ XhoI 59,5 °C 

(1.051) Omp CP DwR 5´ GAGGATCCTAGTACCGTTAACAGCGATTTC 3´ BamHI 

 PAR CP Par CP UpF 5´ AAACTCGAGAAAAACTGTAATCGCATTAGCTA 3´ XhoI 59,8 °C 

(1.081) Par CP DwR 5´ AAGGATCCTCGTGCCGTTTACTGC 3´ BamHI 

 PKM2 PKM2-F 5´ CGCGTATTGTCGGGCTATTT 3´ - 58,6 °C 

(837) PKM2-R 5´ TCCTTAGCTCCTGAAAATCTCG 3´ - 

 Specr Spe-DwR 5´ AGCCACTGCATTTCCCGCATA 3´ - 60,9 °C 

(971) Spe-UpF 5´ CCCCTCGAGGTCGACACCAC 3´ - 

 Internal Paral (1) Paral IntR 5´ ATGAAAAAAACTGTAATCGCAT 3´ - 50,3 °C 

(1.042) Paral IntF 5´ TTCTACACGACGGTCATC 3´ - 

 Internal Paral (2) PRL IntF 5´ GGCAGCACCGCAAGCAAATAC 3´ - 59,4 °C 

(881) PRL IntR 5´ CGGTAGCGGAAATTGCCTGTTG 3´ - 

 Internal Omp29 Omp IntF 5´ ATGAAAAGAACTGCAATCGCATTA 3´ - 53,1 °C 

(1.072) Omp IntR 5´ TTATTTAGTACCGTTAACAGCGATT 3´ - 

 aSublinhados estão os sítios de restrição. 
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2.8.3 Determinação da expressão das proteínas OMP29 e OMP29par nas mutantes 
de A. actinomycetemcomitans 

 

A expressão de OMP29 e OMP29par nas mutantes defectivas em omp29 e 

omp29par foi analisada após corrida eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-

PAGE a 10% (LAEMMLI, 1970), e coloração utilizando o kit Colloidal blue stainnig 

(Life technologies, Carlsbad, CA, EUA).  

As cepas de A. actinomycetemcomitans AaD7S, AaΔ29, AaΔP29 e 

AaΔ29P29 foram inoculadas em 5 ml de caldo TSBYE (Oxoid Ltda, Basingstoke, 

Hampshire, Inglaterra) e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 por 16 horas a 37 

oC. Posteriormente, as culturas foram mensuradas e ajustadas para uma D.O.495nm 

de 0,5, e em seguida alíquotas de 1 mL destas culturas foram adicionadas em 200 

mL de caldo TSBYE, as quais foram novamente incubadas em atmosfera de 5% de 

CO2 por 16 horas a 37 oC. Posteriormente, as culturas foram ajustadas para uma 

D.O.495nm de 0,1 (equivalente a 108 células) e centrifugadas a 8.000 x g por 10 

minutos, a 4 °C. Os precipitados foram ressuspendidos em PBS e centrifugados 

novamente. As células precipitadas foram ressuspendidas em tampão de 

carregamento (2% SDS) e as amostras foram submetidas à fervura em banho por 10 

minutos, e prontamente depositadas nas canaletas do gel de poliacrilamida e 

submetidas à corrida eletroforética. O peso molecular esperado para a proteína 

OMP29 foi de 34 kDa (KOMATSUZAWA et al., 2002), já que as amostras foram 

aquecidas antes da corrida eletroforética, e para OMP29par, o PM esperado, 

segundo análise com ferramentas do site www.bioinformatics.org seria de 38,44 

kDa. 

 

2.8.3.1 Isolamento de membrana externa 

 

O volume de 200 mL de cultura overnight, da cepa selvagem (D7S-1) e das 

mutantes de A. actinomycetemcomitans (AaΔ29, AaΔP29 e AaΔ29P29), foram 

submetidas à centrifugação (8.000 x g, 10 minutos) e lavadas com PBS (10 mM 

fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,4). Os precipitados resultantes foram ressuspendidos 

em 3 mL de HEPES 10 mM, pH 7,4, contendo 1 mM de Fenilmetilsulfonilflúor 

(PMSF, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As membranas do envelope externo 

foram obtidas pela lise das células, por meio de sonicação por 5 minutos com 20% 

http://www.bioinformatics.org/
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de duração de pulso (duty) e potência 3 (output). As bactérias intactas e detritos 

foram coletados pela centrifugação (7.650 x g por 10 minutos). Os sobrenadantes 

foram cuidadosamente removidos e centrifugados a 100.000 x g por 40 minutos. Os 

precipitados foram ressuspendidos em HEPES 10 mM, pH 7,4 e novamente 

submetidos a centrifugação. Após ressuspensão dos precipitados em HEPES 10 

mM, pH 7,4, foi adicionado N-Laurilsarcosinato de sódio (Merck-Schuchardt, 

Hohenbrunn, Alemanha) até a concentração final de 1%, e as amostras foram 

incubadas em temperatura ambiente por 30 minutos. Este procedimento permite a 

separação das membranas (FILIP et al., 1973; NIKAIDO, 1997), pois as proteínas de 

membrana externa são insolúveis em detergente. A mistura foi centrifugada em 

15.800 x g por 30 minutos e os precipitados foram ressuspendidos em HEPES 10 

mM, pH 7,4, e centrifugados novamente. Os precipitados finais foram 

ressuspendidos em HEPES 10 mM, pH 7,4, e a concentração de proteínas foi 

determinada pela mensuração da absorbância em espectrofotômetro ajustado em 

comprimento de onda de 280 nm (MINTZ, 2004). Alíquotas das suspensões de 

membrana externa, na concentração de 100 μg, foram acrescidas de tampão de 

carregamento e submetidas à corrida eletroforética em gel de poliacrilamida, como 

descrito no item 2.8.3.  

 

2.8.3.2 Análise proteômica por meio de espectrometria de massa 

 

O gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi corado utilizando o kit colloidal blue 

stainnig (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e fotodocumentado. A seguir, foi 

mantido imerso em 1% de ácido acético/H2O e enviado para a facility proteômica da 

Universidade do Sul da Califórnia, localizado na Faculdade Keck de Medicina. As 

bandas, que tinham densidade diferente entre a cepa selvagem e mutantes 

defectivas em omp29 e/ou omp29par, foram excisadas do gel, eluídas com 1% de 

ácido acético/H2O e submetidas à análise por espectrometria de massa usando LTQ 

Orbitrap hybrid Mass Spectrometers. 
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2.8.3.3 Curva de crescimento de A. actinomycetemcomitans 

 

As cepas de A. actinomycetemcomitans: AaD7S, AaΔ29, AaΔP29 e 

AaΔ29P29 foram inoculadas em ágar TSBYE, seguindo-se incubação a 37 oC, por 

48 horas. As colônias bacterianas foram ressuspendidas em caldo TSBYE e as 

culturas incubadas por 16 horas. A D.O.495nm de cada uma das culturas, foi ajustada 

em 0,05. Uma suspensão de 380 μL de cultura bacteriana, de cada cepa, foi 

depositada em poços de placas de 100 poços chamada HoneyComb plate 

(Bioscreen Automation for Microbiology, NJ, EUA), em duplicata, seguindo a adição 

de 20 μL de óleo mineral para propiciar um ambiente com baixa concentração de 

oxigênio. O crescimento foi monitorado em espectrofotômetro (Growth Reader 

Bioscreen C, Oy Growth Cruves Ab Ltd., Bioscreen C Type FP-1100-C, FIN-21280 

Raisio Finlândia) por 48 horas pela determinação da D.O.420-580nm em intervalos de 1 

hora, a 37 oC, sob agitação contínua. O meio de cultura sem inoculação bacteriana 

foi usado como controle. Foi calculada a média da D.O.420-580nm das culturas em 

duplicata, de cada cepa e, determinada a curva de crescimento. 

A análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 

6.0 Software Inc, empregando o teste de variância One-way ANOVA seguido de 

pós-teste de Dunnett. As diferenças entre os grupos, em cada tempo experimental, 

foram consideradas significantes quando p < 0,05.  

 

2.8.3.4 Determinação da produção de OMP29 no extrato de membrana externa de 
A. actinomycetemcomitans por Western Blot 

 

O extrato de membrana externa (item 2.8.3.1) de A. actinomycetemcomitans 

foi utilizado em ensaio de Western Blot, utilizando o soro anti-OMP29his produzido 

em camundongos (item 2.5). Alíquotas de extrato de membrana das cepas: AaD7S, 

AaΔ29, AaΔP29 e AaΔ29P29, foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida SDS-PAGE a 10% (LAEMMLI, 1970), seguindo coloração com 

emprego do Colloidal blue stainnig kit (Life technologies, Carlsbad, CA, EUA), 

conforme a recomendação do fabricante. A seguir, o gel foi transferido para 

membrana de celulose, e esta submetida à Western Blot, como descrito no item 

2.6.1. 
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2.8.3.5 Complementação das mutantes AaΔ29 e AaΔP29 

 

O processo de complementação da deleção foi realizado para restauração 

dos genes omp29 e omp29par nas mutantes AaΔ29 e AaΔP29, respectivamente. Os 

genes omp29 e omp29par foram amplificados e engenheirados com XhoI na região 5‘ 

e BamHI na região 3’ do gene (Tabela 3). Os genes foram amplificados usando a 

enzima Taq high-fidelity polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), ligados ao 

vetor pCR®4-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e tratados com as enzimas de 

restrição BamHI e XhoI (New England Biolabs, Ipswich, MA). Os fragmentos 5'-

BamHI -omp29/ omp29par -XhoI -3' foram purificados após eletroforese em gel 

(QIAGEN Inc., Valencia, CA. EUA), ligados ao vetor pKM2/ltxP (Tabela 1) por meio 

de T4 DNA ligase (New England BioLabs (New England BioLabs Inc., Ipswich, MA, 

EUA), o qual foi tratado com as mesmas enzimas e desfosforilado usando fosfatase 

alcalina (Roche, Indianapolis, IN, EUA). A reação de ligação foi transformada em E. 

coli DH5-α, e colônias foram selecionadas em placas de Luria Bertani (LB) com 20 

μg/mL de cloranfenicol. Os plasmídeos contendo os genes omp29 e omp29par foram 

extraídos e confirmados por meio de PCR utilizando os iniciadores PKM2 (Tabela 4). 

Adicionalmente, os genes foram liberados do vetor por meio das enzimas BamHI e 

XhoI. Os plasmídeos foram sequenciados e transformados nas respectivas 

mutantes. Os vetores pKM2/omp29 e pKM2/omp29par foram transformados nas 

respectivas mutantes: AaΔ29 e AaΔ29P. 

 

2.9 Interação de OMP29his e de mutantes de A. actinomycetemcomitans 
defectivas em omp29 e/ou omp29par com célula epitelial gengival 

 

2.9.1 Cultura primária e linhagem de célula epitelial gengival humana imortalizada  

 

A linhagem de célula epitelial normal gengival imortalizada (OBA-09) (Oda e 

Watson, 1990), foi utilizada. Estas células epiteliais gengivais humanas (CEGH) 

foram isoladas a partir de tecido gengival e transfectadas com o gene do antígeno T 

do vírus símio 40 (SV40), usando o vetor pMT10D.  

Células OBA-09 foram inoculadas em garrafas plásticas pré-revestidas com 

colágeno tipo I (BD bioscience, New Jersey, EUA) contendo meio queratinócito, 

isento de soro (KSFM), contendo insulina, EGF e FGF (Invitrogen Gibcon, Invitrogen 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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Inc., Carlsbad, EUA) (KSFM completo) e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de 

CO2 (UMEDA et al., 2012). A seguir, a camada de células confluentes, em garrafa 

de cultura celular de 75 cm2, foi removida com 5 mL de solução de tripsina sem 

EDTA (TrypLETM Express, Gibcon, Invitrogen Inc. Carlsbad, CA, EUA) por 5 minutos 

a 37°C. Em seguida, foi adicionado 5 mL de inibidor de tripsina (Defined Trypsin 

Inhibitor, Gibcon, Invitrogen Inc. Carlsbad, CA, EUA), e as células foram 

centrifugadas a 1.200 rpm por 10 minutos, a 4 °C.  

 

2.9.2 Ensaio de Interação bacteriana 

 

As células epiteliais (OBA-09), na concentração de 105, foram cultivadas 

como descrito no item 2.9.1, e adicionadas à placa de 96 poços (Corning- Costar, 

NY, EUA) e acrescidas de meio KSFM isento de antibiótico, seguindo-se incubação 

por 16 horas. As cepas AaD7S, AaΔ29, AaΔP29 e AaΔ29P29 foram cultivadas 

(como descrito no item 2.1.1) e, no dia em que antecedeu o experimento, as cepas 

foram inoculadas em caldo TSBYE e cultivadas por 16 horas. No dia seguinte, foi 

realizada uma diluição para obter D.O.495nm de 0,1 e as culturas foram incubadas por 

4 horas, até atingirem o meio da fase exponencial. A cultura então foi ajustada para 

D.O.495nm ~0,3, ou seja, 2 x 108 células/mL e centrifugada a 1.180 x g por 10 minutos, 

a 4 ºC. O sobrenadante foi então descartado e o precipitado foi ressuspendido em 

meio KSFM e as células bacterianas adicionadas às células epiteliais, em uma 

multiplicidade de infecção (Multiplicity of infection, MOI) de 1:1.000 (OBA-09 1x105 

células e A. actinomycetemcomitans 1x108 células). Após 4 e 24 horas de co-cultura, 

as células foram submetidas à duas lavagens com PBS para remoção das 

bactérias/células epiteliais não aderentes. Para os ensaios de expressão gênica de 4 

horas de interação, seguiu-se a extração do RNA utilizando o RNA extraction kit 

(Qiagen, Hilden, Alemanha), enquanto o Mini Kit Qiagen RNeasyProtocol (Qiagen; 

Valencia, CA, EUA) foi usado para os ensaios de expressão gênica após 24 horas 

de interação. A quantidade e a qualidade de RNA foram determinadas em 

espectofotômetro pela mensuração da absorbância a 260 e 280 nm (Nanodrop, 

Wilmington, DE, EUA). A síntese do cDNA foi realizada utilizando o kit de transcrição 

reversa de alta performace (QuantiTec Reverse Transcription Kit - Qiagen; Valencia, 

CA, EUA) para os ensaios após interação por 4 horas, e o kit SuperScript® VILO 
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(Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA), segundo as instruções do fabricante, 

para os ensaios de expressão gênica de 24 horas. Em seguida, a qualidade e a 

quantidade do cDNA foram determinadas e as amostras armazenadas em freezer -

20 ºC até o uso. 

 

2.9.2.1 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 4 horas 
por PCR Array 

 

A expressão gênica foi avaliada utilizando o sistema PrimePCR Pathway 

Plate/Acute Inflammation Response H96 (Bio-Rad; Hercules, CA, EUA), um array 

para avaliar a expressão gênica de resposta inflamatória por meio de PCR tempo 

real. Foram utilizados 100 ng de cDNA resultante da expressão gênica de OBA-09, 

após interação de 4 horas com AaD7S, AaΔ29, AaΔP29 e AaΔ29P29, e seguiu-se o 

protocolo, de acordo com fabricante. Os níveis de transcritos de cada um dos genes 

avaliados (adamA17, akt1, akt2, bax, bcl2, becn1, birc3, c3, casp3, casp8, cd14, 

cd74, cebpb, chuk, clu, creb1, crp, cxcl12, edn1, ep300, ets1, fas, faslg, fn1, fos, 

fosb, grb2, hmox1, hprt1, hras, icam1, ifng, ikbkb, IL-1α, il-1β, il-2, il-4, il-6, il-6st, il-8, 

irak1, irak2, irf1, jun, junb, map2k1, map2k2, map3k5, mapk1, mapk12, mapk14, 

mapk3, mif, mmp1, myd88, nfk1, nfk2, nfkbia, nos2, nr3c1, prkcq, ptgs2, rac11, raf1, 

rela, relb, ripkR1, serpine1, shc1, socs3, sos2, stat1, stat3, sumo1, tlr1, tlr2, tlr4, 

tnfrsfia, tnfrsfib, tp53, ubaU52, ubb, ubc, VCAM1, gdna, tbp, gapdh, hprt1, pcr, rq1, 

rq2 e rt) foram expressos em valores de CT, e os valores normalizados em relação 

ao gene de referência gliceraldeído-3-fostato desidrogenase, gapdh. Em seguida, 

comparados de acordo com o tratamento realizado (co-cultura com AaD7S e 

mutantes defectivas em omp29 e omp29par). Os dados foram comparados com a 

cultura de célula acrescida da cepa AaD7S. A análise da expressão foi realizada 

com emprego do programa Bio-Rad CFX Manager 3.0, e resultaram em valores de 

“limiar” de ciclo (Cycle Threshold - CT) para cada amostra. Após o uso de método 

comparativo do ∆∆CT (PFAFFL, 2001), a análise estatística foi realizada com auxílio 

do programa GraphPad Prism 6.0 Software Inc, empregando o teste de variância 

One-way ANOVA seguido do pós-teste de Dunnett. As diferenças entre os grupos 

foram consideradas significantes quando p < 0,05.  
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2.9.2.2 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 4 horas 
por qRT-PCR 

 

A expressão gênica foi avaliada utilizando iniciadores QuantiTect Primer 

Assay (Qiagen; Valencia, CA). Foram utilizados 100 ng de cDNA resultante da 

expressão gênica de OBA-09, após interação de 4 horas com AaD7S, AaΔ29, 

AaΔP29 e AaΔ29P29. Para os iniciadores selecionados, foram utilizados os kits 

QuantiTect SYBR Green PCR (Qiagen, Valência, CA, EUA), e seguiu-se o protocolo, 

de acordo com o fabricante. Os níveis de transcritos de cada um dos genes 

avaliados (il-1β, il-8, il-12α, ptgs2, tnf) foram expressos em valores de CT, e os 

valores normalizados em relação ao gene de referência gliceraldeído -3- fostato 

desidrogenase, gapdh. Em seguida, foram comparados, de acordo com o tratamento 

realizado (co-cultura com AaD7S e mutantes defectivas em omp29 e omp29par). Os 

dados foram comparados com a cultura de célula acrescida da cepa AaD7S.  

Todas as amplificações foram realizadas em grades ópticas em placas de 96 

poços e os dados de fluorescência foram processados usando o StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA) e resultaram em 

valores de “limiar” de ciclo (Cycle Threshold - CT) para cada amostra. As dosagens 

gênicas foram obtidas por meio do método comparativo do ∆∆CT (PFAFFL, 2001) e 

a análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 6.0 

Software Inc, empregando o teste de variância One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Dunnett. As diferenças entre os grupos foram consideradas significantes 

quando p < 0,05. 

 

2.9.2.3 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 24 horas 
por qRT-PCR 

 

A quantificação da expressão gênica de célula epitelial OBA-09, após 

interação de 24 horas com as cepas AaD7S, AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29, foi 

realizada por reação de polimerase em tempo real (qRT-PCR). Foram usados 100 

ng de cDNA para a reação que empregou o sistema TaqMan (Applied Biosystems), 

a qual consistiu em: 1 μL de sonda Taqman e 10 μL de TaqMan Fast Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems), em um volume final de 20 μL/reação. Os genes 
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avaliados foram: il-1 (Hs 01555410_m1), il-6r (Hs 01075666_m1), il-8 (Hs 

00174103_m1), il-10 (Hs 00155485_m1), il-18 (Hs 01038788_m1), tnf (Hs 

01113624_g1), nod1 (Hs 00196075_m1), nod2 (Hs 00223394_m1), nlrp3 (Hs 

00918082_m1), trl2 (Hs 01872448_s1) e trl4 (Hs 00152939_m1). A reação foi 

realizada em termociclador (Step one Plus Real-Time PCR system, Applied 

Biosystems), programado para as condições de amplificação: 50 °C / 2 minutos, 95 

°C/ 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C/ 15 minutos e 60 °C/ 1 minuto. Todas 

as reações foram submetidas às mesmas condições de análise e normalizadas pelo 

sinal do corante de referência passiva ROX, para correção de flutuações na leitura 

decorrentes das variações de volume e evaporação ao longo da reação. Os 

resultados, expressos em valores individuais de CT, foram transferidos para 

planilhas e agrupados de acordo com o tratamento realizado, e normalizados com 

relação aos valores obtidos para o gene de referência gliceraldeído-3-fostato 

desidrogenase (gapdh – Hs 02758991_g1).  

Todas as amplificações foram realizadas em grades ópticas em placas de 96 

poços e os dados de fluorescência foram processados usando o StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA) e resultaram em 

valores de “limiar” de ciclo (Cycle Threshold - CT) para cada amostra. As dosagens 

gênicas foram obtidas por meio do método comparativo do ∆∆CT (PFAFFL, 2001) e 

a análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 6.0 

Software Inc, empregando o teste de variância One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Dunnett. As diferenças entre os grupos foram consideradas significantes 

quando p < 0,05. 

 

2.9.3 Interação da proteína recombinante OMP29his com célula epitelial gengival 
(OBA-09) por qRT-PCR 

 

Uma concentração de 105 células epiteliais OBA-09 (cultivadas como descrito 

no item 2.9.1) foram adicionadas aos poços de placas de 24 poços (Corning- Costar, 

NY, EUA), em meio K-SFM isento de antibiótico, e incubadas durante 16 horas. A 

proteína recombinante OMP29his foi adicionada na concentração de 1 μg por poço, 

seguindo-se incubação por 0, 2, 6, 12 e 24 horas. A seguir, as células e o 
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sobrenadante foram coletados. Foi realizada extração do RNA conforme as 

instruções do fabricante, utilizando o kit RNA extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha). 

A quantidade e a qualidade de RNA foram mensurada em espectofotômetro 

(Nanodrop, Wilmington, DE, EUA) e em seguida realizada a obtenção do cDNA. A 

síntese do cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript® VILO (Thermo Fisher 

Scientific, Rockford, EUA), segundo as instruções do fabricante. Em seguida, a 

qualidade e a quantidade do cDNA foram mensuradas em espectofotômetro 

(Nanodrop) e as amostras foram armazenadas em freezer -20 ºC até o uso.  

A análise da expressão gênica da célula epitelial gengival (OBA-09), após 

interação com a proteína recombinante OMP29his, foi realizada por meio do sistema 

taqman, utilizando os mesmos genes e método descrito no item 2.9.2.3.  

Todas as amplificações foram realizadas em grades ópticas em placas de 96 

poços e os dados de fluorescência foram processados usando o StepOnePlus™ 

Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA) e resultaram em 

valores de “limiar” de ciclo (Cycle Threshold - CT) para cada amostra. As dosagens 

gênicas foram obtidas por meio do método comparativo do ∆∆CT (PFAFFL, 2001) e 

a análise estatística foi realizada com auxílio do programa GraphPad Prism 6.0 

Software Inc, empregando o teste de variância One-way ANOVA seguido do pós-

teste de Dunnett. As diferenças entre os grupos foram consideradas significantes 

quando p < 0,05. 

 

3 RESULTADOS 

 

3.1 Análise filogenética baseada nas sequências de omp29 e omp29par e da 
região promotora 

 

Todas as sequências de A. actinomycetemcomitans avaliadas apresentavam 

os genes omp29 e o gene, por nós denominado, omp29par. A lista das cepas 

avaliadas, bem como os sorotipos e números de ID, e a sua origem estão 

apresentados na Tabela 2. Também estão apresentadas as amostras controle A. 

aphrophilus. Esta análise permitiu mostrar que os genes omp29 e omp29par são 
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conservados em A. actinomycetemcomitans e distintos do gene homólogo 

encontrado na espécie relacionada A. aphrophilus.  

 

 

3.1.1 Análise filogenética baseada nas sequências de omp29 e omp29par 

 

A análise filogenética permitiu observar a relação entre sequências dos genes 

omp29 e omp29par e os sorotipos de A. actinomycetemcomitans. A análise 

filogenética com base na sequência de omp29par indicou maior similaridade entre os 

sorotipos b e c do que com os demais, enquanto o dendrograma obtido com base na 

sequência de omp29 revelou maior distância entre as cepas dos sorotipos b e c do 

que entre b e os demais sorotipos (Figuras 5 e 6). No entanto, foram observadas 

exceções com relação à filogenia com base em omp29 e omp29par e os sorotipos. 

Por exemplo, a análise filogenética das sequências de omp29 e omp29par permitiu 

alocar as cepas RHAA1, sorotipo b, isolado de macaco e SC1083, sorotipo e, em um 

mesmo ramo, distante filogeneticamente das demais cepas do sorotipo b isoladas de 

humanos. 

 

3.1.2  Análise filogenética baseada na sequência da região promotora omp29 e 
omp29par 

 

A análise das sequências com base na região do promotor do gene omp29 

das cepas de A. actinomycetemcomitans, revelou que esta região é muito 

conservada em amostras desta espécie, embora o sorotipo c (SCC2302_1156, 

D17P2_1388, AAS4A_0603 e D11S_1573), tenha mostrado uma grande variação 

genética em relação aos demais sorotipos. A análise filogenética baseada na região 

promotora de omp29par mostrou maior heterogeneidade e foi observada grande 

diferença na região promotora de duas cepas do sorotipo b (SCC1398_0099 e 

SCC4092_0068) em relação às demais, apesar do gene omp29par estar muito 

conservado entre as amostras (Figuras 7 e 8).
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Figura 5-  Árvore filogenética de A. actinomycetemcomitans sorotipos a, b, c, d, e e f, baseada na análise da sequência do gene omp29, gerada utilizando os 
métodos Neighbor Joining e análise da distância genética por meio do método Jukes e Cantor. Sequências de cepas de A. aphrophilus (ATCC 
3389 e NT05HA) foram utilizadas como outgroups. 
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Figura 6-  Árvore filogenética de A. actinomycetemcomitans sorotipos a, b, c, d, e e f, baseada na análise da sequência do gene omp29par, gerada utilizando 
os métodos Neighbor Joining e análise da distância genética por meio do método Jukes e Cantor. Sequências de cepas de A. aphrophilus (ATCC 
3389 e NT05HA) foram utilizadas como outgroups. 
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Figura 7-   Árvore filogenética de A. actinomycetemcomitans sorotipos a, b, c, d, e e f baseada no promotor (300 pb a jusante) do gene omp29 e gerada 
utilizando os métodos Neighbor Joining e análise da distância genética por meio do método Jukes e Cantor. Sequências de cepas de A. 
aphrophilus (ATCC 3389 e NT05HA) foram utilizadas como outgroups. 
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Figura 8- Árvore filogenética de A. actinomycetemcomitans sorotipos a, b, c, d, e e f, baseada no promotor (300 pb a jusante) do gene omp29par e gerada 
utilizando os métodos Neighbor Joining e análise da distância genética por meio do método Jukes e Cantor. Sequências de cepas de A. 
aphrophilus (ATCC 3389 e NT05HA) foram utilizadas como outgroups.  
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3.2 Determinação dos níveis de transcrição relativa de omp29 em diferentes 
cepas de A. actinomycetemcomitans 

 

A Figura 9 representa a expressão diferencial de omp29 nas 11 cepas de A. 

actinomycetemcomitans cultivadas em caldo TSBY-E até atingirem a fase 

exponencial de crescimento. Foram utilizadas as seguintes cepas: sorotipo a 

(707, C27-1 e C21-1), sorotipo b não JP2-like (G104-2, 194 e FDC Y4), sorotipo 

b JP2-like (G111-1, HK 1651 e JP2), e sorotipo c (1519 e 721). Observou-se 

que não houve associação da expressão relativa de omp29 entre os sorotipos 

avaliados (Figura 9). Já quando as cepas são analisadas individualmente pudemos 

notar diferenças estatisticamente significantes (Figura 10). As cepas 707 e C21-1 

apresentaram regulação positiva para omp29, entretanto C27-1, a qual também 

pertence ao sorotipo a não apresentou regulação semelhante, portanto estes dados 

indicam que a expressão de omp29 pode variar entre os isolados de A. 

actinomycetemcomitans, o qual pode influenciar o potencial patogênico dos isolados. 

 

 
Figura 9- Análise de expressão relativa de omp29 utilizando as cepas sorotipo a, b e c. Sorot. a 

representa grupo de cepas sorotipo a (707, C27-1 e C21-1), sorot. b min 
representam grupo de cepas sorotipo b não JP2-like (G104-2, 194 e FDC Y4), já sorot. 
b alt representa grupo de cepas JP2-like (G111-1, HK 1651 e JP2), sorot. c 
representa grupo de cepas sorotipo c (1519 e 721). As barras representam o 
valor mediano da expressão relativa média de cada sorotipo, além do valor 
mínimo e máximo. Os dados foram normalizados utilizando-se o gene 16S rRNA como 
controle endógeno. * Kruskal Wallis seguido do pós-teste de Dunn (significante, p < 
0,05). 
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Figura 10-  Análise de expressão relativa de omp29 utilizando as cepas sorotipo a, b e c 
individualmente. Cepas sorotipo a (707, C27-1 e C21-1), cepas sorotipo b não JP2-
like (G104-2, 194 e FDC Y4), cepas JP2-like (G111-1, HK 1651 e JP2), cepas 
sorotipo c (1519 e 721). As barras representam o valor mediano da expressão 
relativa média de cada sorotipo, além do valor mínimo e máximo. Os dados 
foram normalizados utilizando-se o gene 16S rRNA como controle endógeno e foi 
usada a cepa HK 1651 como controle. * One-way ANOVA seguido do teste de 
Dunnett (significante, p < 0,05). 

 

 

3.3 Obtenção de OMP29 recombinante 

 

O peptídeo sinal, que direciona a proteína de membrana externa até o seu 

destino final, parece dificultar o processo de expressão da proteína pós-clonagem. 

Foi observado nos experimentos de indução da OMP29his que quando a sequência 

do peptídeo sinal estava presente não era observada a produção da proteína, 

mesmo após a alteração de parâmetros como temperatura, linhagens de células 

hospedeiras e concentração de IPTG. Já quando a sequência do peptídeo sinal foi 

removida, houve expressão da proteína recombinante OMP29. Para isso, os 

iniciadores TOPO OMP29 (Tabela 3) foram utilizados para amplificar omp29 de A. 

actinomycetemcomitans HK1651 contendo inicialmente o peptídeo sinal (Figura 11). 

Esse fragmento foi ligado ao vetor pCR®4-TOPO®. 
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Figura 11- Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde produtos da reação de 

amplificação do gene omp29 de A. actinomycetemcomitans HK1651 foram submetidos à 
eletroforese. Foram utilizados os iniciadores TOPO OMP29 (Foward 5´ 
GATTTTCGGCTTTTTAGTAGGATA 3´ e Reverse 5´ ATGTTTGGCTCGGGTATTTA 3´, 
resultando em amplicons de 1.561 pb. Coluna PM, 1 Kb Mass Ladder (Invitrogen, São 
Paulo, Brasil); Coluna CN, controle negativo; Coluna HK, controle positivo HK 1651.  

 

 

O programa Signal 3.0 Server foi utilizado para predizer qual a sequência do 

gene que codifica o peptídeo sinal e, baseado nesta predição, foram desenhados os 

iniciadores pET OMP29 com sítios de restrição BamHI e XhoI (Tabela 3) para 

amplificação do gene omp29 sem o peptídeo sinal (Figura 12), o qual havia sido 

anteriormente ligado ao vetor pCR®4-TOPO®. 

 

 

 

Figura 12- Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde produtos da reação de 
amplificação do gene omp29 de A. actinomycetemcomitans, foram submetidos à 
eletroforese. Foram utilizados os iniciadores pET OMP29 (foward 5´ 
ATGAAAAGGGATCCAATCGCATT 3´ e reverse 5´ AACTCGAGAATTATTTACTACCG 
3´, resultando em amplicons de 1.051 pb. Coluna PM, 1Kb Mass Ladder (Invitrogen, São 
Paulo, Brasil); Coluna CN, controle negativo; Coluna HK, controle positivo HK 1651. 

 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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O produto de amplificação de omp29 sem o peptídeo sinal foi novamente 

ligado ao vetor pCR®4-TOPO® e este transformado em E. coli DH5-α. O vetor 

pTOPOomp29SPS foi extraído, digerido com as enzimas de restrição (BamHI e 

XhoI) e o fragmento de omp29 sem o peptídeo sinal foi purificado após eletroforese 

em gel de agarose. O vetor pET28B também foi submetido à digestão com as 

mesmas enzimas seguido de procedimento de purificação (Figura 13).  

 

 

 (B)    (A)           
Figura 13-  Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde mostram os produtos da reação 

de digestão do vetor pTOPOomp29SPS: pCR®4-TOPO® (3.9 kb) + omp29 sem peptídeo 
sinal (1.039 pb) (Figura A) e digestão do vetor pET28B (Figura B), foram submetidos à 
eletroforese. Foram utilizados as enzimas de restrição BamHI e XhoI. Em (PM) 1 Kb 
Mass Ladder (Invitrogen, São Paulo, Brasil). 

 
 

Em seguida, os fragmentos que codificam a OPM29 e o vetor pET28B 

linearizado foram ligados e transformados em E. coli BL21 (DE). Verificou-se a 

presença de 3 clones que albergavam o plasmídeo com inserto, quando estes foram 

comparados com o controle, o qual possuía o plasmídeo pET28B sem o inserto 

(Figura 14). Em seguida, foi realizada a confirmação da identidade dos insertos dos 

3 clones por meio de PCR com os iniciadores pET OMP29 (Figura 15) e por 

sequenciamento utilizando os iniciadores: T7 universal: 5’ 

TAATACGACTCACTATAGGG 3’ e T7 Terminator: 5’ GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

3, os quais amplificam parte do promotor T7 do vetor pET28B (Figura 15) e 

permitiram mostrar que o gene estava no quadro de leitura correto (Figura 16).  

 
 
 
 
 
 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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Figura 14- Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde os plasmídeos extraídos foram 
submetidos à eletrorese, para verificação da presença do inserto. Como controle foi 
utilizado apenas o plasmídeo sem o inserto (C) e os números representam os 
plasmídeos de 14 clones. Os clones 4, 6 e 7 (indicados pela seta) apresentam 
plasmídeos recombinantes.  

 
 

 

 

 

 

Figura 15- Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde produtos da reação de 
amplificação do gene omp29, foram submetidos à eletrorese. Foram utilizados os 
iniciadores pET OMP29 (foward 5´ ATGAAAAGGGATCCAATCGCATT 3´ e reverse 5´ 
AACTCGAGAATTATTTACTACCG 3´), resultando em amplicons de 1.051 pb. Coluna PM, 
1Kb Mass Ladder (Invitrogen, São Paulo, Brasil); Coluna N, controle negativo; C1, C2 e 
C3, representam amplicons dos clones 4, 6 e 7 (Figura 14). 
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             1 TAT ACC ATG GGC AGC AGC CAT CAT CAT CAT CAT CAC AGC  
      40 AGC GGC CTG GTG CCG CGC GGC AGC CAT ATG GCT AGC ATG  

      79 ACT GGT GGA CAG CAA ATG GGT CGG GAT CCA ATC GCA TTA  

     118 GCT ATC GCT GGT TTA GCA GCA GCA ACA GTA GCA CAG GCA  

     157 GCA CCA CAA GCA AAC ACT TTC TAT GCT GGT GCA AAA GCC  

     196 GGT TGG GCT TCG TCT CAT CAC GGA TTA AAT CAA TTT AAA  

     235 CAG AAA GGA GTT TCT ATA AAT CGT AAC TCT GAG GCT TAC  

     274 GGC GTT TTC GGT GGT TAT CAA ATT ACA GAT AAC TTC GCT  

     313 GTT GAA GCA GGT TAT GAA TAT TTT GGA CGT TCT AAG GCT  

     352 AAA GTT AAT GGT GCT CAA CGC TTT AGA CAT ACT GCT CAT  

     391 GGT ACA ACT TTA GCC CTT AAG GCA AGT TAT CCT GTA TTG  

     430 GAC AAC TTA GAT GTT TAT GGA CGT GTT GGC GCC GCT TTA  

     469 ATT CGT AGT GAT TAT AAA GTT GGT CAA GCC AAT AAA CCT  

     508 GAT AGA TAT CAC AAT TTG AAA GTA TCT CCG GTT TTT GCC  

     547 GGT GGT GTT GAG TAT GCC ATT CTT CCT GAA CTG GCA TTA  

     586 CGA GCA GAA TAT CAA TGG GTT AGC CGT GTA GGT AAC TTA  

     625 GGC CGT GCA GAA GAA AAA GCC GAC CGT TCT GCA CGT ACA  

     664 ATT GAT TAT TCA CCG GAC ATC GGT TCT GTA GCA GTT GGC  

     703 TTG TCT TAC CGT TTC GGT CAA GGT GTA GCG CCT GCT CCG  

     742 GCT CCT GAA GTT GTA AGA AAG ACA TTC AGT TTG AAC TCT  

     781 GAT GTA ACT TTC GCA TTC GGT AAA GCT AAC TTA AAA CCA  

     820 CAA GCA CAA AAC ACA TTA GAT GGC ATC TAC GGC GAA ATC  

     859 GCT CAA GTG AAC AAT GCT AAT GTT CAA GTT GCA GGT TAT  

     898 ACA GAC CGT ATC GGT TCC GAC GCT TAC AAC CAA AAA TTA  

     937 TCT CAA AGA CGT GCT GAA ACT GTA GCA AAC TAC CTT GTA  

     976 TCT AAA GGT GTT TCT CAA CAA GCC ATC TCT GCT ACC GGT  

    1015 CAC GGT AAA GCA AAT CCG GTT ACC GGT AAC AAA TGC GAC  

    1054 GTA GTT AAA GGT CGT AAA GCG CTT ATC GCT TGT TTG GCT  

    1093 GAT GAC CGT CGC GTA GAA ATC GCT GTT AAC GGT ACT AAA  

    1132 TAA 

Figura 16-  Sequenciamento para confirmação do gene omp29 no quadro de leitura do vetor pET28B. 
A sequência de nucleotídeos mostra, em verde, o fragmento do gene omp29 sem o 
peptídeo sinal; em azul, parte do fragmento do vetor pET28B; em amarelo, o códon de 
ínicio do pET28B; em vermelho, o sítio de restrição BamHI e, em azul, o códon de 
parada do gene omp29. Foi utilizado o iniciador T7 universal e T7 terminator para 
condução da análise.  

 
 

Após a confirmação da identidade do inserto de omp29, a expressão de 

OMP29his foi induzida, sendo o cultivo na presença de 1 mM IPTG a 37 °C a partir 

de 2 horas (Figura 17A) a melhor condição de indução. A proteína foi purificada e, 

desta forma, foi possível observar a banda única de OMP29his de cerca de 37 kDa 

(Figura 17B), como esperado após aquecimento (KOMATSUZAWA et al., 2002).  
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(A) (B)  

Figura 17-  Gel de poliacrilamida 10% SDS-Page de alíquota das culturas de E. coli recombinante, 
após a indução da expressão de OMP29his com 1 mM de IPTG por 5 horas. PM: 
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein, Bio-Rad) em kDa. (A): Precipitado 
em todos os tempos. A seta indica banda correspondente a OMP29his aquecida, com 
aproximadamente 37 kDa.  (B): Proteína OMP29 purificada (Omp29his) aquecida com 
aproximadamente 37 kDa. 

 

 

3.4 Obtenção de soro murínico policlonal anti-OMP29 

 

Este ensaio foi realizado para obtenção de soro anti-OMP29his. Os 

camundongos Balb/c foram inicialmente imunizados via subcutânea com a 

proteína OMP29 recombinante purificada na concentração de 20 µg, com 

adjuvante em volume de 100 µl. O título de anticorpos anti-OMP29his foi baixo 

após a injeção inicial. Em função disso, injeções de reforço após 2 semanas 

foram administradas com 50 µg de OMP29his, em um volume de 200 µl com 

administração de reforços adicionais após 7 dias, 3, 4, 6 e 7 semanas. Os soros dos 

camundongos inoculados com OMP29his, apresentaram títulos altos de 

anticorpos anti-OMP29, a partir de 42 dias da imunização primária (Figuras 

18, 19 e 20).  
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Figura 18-  Dados de D.O.490nm em ensaio de ELISA 21 dias após imunização primária com 20 µg, 
usando diferentes concentrações de soro de camundongos imunizados contra OMP29his 
e controles não imunizados. * Two way ANOVA seguido de pós-teste de Tukey, p < 
0,0001 para animal 3 na diluições 1:100, 1:500 e 1:1.000. 

 

 

Figura 19- Dados de D.O.490nm em ensaio de ELISA 42 dias após imunização primária e reforço de 
50 µg ao 21º dia, usando diferentes concentrações de soro de camundongos imunizados 
contra OMP29his e controles não imunizados. * Two way ANOVA seguido de pós-teste de 
Tukey, p<0.0001 para os animais 2 e 3 nas diluições 1:100, 1:500 e 1:1.000, p<0,0001 
para o animal 1 nas diluições 1:100 e 1:1500 e p<0,05 para a diluição 1:1.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 20- Dados de D.O.490nm em ensaio de ELISA 63 dias após imunização primária e reforço de 

50 µg ao 42º dia, usando diferentes concentrações de soro de camundongos imunizados 
contra OMP29his e controles não imunizados. * Two way ANOVA seguido de pós-teste de 
Tukey, p<0.0001 para os animais 2 e 3 nas diluições 1:100, 1:500 e 1:1.000, p<0,0001 
para o animal 1 nas diluições 1:100 e 1:1500 e p<0,05 para a diluição 1:1.000. 
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3.4.1 Reconhecimento de OMP29his pelo soro murínico anti-OMP29his e soro de 
indivíduo com periodontite agressiva localizada 

 

A proteína recombinante OMP29his apresenta um PM próximo de 37 kDa, a 

qual difere da proteína nativa (29KDa) ou 34KDa quando aquecida, já que OMP29his 

possui cauda de histidina fusionada (6 aminoácidos). A cauda de histidina, presente 

na região N-terminal do vetor pET28B, fusiona-se à proteína recombinante durante a 

expressão do vetor, e é útil no processo de purificação por meio de cromatografia de 

afinidade.  

A proteína OMP29his foi reconhecida em ensaio de Western blot pelo soro 

policlonal IgG anti-Omp29his e pelo soro de um indivíduo com periodontite agressiva 

localizada colonizado por A. actinomycetemcomitans. Desta forma, demonstramos 

que a proteína recombinante foi corretamente construída (Figura 21). 

 

 

 
Figura 21-  Gel de poliacrilamida 10% SDS- Page de alíquota da proteína recombinante Omp29his. (1) 

Decteção de OMP29his usando soro policlonal anti-OMP29his por meio de Western blot. 
(2) Detecção de OMP29his usando soro do indivíduo com periodontite agressiva 
localizada.  

 

 

3.5  Interação da proteína recombinante OMP29his com proteínas da matriz 
extracelular (pECM) 

 

A proteína OMP29his de A. actinomycetemcomitans (AaOMP29his) parece ter 

uma ligação específica à fibronectina, já que os dados apresentados na Figura 22, 

mostraram que AaOMP29his teve interação estatisticamente significante com a 

fibronectina plasmática e celular, quando comparadas ao controle negativo (fetuína). 

A laminina e o fibrinogênio apresentaram uma tendência de interação entretanto 

sem diferença estatística. As proteínas plasminogênio, colágenos tipo I, III, IV e V 

não apresentaram interação com AaOMP29his, quando comparados com o controle 

negativo. Embora, as análises tenham mostrado interação com a fibronectina, os 
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domínios testados F30 e F45, não mostraram interação com AaOMP29his, F30 não 

interagiu e F45 teve uma ligação não expressiva. 

 

                A                                                          B 

  

 

 

               C                                                         D 

  

 

 

                              E 

  

 

Figura 22-  Dados de D.O.490nm em ensaio de ELISA para análise da interação de OMP29his com as 
proteínas de matriz (laminina (A), fibrinogênio (B), fibronectina plasmática (C) e celular 
(D) e o seu domínio F45 (E). Os valores apresentados são as diferenças obtida após a 
subtração e comparação com controle negativo (fetuína). * Mann Whitney (significante, p 
< 0,05).  
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3.6 Obtenção das mutantes de A. actinomycetemcomitans defectivas em 
omp29 e omp29par 

 

Após a construção do DNA doador com o cassete de resistência à 

espectinomicina (loxP-Specr-loxP) flanqueado pelas regiões homólogas à montante 

e à jusante dos genes omp29 e omp29par foi realizada substituição alélica do gene 

alvo, etapa que denominamos de mutante intermediária. Em seguida, realizou-se a 

remoção do loxP-Specr-loxP deixando a cicatriz loxP na região da deleção e esta 

etapa foi denominada de mutante final. Para confirmar o sucesso na obtenção das 

cepas mutantes finais AaΔ29 e AaΔ29P realizou-se reações de PCR utilizando 

iniciadores que anelam-se à jusante e à montante dos genes alvo representada pela 

Figura 23 e sequenciamento representada pela Figura 24. 

 

 

                                  A                     B   

 

Figura 23- Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde produtos de PCR usando como 
molde DNA extraído da cepa selvagem e das mutantes finais AaΔ29 e AaΔ29P foram 
submetidos à eletroforese. (A) Coluna (1), 1Kb Mass Ladder (New EnglandBiolabs- UK). 
Colunas (2) e (3), controle negativo com água destilada e controle positivo (AaD7S), 
respectivamente. Coluna (4), amplicons obtidos usando como molde DNA da mutante final 
AaΔ29. Foram utilizados para esta reação os iniciadores Omp29-UpF e Omp29-DwR 
(Tabela 4). O tamanho dos amplicons esperados para a cepa selvagem (AaD7S) e para a 
mutante final de omp29 são 2.179 pb e 1.181 pb, respectivamente. (B) Coluna (1) 1Kb 
Mass Ladder (New EnglandBiolabs- UK) e Colunas (2) e (3) controle negativo com água 
destilada e controle positivo (AaD7S), respectivamente. Colunas (4), amplicons obtidos 
usando como molde DNA da mutante final AaΔ29P. Foram utilizados para esta reação os 
iniciadores Omp29Paral-UpF e Omp29Paral-DwR. O tamanho dos amplicons esperados 
para a cepa selvagem (AaD7S) e para a mutante final de omp29par (AaΔ29P) são: 2.111 
pb e 1.083 pb, respectivamente. 
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                  A 
       1 TAAGTCTACA AGGAGACACT GGGGAACCAT TTTTTAAACG AGGTAGTATT  

      51 TGCATGACGC TTTATTAGTT AGAGCGGTAG AAAGTAACCG AATCTTAACA  

     101 CACAAATGCA GAATATTGTC AGTAGAAAAA GGCAAATAAA TATTAAATTT  

     151 ACTGAATAAA TTCTTAAGAT TGGTTGATTA GTGAACTAGA AAGATGTTGG  

     201 GTTGTTTAAA AAACAATCAA AAAAACTTAA GTTGTTTGAT TTTTGGCTTT  

     251 TTAGTAGGAT AATGTCTGAA CTTTTAAACA GTCATTTCAT AAGGGATATG  

     301 TATTTGTTAA AAGTATATGG GGTGAATTCA ACTTCGTATT AAACAATATC  

     351 TTAGTTCGTT AATTGTAAAA AATTTCACTT TTTTACTTAA ACGGTTTAAG  

     401 ATAACAGGTA ACACAAGTCC TTGTGTTGGT TTTCAGCTGT ATCGGCTGAT  

     451 ACTGTTTTAA ATTAAAGATG ACTAATTAAT AGAGGATCCA CCACGTGGAT  

     501 CCATAACTTC GTATAAGATC TGCTATACGA AGTTATGTCG ACACGTGGTG  

     551 TGTTAATTGT TAGCAAATAG AGATAATAAA GACCTGAACG AAAGTTTAGG  

     601 TCTTTTTTTA TGTAGTCAGA TTTAATAATA AGGAATGAAA AATAGCTTAT  

     651 TTTAATCGCA GTTGTTGTGA TTGTGGCAGT CACGTTTATT CCAGCTGAAT  

     701 GAAGCATTAC CCCAAACCTT GCCGCCCTAA TGGATAAGGC GAGGACGTTC  

     751 TGGTAGTAGC CGGTAAATAC CCGAGCCAAA CATTCAGGCC TTTATTGGTG  

     801 GGGAAAATTG TTTGTGATAC AATACGCGCG TTTTTTTCCT TCAATGAACA  

     851 CAAGGAACGT TATGGAAACT TTAGATAAAA TCAAAAAACA AATTAGCGAA  

     901 AACCCCATTC TTATTTACAT GAAAGGTTCG CCGAAATTCC CGTCTTGCGG  

     951 TTTTCCGCCC GCGCGGTTGA GCCTTAATTA ATTGCGGTGT GCGTTCGGTT  

    1001 ATGTGGATAT TTACACACCG GACATTCGTG CCGAAATTAC CGGCTTATGC  

    1051 CAACTGACGA CATCCCGCAA TAATGGTGGA AGGTAGCTCA TCGGTGGTGC  

    1101 GACATCGTGT TGAATGTAC    

 

                  B  
       1 TATGCGCAGC ATTAATAAAA GGTAGGCGAG TTGTTAGATA TCGGTCAGGG  

      51 TGCCAATCAG AAAGCCAAAG CCAATAAACA ACGTGGAAAA ACGGTGGCAG  

     101 AACCGACCGC ACTTTATACA ACGCTGAAAT CACCGAAAGA ATATCAGCAA  

     151 CAAATTAAGA AACTGGAGCA GCAAATGTAT AAATTTGCAC AGGATTTGGA  

     201 ATTTGAGAAA GCTGCTGCAA CGCGCGATCA GTTACAACAA TTACGGGAAA  

     251 GTTTTATGTT ATCAAGTGAG TAAAATTTCA TATAAAAAGC AACAAAGGAA  

     301 AGTTGGTTAT ATTGATCTGA AAAATAAGCG GAATTTGATT TTTTATTTTT  

     351 TTATAGGATA ATACTAAAGC TTTAGCATTT TATTTTAAAT AAAGGACTGA  

     401 ATTTACCCAA ATAAAGCGGT TCAATTTGCC TTTAGTTAAA TTAAAATCTT  

     451 AAGTTAGCAT ATTTTAAGTT AATCAAATTA ATAATATAGG AGACACCACG  

     501 TGTCGACATA ACTTCGTATA GCAGATCTTA TACGAAGTTA TGGATCCACG  

     551 TGGTGTTTAA TTGAAGAATA AATAAGTAAT AAATCTGCAT GCTGTGAAGT.   

     601 ATGCAGATTT TTTTATCTCT TTTTTCAGAA AATAGGCCAT GAAAAACACC  

     651 TGATTTTTTG ACCGCACTTT ATAGCAATAG CGTGCTTATA AAAAGTAAAA  

     701 GAGCGAAAAA TTCGCCCTTG TATTTATTTT TATTGCAGAT TATTGCACCA  

     751 GTAAATAGAA GTTACTATCG CCACGAATAA TGTTCAAGGC AACGGCAGAC  

     801 GGTTTTTTAT CTAACTCTTT GCGCAGTTGT CCGAGATTTT CTATTTTCTG  

     851 GCGATTGATT CCGATAATCA CATCACCGGT TTTTAAACCA CGTTGTTCTG  

     901 CCAAAGAACC GGTTTTTATT TTGCCCACAG ATACGCCTTT AAGCCTTTTT  

     951 CGTCGTAATT ATTTAATTCC GCGCCGTCTA GTGCAAGGAG CAAATTGCCG  

    1001 GCACTGGTTT GGATTTTTCA TCGATGAGCC CTACTTAGTT GTTTTTGG  
 
Figura 24- Sequenciamento para confirmação das mutantes finais AaΔ29 e AaΔ29P. (A) A sequência 

de nucleotídeos mostra, em verde, o fragmento localizado a montante; em azul, o 
fragmento localizado a jusante do gene omp29; em vermelho, a cicatriz LoxP decorrente 
da recombinação e remoção do gene; em amarelo, os sítios de restrição DRA III. Foi 
utilizado o iniciador Omp29-UpF para condução da análise. (B) A sequência de 
nucleotídeos mostra, em verde, o fragmento localizado a montante e em azul fragmento 
localizdo a jusante do gene omp29par; em vermelho, a cicatriz LoxP decorrente da 
recombinação e remoção do gene; em amarelo, os sítios de restrição DRAIII. Foi 
utilizado o iniciador Omp29Paral-UpF para condução da análise. 
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A partir da cepa AaΔ29 final foi obtida a cepa contendo a dupla mutação em 

omp29 e omp29par, entretanto, não foi removido o cassete de resistência à 

espectinomicina da omp29par. Essa cepa foi também confirmada por procedimento 

de PCR (Figura 25) e sequenciamento (Figuras 26 e 27), conforme descrito 

anteriormente. 

 

 

 

Figura 25-  Fotografia do gel de agarose (1%) em tampão TAE, onde produtos de PCR da mutante 
com deleção em omp29 e omp29par foram submetidos à eletroforese. Coluna (1) 1 Kb 
Mass Ladder (New EnglandBiolas- UK). Colunas (2), controle negativo com água 
destilada; coluna (3 e 4) controle positivo (AaD7S); colunas (5 e 6) mutante AaΔ29 final 
com mutação intermediária em omp29par, utilizando os iniciadores para omp29par (1): 
Omp29Paral-UpF e Omp29Paral-DwR. O tamanho dos amplicons esperados para a 
cepa selvagem (AaD7S) e AaΔ29P intermediária são respectivamente: 2.111 e 2.299 pb. 

 

 

       1 TATGCCGCAG CATTAATAAA AAGGTAGGCG AGTTGTTAGA TATCGGTCAG  

      51 GGTGCCAATC AGAAAGCCAA AGCCAATAAA CAACGTGGAA AAACGGTGGC  

     101 AGAACCGACC GCACTTTATA CAACGCTGAA ATCACCGAAA GAATATCAGC  

     151 AACAAATTAA GAAACTGGAG CAGCAAATGT ATAAATTTGC ACAGGATTTG  

     201 GAATTTGAGA AAGCTGCTGC AACGCGCGAT CAGTTACAAC AATTACGGGA  

     251 AAGTTTTATG TTATCAAGTG AGTAAAATTT CATATAAAAA GCAACAAAGG  

     301 AAAGTTGGTT ATATTGATCT GAAAAATAAG CGGAATTTGA TTTTTTATTT  

     351 TTTTATAGGA TAATACTAAA GCTTTAGCAT TTTATTTTAA ATAAAGGACT  

     401 GAATTTACCC AAATAAAGCG GTTCAATTTG CCTTTAGTTA AATTAAAATC  

     451 TTAAGTTAGC ATATTTTAAG TTAATCAAAT TAATAATATA GGAGACACCA  

     501 CGTGTCGACA TAACTTCGTA TAGCATCATT ATACGAAGTT ATGATAATTC  

     551 GATGACGGTA TCGATAAGCT TGATAATTCC TGCAGCCCAT GCAAGGGTTT  

     601 ATTGTTTTCT AAAATCTGAT TACCAATTAG AATGAATATT TCCCAAATAT  

     651 TAAATAATAA AACAAAAAAA TTAAAAAAGT GTTTCCACCA TTTTTTCAAT  

     701 TTTTTTATAA TTTTTTTAAT CTGTTATTTA AATAGTTTAT AGTTAAATTT  

     751 ACATTTTCAT TAGTCCATTC AATATTCTCT CCAAGATAAC TACGAACTGC  

     801 TAACAAAATT CTCTCCCTAT GTTCTAATGG AGAAGATTCA GCCACTGCAT  

     851 TTCCCGCAAT ATCTTTTGGT ATGATTTTAC CCGTGTCCAT A  

 
Figura 26- Sequenciamento para confirmação da mutante AaΔ29P29. A sequência de nucleotídeos 

mostra em verde o fragmento localizado a montante, em azul, o cassete de resistência à 
espectinomicina; em vermelho, os sítios LoxP; em amarelo, os sítios de restrição DRAIII. 
Foi utilizado o iniciador Omp29Paral-UpF para condução da análise. 
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                   1   AACCAGTGCC GGCATTTGCT CCCTGCACTA GACGGCGCGG AATTAAATAA. 
      51 TTACGACGAA AAAGGCCTTA AAGGCGTATC TGTGGGCAAA ATAAAAACCG. 

     101 GTTCTTTGGC AGAACAACGT GGTTTAAAAA CCGGTGATGT GATTATCGGA  

     151 ATCAATCGCC AGAAAATAGA AAATCTCGGA CAACTGCGCA AAGAGTTAGA  

     201 TAAAAAACCG TCTGCCGTTG CCTTGAACAT TATTCGTGGC GATAGTAACT  

     251 TCTATTTACT GGTGCAATAA TCTGCAATAA AAATAAATAC AAGGGCGAAT  

     301 TTTTCGCTCT TTTACTTTTT ATAAGCACGC TATTGCTATA AAGTGCGGTC  

     351 AAAAAATCAG GTGTTTTTCA TGGCCTATTT TCTGAAAAAA GAGATAAAAA  

     401 AATCTGCATA CTTCACAGCA TGCAGATTTA TTACTTATTT ATTCTTCAAT  

     451 TAAACACCAC GTGGATCCAT AACTTCGTAT AAGATCTGCT ATACGAAGTT  

     501 ATGATAATTC CTGCAGGTCG ATTTTCGTTC GTGAATACAT GTTATAATAA  

     551 CTATAACTAA TAACGTAACG TGACTGGCAA GAGATATTTT TAAAACAATG  

     601 AATAGGTTTA CACTTACTTT AGTTTTATGG AAATGAAAGA TCATATCATA  

     651 TATAATCTAG AATAAAATTA ACTAAAATAA TTATTATCTA GATAAAAAAT  

     701 TTAGAAGCCA ATGAAATCTA TAAATAAACT AAATTAAGTT TATTTAATTA  

     751 ACAACTATGG ATATAAAATA GGTACTAATC AAAATAGTGA GGAGGATATA  

     801 TTTGAATACA TACGAACAAG TTAATAAAGT GAAAAAAATA CTTCGGAAAC  

     851 ATTTAAAAAA TAACCTTATT GGTACTTACA TGTTTGGATC AGGAGTTGAG  

     901 AGTGGACTAA AACCAAATAG TGATCTTGAC TTTT   

 

Figura 27-  Sequenciamento para confirmação da mutante AaΔ29P29. A sequência de nucleotídeos 
mostra, em verde, o fragmento localizado a jusante; em azul, o cassete de resistência à 
espectinomicina; em vermelho, os sítios LoxP; em amarelo, os sítios de restrição DRAIII. 
Foi utilizado o iniciador Omp29Paral-DwR para condução da análise. 

 

 
As cepas mutantes foram confirmadas fenotipicamente por ensaios de 

eletroforese em gel de SDS-PAGE, por espectrometria de massa e Western Blot. 

Após a eletroforese com gel de SDS utilizando proteínas de membrana externa, a 

ausência da expressão das proteínas codificadas pelos respectivos genes deletados 

para AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29, pôde ser observada. A mutante AaΔ29 revelou 

aumento de expressão de OMP39 e OMP29par em relação à cepa selvagem. Assim 

como a mutante AaΔ29, a mutante dupla AaΔ29P29 mostrou aumento da expressão 

de OMP39 (Figura 28). 
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Figura 28- Fotografia de Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE, onde alíquotas de membrana 

externa isoladas de culturas das mutantes de A. actinomycetemcomitans defectivas em 
omp29 e omp29par e de cepa selvagem AaD7S (D7S-1), foram submetidas à eletroforese 
após crescimento overnight. PM: marcador de peso molecular (Precision Plus Protein, 
Bio-Rad) em kDa; Coluna (1) AaD7S, cepa selvagem; Coluna (2) AaΔ29P29; Coluna (3) 
AaΔ29; Coluna (4) AaΔ29P. A seta indica banda correspondente a OMP29 (após 
aquecimento) com aproximadamente 34 kDa e o asterisco a banda correspondente à 
OMP39. 

 

 

Para demonstrar que as mutantes não estavam expressando OMP29 e/ou 

OMP29par, foi realizada análise proteômica por meio de espectrometria de massa, a 

qual avaliou a identidade das bandas excisadas do gel de SDS (Figura 28) e foi 

confirmada novamente a identidade das mutantes. Quando omp29 e omp29par foram 

removidos simultaneamente (AaΔ29P29), houve uma maior expressão de Omp39, 

com aumento de 11 vezes em relação à cepa selvagem. A mutante AaΔ29 mostrou 

uma maior expressão de OMP39 e OMP29par quando comparada com o tipo 

selvagem, de 2 e 7 vezes, respectivamente. A expressão de OMP29 e OMP39 na 

mutante AaΔ29P não variou quando comparada à cepa selvagem.  

As diferenças na expressão de OMP39 e OMP29par, quando há a ausência da 

expressão de OMP29, sugere um mecanismo compensatório no intuito de manter a 

integridade da membrana externa da bactéria. Por outro lado, os dados sugerem 

que a deleção de omp29par não promoveu alterações no perfil de proteína, 

mostrando que OMP29 é uma das principais proteínas da membrana externa, ao 

passo que os dados sugerem que omp29par seria um gene de substituição. Por outro 

lado, a análise proteômica demonstrou que há uma produção simultânea de OMP29 

e OMP29par na cepa do tipo selvagem (D7S-1). 
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A expressão de OMP29 nas mutantes defectivas em omp29 e/ou omp29par foi 

analisada por Western Blot, à sua maior sensibilidade que a análise em gel SDS-

PAGE, usando soro policlonal anti-OMP29his, como descrito no item 2.6.1 (Figura 29 

B). A análise do extrato de membrana das mutantes AaΔ29 e AaΔ29P29 indicaram 

que estas não produzem OMP29, e que OMP29 foi produzida pela mutante AaΔ29P, 

indicando que o soro utilizado é especifico para OMP29. Desta forma, pôde-se 

ratificar uma vez mais a veracidade das mutantes.  

A análise por Western Blot também confirma que proteína recombinante 

OMP29his foi corretamente construída, já que o soro anti-OMP29his reagiu contra a 

proteína OMP29 nativa de A. actinomycetemcomitans. A proteína OMP29par, cuja 

banda tem peso molecular levemente menor que 34 kDa (quando aquecida) na cepa 

selvagem (D7S), não pôde ser observada por Western Blot (Figura 29 B). Apesar da 

alta homologia entre as duas proteínas OMP29 e OMP29par, não ficou claro se 

OMP29par pode ser reconhecida pelo soro policlonal anti-OMP29, já que OMP29par 

apresentou-se como uma banda tênue na mutante AaΔ29, e não pode ser 

distinguida na AaD7S (selvagem), já que a proximidade das bandas OMP29 e 

OMP29par faz com que estas apresentem-se como uma única banda. 

 

 

 

Figura 29- (A) Gel de poliacrilamida 10% SDS-Page, onde alíquotas da proteína recombinante 
OMP29his e membrana externa isolada de culturas das mutantes de A. 
actinomycetemcomitans (AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29) e da cepa selvagem (AaD7S), 
foram submetidas à eletroforese após crescimento overnight. (B) Análise da indução de 
OMP29 na superfície de A. actinomycetemcomitanspor meio de Western blot, utilizando 
o soro IgG anti-OMP29 contra OMP29his, e extrato de membrana externa de A. 
actinomycetemcomitans (mesma ordem da figura A). AaD7S, AaΔ29 (banda tênue) e 
AaΔ29P reagiram contra o soro IgG anti-OMP29 e não contra a membrana da mutante 
AaΔ29P29. A propriedade termo-modificável de OMP29 resultou em um padrão de 
migração, gerando uma banda na altura de 34 kDa. As setas indicam as bandas 
referentes a OMP29his e a proteínas OMP29 das cepas AaD7S e AaΔ29P. 

 

 

3.6.1 Complementação dos genes deletados 

 

Após amplificação de omp29 e omp29par, ligação no vetor pCR®4-TOPO® e 

transformação em E. coli DH5-α, foram obtidas colônias recombinantes para omp29 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=topo%204&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0CCkQFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.invitrogen.com%2Fcontent%2Fsfs%2Fvectors%2Fpcr4topo_map.pdf&ei=N3y1UaqQJ4SfiAKSzoHgBg&usg=AFQjCNEc2KLDkcPDnBsvXtljVxoTrHQq9A&bvm=bv.47534661,d.cGE
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e omp29par. Após confirmação da identidade das colônias, foi selecionada uma 

colônia para cada gene. Os plasmídeos recombinantes foram extraídos da E. coli 

DH5-α, digeridos e os fragmentos excisados do gel de agarose, após corrida 

eletroforética (Figura 30 A). Os fragmentos omp29 e omp29par foram então ligados 

ao vetor pKM2/ltxP resultando nos vetores pVT1642/omp29 e pVT1642/omp29par, 

respectivamente e transformados em E. coli DH5-α. Após identificação das 

recombinantes por PCR, os plasmídeos foram extraídos e digeridos para confirmar a 

clonagem dos genes ao vetor (Figura 30 B).  

 
 

                                             A                           B 

 

Figura 30-  Fotografias de gel de agarose (1%) em tampão TAE. (A) produtos da digestão do vetor 
pKM2/ltxP e do vetore TOPO ligado a omp29 e a omp29par, foram submetidos à 
eletrorese.  Coluna (1), 1Kb Mass Ladder (New EnglandBiolas- UK). Colunas (2), vetor 
pKM2/ltxP; Coluna (3), vetor TOPO ligado a omp29; Coluna (4), vetor TOPO ligado a 
omp29par. Foram utilizados as enzimas de restrição BamHI e XhoI para todas as 
amostras e o tamanho para o vetor pKM2/ltxP, TOPO e para os genes omp29 e 
omp29par são respectivamente: 3.6 Kb, 3.956 pb, 1.051 pb e 1.081 pb. (B) produtos da 
digestão dos vetores pKM2/ltxP ligado a omp29 e a omp29par foram submetidos à 
eletrorese.  Coluna (1), 1Kb Mass Ladder (New EnglandBiolas- UK). Colunas (2), vetor 
pKM2/ltxP ligado a omp29; Coluna (3), vetor pKM2/ltxP ligado a omp29par. Foram 
utilizados as enzimas de restrição BamHI e XhoI para ambas amostras e o tamanho para 
o vetor pKM2/ltxP e para os genes omp29 e omp29par são respectivamente: 3.956 pb, 
1.051 pb e 1.081 pb. 

 

 

Os vetores pVT1642/omp29 e pVT1642/omp29par foram sequenciados e 

transformados nas mutantes AaΔ29 e AaΔ29P (Figuras 31 A e 31 B).  
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                                              A                                   B 

 

Figura 31-  Fotografia de gel de agarose (1%) em tampão TAE. (A) Produtos de PCR da mutante de 
AaΔ29 complementada, foram submetidos à eletroforese. Coluna (1), 1Kb Mass ladder 
(New EnglandBiolas-UK). As colunas (2-3), controle negativo com água destilada e 
controle positivo (vetor pVT1642/omp29), respectivamente. A coluna (4), controle 
positivo (pVT1642); Coluna (5), AaΔ29 complementada. Foram utilizados os seguintes 
iniciadores: PKM2 F 5’ CGCGTATTGTCGGGCTATTT 3’ e PKM2 R (5' 
TCCTTAGCTCCTGAAAATCTCG 3') e o tamanho dos fragmentos amplificados para 
pVT1642 e pVT1642/omp29 são: 837 e 1.888 bp. (B) Produtos de PCR da mutante de A. 
AaΔ29P complementada, foram submetidos à eletroforese. Coluna (1), 1Kb Mass ladder 
(New EnglandBiolas-UK). As colunas (2-3) controle negativo com água destilada e 
controle positivo (vetor pVT1642/omp29), respectivamente. A coluna (4), AaΔ29P 
complementada. Foram utilizados os seguintes iniciadores: PKM2 F 5’ 
CGCGTATTGTCGGGCTATTT 3’ e PKM2 R 5' TCCTTAGCTCCTGAAAATCTCG-3' e o 
tamanho do fragmento amplificado para pVT1642/omp29par é: 1.918 bp.  

 

Os lisados de células totais das mutantes complementadas ou não, e do tipo 

selvagem (AaD7S), foram submetidos à eletroforese em SDS-Page, e o perfil de 

proteínas determinado. Como pode ser observado na Figura 32, apesar de 

apresentarem os plasmídeos codificando os genes deletados, não houve expressão 

da proteína nas cepas complementadas. 

 
 

 

Figura 32-  Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE, onde alíquotas de célula inteira de A. 
actinomycetemcomitans defectiva em omp29 e/ou omp29par e seus isolados 
complementados, e o isolado do tipo selvagem (AaD7S), foram submetidos à 
eletroforese após o crescimento overnight. Coluna (1) Marcador de peso molecular 
(Precision Plus Protein, Bio-Rad) em kDa; Coluna (2) AaD7S, controle positivo; Coluna 
(3) AaΔ29; Coluna (4) mutante AaΔ29 complementada; Coluna (5), AaΔ29P; Coluna 
(6) AaΔ29P complementada. 
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3.7  Interação de OMP29his e de mutantes de A. actinomycetemcomitans 
defectivas em omp29 e/ou omp29par com célula epitelial gengival 

 

3.7.1 Curva de crescimento de A. actinomycetemcomitans 

 

Para realizar os ensaios de co-cultura com células epitelial gengival (OBA-09) 

foi avaliado inicialmente o perfil de crescimento das cepas de A. 

actinomycetemcomitans no intuito de avaliar discrepâncias no crescimento que 

poderiam influenciar tais ensaios. A análise da curva de crescimento da cepa 

selvagem e mutantes defectivas em omp29 e/ou omp29par mostra que AaΔ29P29 

apresentou um crescimento maior em comparação com AaΔ29, AaΔ29P e o tipo 

selvagem (AaD7S) (Figura 33). Essa diferença, estatisticamente significante (p < 

0,05), iniciou-se a partir do tempo 12 horas e manteve-se até 48 horas. Ressalta-se 

também que a ausência de OMP29 ou OMP29par não gerou um efeito negativo para 

a velocidade de crescimento das mutantes em relação à cepa selvagem.  

 

 

 
Figura 33-  Curva de crescimento de cepas de A. actinomycetemcomitans defectivas em omp29 e/ou 

omp29par (AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29). Foi usado controle positivo e negativo, AaD7S 
e meio de cultura TSBYE não inoculado, respectivamente. * One-way ANOVA seguido 
do pós-teste de Dunnett (significante, p < 0,05). 
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3.7.2 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 4 horas por 
PCR Array 

 

A expressão gênica das células epiteliais OBA-09 em co-cultura com a cepa 

selvagem de A. actinomycetemcomitans D7S-1 (controle) foi comparada com a 

expressão de genes de OBA-09 em co-cultura com as mutantes: AaΔ29, AaΔ29P e 

AaΔ29P29.  

A análise por meio do programa Bio-rad CFX Manager 3.0, permitiu identificar 

5 genes (cd74, crp, faslg, tlr1 e vcam1) regulados negativamente e 16 genes (bcl2, 

birc3, c3, casp3, ep300, fas, fosb, grb2, il-1α, il-1β, il-6, il-8, nr3c1, prkcq, socs3 e 

tnfrsf1b) regulados positivamente para as células OBA-09 em co-cultura com uma ou 

mais mutantes de A. actinomycetemcomitans (Tabela 5). 

Os genes bcl2, birc3, c3, casp3, fas, prkcq, socs3 e tnfrsf1b foram regulados 

positivamente para OBA-09 quando em co-cultura com as mutantes de A. 

actinomycetemcomitans (p < 0,05), entretanto a célula epitelial quando infectada 

com a mutante defectiva em ambos os genes omp29 e omp29par (AaΔ29P29) 

mostrou níveis de transcritos ainda maiores que as demais, com aproximadamente: 

bcl2 (70 X maior em relação às células submetidas à cepa selvagem), birc3 (200 X), 

c3 (70 X), casp3 (230 X), fas (30 X), prkcq (60 X), socs3 (40 X) e tnfrs1b (50 X). A 

célula epitelial quando infectada com a mutante defectiva em omp29 apresentou 

regulação positiva de: bcl2 (6 X), birc3 (16 X), c3 (6 X), casp3 (86 X), fas (4 X), prkcq 

(7 X), socs3 (5 X) e tnfrs1b (3 X). A célula OBA-09 quando infectada com a mutante 

defectiva em omp29par apresentou expressão gênica positiva de: bcl2 (2 X), birc3 (21 

X), c3 (2 X), casp3 (59 X), fas (3 X), prkcq (4 X), socs3 (4 X) e tnfrs1b (2 X). A 

transcrição do gene fosb foi regulada positivamente em células epiteliais quando 

infectadas com as mutantes AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29, respectivamente em 590, 

388 e 1140 vezes. 

Os genes faslg, crp, trl-1 e vcam1 foram regulados positivamente nas células 

epiteliais quando infectadas com AaΔ29 (1,5; 1,4; 1,2; e 2,2 vezes, respectivamente) 

e a AaΔ29P (1,3; 1,3; 1,2 e 1,9 vezes) respectivamente. Já faslg, crp, trl-1 e vcam1, 

foram regulados negativamente na célula epitelial quando infectada com a 

AaΔ29P29 (0,3; 0,03; 0,3 e 0,7 vezes, respectivamente). 

A expressão de ep300, grb2 e nrc3c1 foi regulada positivamente nas células 

epiteliais infectadas com: AaΔ29 (155, 16 e 12 vezes, respectivamente), AaΔ29P 
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(51; 7,9 e 8 vezes, respectivamente), e  AaΔ29P29 (158, 21 e 22 vezes, 

respectivamente). 

O gene il-1β foi somente regulado positivamente na célula epitelial quando 

infectada com a mutante AaΔ29P29 (68 X), enquanto il-α, foi expresso positivamente 

na célula epitelial quando infectada com AaΔ29P e AaΔ29P29 (2,1 e 33 vezes, 

respectivamente). O gene il-6 foi expresso positivamente em células OBA-09 quando 

infectadas com AaΔ29 e AaΔ29P29 (6 e 240 vezes, respectivamente), enquanto il-8 

foi somente regulado positivamente em células OBA-09 infectadas com AaΔ29P29 

(55 X). A expressão de cd74 foi regulada positivamente na célula epitelial quando 

infectadas com mutante AaΔ29 (1,4 vezes) e AaΔ29P (1,007 vezes), e expresso 

negativamente na célula epitelial infectada com AaΔ29P29 (0,4 vezes).  
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Tabela 5. Efeito da interação entre célula epitelial (OBA-09) e A. actinomycetemcomitans (AaD7S, AaΔ29, AaΔ29P, AaΔ29P29) na expressão relativa de genes 
associados à inflamação imediata após 4 horas de interação 

    Média de "foldchange" da expressão relativa em relação a co-cultura de A. 
actinomycetemcomitans com OBA-09 

  Genes 
 

OBA+AaΔ29 
 

OBA+AaΔ29P 
 

OBA+AaΔ29P29  

bcl2 
 

5,9* 
 

2,17* 
 

68,91* 

birc3 
 

16,11* 
 

21,86* 
 

207,5* 

c3 
 

5,897* 
 

2,173* 
 

68,91* 

casp3 
 

86,82* 
 

59,71* 
 

231,8* 

ep300  156,5*  51,63*  158,3* 

fas  4,438*  3,16*  33,75* 

fosb  595*  388*  1.141* 

grb2  16,8*  7,945*  21,61* 

il-1α  0,6926  2,085*  32,82* 

il-1β  1,042  1,444  67,96* 

il-6  5,938*  2,928  238,3* 

il-8  1,122  1,778  55,33* 

nr3c1  11,55*  8,225*  22,42* 

prkcq  7,727*  4,691*  62,54* 

socs3  4,993*  4,028*  49,07* 

tnfrs1b  3,458*  1,959*  55,97* 

cd74  1,366*  1,007*  0,4403* 

crp  1,424*  1,338*  0,00321* 

faslg  1,474*  1,275*  0,2973* 

trl1 
 

1,257* 
 

1,223* 
 

0,2624* 

vcam1   2,204*   1,919*   0,7457* 

Os dados mostram as médias dos “foldchanges” da expressão gênica em célula epitelial (OBA-09) após interação com A. actinomycetemcomitans (AaD7S, 
AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29) em relação a condição controle. “Foldchanges”= expressão gênica relativa das condições testadas (interação célula epitelial e 
AaΔ29, AaΔ29P, AaΔ29P29)/expressão gênica relativa com a condição controle (interação célula epitelial e A. actinomycetemcomitans selvagem D7S-1). * One-
way ANOVA seguido de pós teste de Dunnett (significante, p < 0,05). 
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3.7.3 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 4 horas por 
qRT-PCR 

 

Para maior confiabilidade dos resultados, após a realização do PCR Array 

foram selecionados os genes eucarióticos il-1β, il-8, tnf e ptgs2 (que codifica para 

COX2) para serem reavaliados por qRT-PCR após co-cultura de células OBA-09 e 

A. actinomycetemcomitans D7S-1 (isolado selvagem) e defectivas em omp29 e/ou 

omp29par. O gene il-12α por não estar incluído dentre os genes do PCR Array 

também foi avaliado por qRT-PCR. Foi utilizado como controle a co-cultura de A. 

actinomycetemcomitans D7S-1 (isolado selvagem) com a célula OBA-09. Esses 

genes foram selecionados por estarem envolvidos diretamente na patogênese da 

periodontite. 

Na Figura 34 nota-se que o aumento significativo da expressão gênica 

observada por PCR Array foi confirmada por qRT-PCR somente quando a célula 

OBA-09 foi infectada com a cepa AaΔ29P29 considerando os genes il-1β, il-8 e tnf. 

Por outro lado, o gene ptgs2, o qual não apresentou diferença significativa na 

expressão quando OBA-09 foi infectada com as cepas AaΔ29, a AaΔ29P e a 

AaΔ29P29 em relação à cepa selvagem por PCR Array, teve sua expressão 

significativamente aumentada por qRT-PCR, no ensaio onde as células foram 

infectadas com a cepa AaΔ29P29. Embora não tenha sido avaliada previamente por 

PCR Array o perfil da expressão de il-12α  em OBA-09 infectada com as mutantes 

de A. actinomycetemcomitans foi semelhante aos dos demais genes codificando 

citocinas avaliados por qRT-PCR. 
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A                                                                B 

 
              C                                                            D 

 
 

                                             E 

 
Figura 34- Análise da expressão relativa por qRT-PCR em ensaio de co-cultura por 4 horas entre 

célula epitelial gengival (OBA-09) e A. actinomycetemcomitans selvagem (AaD7S) e suas 
respectivas mutantes com deleção em omp29 e/ou omp29par: AaΔ29, AaΔ29P e 
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AaΔ29P29. (A) il-1β; (B) il-8; (C) tnf; (D) ptgs2; (E) il-12α . * One-way ANOVA seguido de 
pós-teste de Dunnett (significante, p < 0,05). 

 
 

3.7.4 Interação bacteriana em linhagem de célula epitelial gengival após 24 horas 
por qRT-PCR 

 

Foi analisada a expressão de genes eucarióticos relacionados às citocinas 

inflamatórias (IL-1β, IL-8, IL-10, IL-18 e TNF) e aos receptores celulares (IL-6R, 

NOD1, NOD2, NLRP3, TRL2 e TRL4), após co-cultura entre células OBA-09 e A. 

actinomycetemcomitans D7S-1 (isolado selvagem) e defectivas em omp29 e/ou 

omp29par. Foi utilizado como controle a co-cultura de A. actinomycetemcomitans 

D7S-1 (isolado selvagem) com a célula OBA-09.  

A Figura 35 mostra aumento significativo da expressão de il-1β e il-8 em 

células OBA quando infectada com a cepa AaΔ29P29 e diminuição significativa da 

expressão de il-8 quando OBA-09 foi infectada com AaΔ29P e diminuição 

significativa da expressão de trl-2 quando houve co-cultura com as as cepas AaΔ29 

e AaΔ29P. Já para os genes il-18, il-6r e nod1 a expressão relativa para as células 

OBA-09 infectadas com as cepas mutantes foi semelhante à co-cultura de OBA com 

AaD7S. Não foi observada transcrição para os genes il-10, tnf, nlrp3, trl4 e nod2 em 

nenhuma das co-culturas. 
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A                                                            B 

 
               

               C                                                            D   

 
 

           E                                                           F 

 
Figura 35-  Análise da expressão relativa por qRT-PCR em ensaio de co-cultura por 24 horas entre 

célula epitelial gengival (OBA-09) e A. actinomycetemcomitans selvagem (AaD7S) e 
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suas respectivas mutantes com deleção em omp29 e omp29par: AaΔ29, AaΔ29P e 
AaΔ29P29. (A) il-1β; (B) il-8; (C) il-18; (D) il-6r; (E) nod1; (F) trl-2. * One-way ANOVA 
seguido de pós-teste de Dunnett (significante, p < 0,05).  

 
 

3.7.5 Interação da proteína recombinante OMP29his com célula epitelial gengival 
(OBA-09) por qRT-PCR 

 

Visto que nas mutantes AaΔ29 e AaΔ29P29 ocorre uma compensação da 

perda da expressão de OMP29, pelo aumento da expressão de OMP39, foi 

analisada a expressão de genes relacionados às citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-8, 

IL-10, IL-18 e TNF) e aos receptores celulares (IL-6R, NOD1, NOD2, NLRP3, TRL2 

e TRL4), de células epiteliais na presença de OMP29his. Foi utilizada como controle 

a cultura de células OBA (tempo 0), sem adição da proteína recombinante. 

A Figura 36 mostra a diminuição significativa da expressão de il-8 e il-6r em 

células OBA-09 em todos os tempos experimentais avaliados, enquanto trl-2 foi 

regulado negativamente. O gene il-18 apresentou aumento significativo da 

expressão em OBA-09 após 12 e 24 horas de interação com OMP29his. Já para os 

genes il-1β e nod1 a expressão relativa não variou nos tempos avaliados. Não foi 

observada transcrição para o genes il-10, tnf, nod2, nlrp3e trl4 em nenhum tempo 

experimental. 
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A                                                                              B                 

 
 

C                                                              D 

 
       
 
E                                                             F 

 
 
Figura 36-  Análise da expressão relativa por qRT-PCR em ensaio de interação entre célula epitelial 

gengival (OBA-09) e OMP29his. (A) il-1β; (B) il-8; (C) il-18; (D) il-6r; (E) nod1; (F) trl-2.* 
One-way ANOVA seguido de pós-teste de Dunnett (significante, p < 0,05).
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4 DISCUSSÃO 

 

Na periodontite, o delicado equilíbrio entre a microbiota subgengival e as 

defesas do hospedeiro é rompido e a destruição periodontal resulta da resposta do 

hospedeiro alterada contra a microbiota disbiótica. A microbiota oral exerce impacto 

significante no sistema imune, assim como a resposta imune impacta a microbiota. 

Os denominados patógenos pedra-angular, exemplificados na periodontite 

particularmente por P. gingivalis, modulam a resposta do hospedeiro de maneira a 

induzir a perda da homeostase e permitir o aparecimento da microbiota disbiótica 

(HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012) por alterar o microambiente favorecendo a 

oferta de nutrientes, ao mesmo tempo que criam um ambiente permissivo para a 

proliferação de outros organismos, por afetar a resposta inflamatória que visa 

eliminar os agentes infecciosos (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2014).  

Na periodontite agressiva, a disbiose da microbiota subgengival pode ser 

evidenciada pela baixa proporção de organismos benéficos (FAVERI et al., 2009; 

VAN ESSCHE et al., 2013), associada à presença de um consórcio formado por A. 

actinomycetemcomitans, Streptococcus parasanguinis e Filifactor alocis, fortemente 

associado à perda óssea. A partir desses dados hipotetizou-se que A. 

actinomycetemcomitans seria o patógeno angular na periodontite agressiva, 

modulando a resposta do hospedeiro pela produção de toxinas, o que resultaria em 

“paralisia imunológica” e permitiria a proliferação de certos organismos em sítios 

específicos (FINE et al., 2013).  

Assim, a capacidade de evasão das defesas do hospedeiro é um dos principais 

atributos de um patógeno periodontal. As espécies bacterianas que constituem a 

microbiota podem ser classificadas na dependência do seu efeito funcional sobre o 

sistema imune em comensais inflamatórias ou patobiontes e em comensais 

imunoregulatórias, simbiontes ou autobiontes (PALM et al., 2015). 

A. actinomycetemcomitans pode ser considerado um patobionte, devido à 

produção de LTX e CDT (ANDO-SUGUIMOTO et al., 2014; EBERSOLE et al., 

1990). No presente estudo, pudemos demonstrar que a proteína imunodominante de 

A. actinomycetemcomitans OMP29, previamente associada à invasão em células 

não fagocíticas (KAJIYA et al., 2011), também pode ser considerada um fator 

associado à evasão das defesas do hospedeiro.  
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OMP29 de A. actinomycetemcomitans pode ser reconhecida por anticorpos 

séricos de indivíduos com periodontite agressiva, suspeitos de infecção por A. 

actinomycetemcomitans (WILSON, 1991a,b). Além disso, também o soro de 

camundongos imunizados com A. actinomycetemcomitans reagem contra OMP29, 

sugerindo sua relação com a virulência (KOMATSUZAWA et al., 2002). No presente 

estudo, corroborando com esses dados, foi possível obter altos títulos de anticorpos 

anti-OMP29 recombinante em camundongos imunizados com OMP29his. Destaco 

também que OMP29his foi reconhecida pelo soro de um paciente com periodontite 

agressiva, em ensaio de ELISA.  

Primeiramente, quando buscávamos entender se haveria variação na 

sequência de omp29 entre as cepas, descobrimos no banco de dados do 

pangenoma de A. actinomycetemcomitans (KITTICHOTIRAT et al., 2011) que todas 

as 14 cepas de A. actinomycetemcomitans, cujo genoma havia sido sequenciado, 

possuíam o gene omp29 e identificamos, pela primeira vez, o gene parálogo de 

omp29, por nós denominado omp29par. O alinhamento das sequências permitiu 

determinar que os genes omp29 e omp29par da cepa D7S-1 apresentam 76% de 

identidade entre si, quando comparadas as sequências de nucleotídeos e 75% de 

identidade, quando comparadas as sequências de aminoácidos.  

O gene omp29 é único no seu operon, e omp29 e omp29par são codificados 

em operons distintos na cepa D7S-1, visto que sequências compatíveis com um 

promotor putativo puderam ser observadas a montante de ambos os genes. Isso 

permitiu que a deleção de omp29 na mutante AaΔ29 não influenciasse 

negativamente a expressão de omp29par, como demonstrado pelo estudo de 

proteômica empregado neste estudo.  

Ambos os genes omp29 e omp29par foram encontrados no genoma de todas 

as amostras de A. actinomycetemcomitans avaliadas, classificadas em todos os 

sorotipos desta espécie. Destaca-se também que os genes omp29 e omp29par foram 

extremamente conservados entre as amostras avaliadas, com distância genética 

menor de 1%. Concordando com os dados da literatura da relação filogenética entre 

os sorotipos (CHEN et al., 2009; HAUBEK et al., 1995, 2007; KITTICHOTIRAT et al., 

2010, 2011, 2016; PINHEIRO et al., 2011), observou-se que as sequências de 

omp29 e omp29par de A. actinomycetemcomitans foram relacionadas com sorotipos 

(Figuras 5 e 6). Para omp29 e omp29par, os isolados sorotipos a e e foram alocados 

no mesmo ramo enquanto os sorotipos b e c foram alocados no mesmo ramo 
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apenas em omp29par, embora a distância entre b e c em omp29 seja menor que 

0,01. A análise da região promotora de omp29 mostrou pouca variação entre as 

amostras (Figura 7), o que está de acordo com os nossos dados de transcrição de 

omp29 entre amostras de diferentes sorotipos, em que houve pouca variação 

(Figura 10).  

Por outro lado, o dendrograma com base nas sequências do promotor de 

omp29par de A. actinomycetemcomitans mostrou grande variabilidade, 

particularmente porque duas amostras do sorotipo b apresentaram distância 

genética de mais de 5% nesta região em relação às demais (Figura 8). Destaca-se 

ainda que nas amostras H5P1_2217, SCC393_1292 e A160_1918, não foi possível 

detectar a sequência do promotor putativo de omp29par. Assim, seria possível maior 

variação na expressão de omp29par que de omp29, e seria interessante também 

avaliar a sua transcrição em diferentes amostras desta espécie.   

Dados não publicados deste grupo de pesquisa mostraram que muitos 

indivíduos com periodontite agressiva apresentam anticorpos séricos contra LPS de 

A. actinomycetemcomitans, mas foram soronegativos para OMP29 (SARAIVA et al., 

dados não publicados), sugerindo a expressão diferencial de omp29 entre as 

amostras. Umeda et al. (2013) observaram baixos níveis de transcrição de omp29 

na cepa ATCC 29523 (sorotipo a) em comparação com os isolados JP2 e SUNY 465 

(sorotipo b) sobre diferentes condições ambientais, e sugeriram que o sorotipo a 

poderia não induzir resposta imune da mesma maneira que o sorotipo b, 

possivelmente explicando a associação do sorotipo a com a saúde.  

No presente estudo, foi avaliada a expressão de omp29 em uma única 

condição (cultura em caldo TSBYE com atmosfera de 10% de CO2, a 37°C, em fase 

exponencial de crescimento) de amostras dos sorotipos: a (n=3), b minimamente 

leucotóxica (n=3), b altamente leucotóxica (n=3) e c (n=2). Um dos iniciadores 

(forward) usados na análise de transcrição de omp29 apresentou 95% de 

similaridade com o gene omp29par, no entanto,  o segundo iniciador (reverse) não 

apresentou homologia com este gene indicando que o par de iniciadores utilizado é 

específico para análise da transcrição de omp29. Os dados de expressão relativa de 

omp29 não demonstraram associação segundo os sorotipos (Figura 9). As cepas do 

sorotipo a 707 e C21-1 apresentaram maiores níveis de transcrição de omp29, 

entretanto, a cepa C27-1, também sorotipo a apresentou baixos níveis de transcritos 

(Figura 10). Estes dados indicam que a expressão de omp29 pode diferir entre os 
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isolados de A. actinomycetemcomitans, mas o seu significado biológico não é claro, 

visto que as diferenças não foram expressivas.  

Para entender melhor a função de omp29 e omp29par, três mutantes foram 

desenvolvidas por deleção de cada gene separadamente e também deleção 

simultânea dos genes (AaΔ29, AaΔ29P e AaΔ29P29). Embora OMP29 seja uma 

proteína estrutural, foi possível remover os genes separadamente, bem como a 

remoção de ambos os genes, simultaneamente. No entanto, quando omp29 e 

omp29par foram simultaneamente deletados (AaΔ29P29), observou-se expressão 

mais elevada de OMP39, processo também observado para o mutante defectiva em 

omp29 (AaΔ29), sugerindo que o aumento da expressão de OMP39 ocorreu 

provavelmente para compensar a não expressão de OMP29, indicando a sua 

importância na manutenção da integridade da bactéria (Figura 28). Além disso, os 

dados sugerem que a deleção de omp29par (AaΔ29P) não promoveu a alterações no 

perfil de proteínas da membrana externa, mostrando que OMP29 é uma das 

principais proteínas da membrana externa, ao passo que omp29par pode funcionar 

como um gene substituto, embora a análise proteômica tenha demonstrado a sua 

produção simultânea com OMP29 na linhagem selvagem (AaD7S). 

A mutante AaΔ29P29 foi obtida utilizando a mutante defectiva em omp29 

(AaΔ29) como uma célula recipiente. No entanto, não foi possível transformar a 

mutante AaΔ29P29 com o vetor para complementação, embora a amostra selvagem 

fosse naturalmente competente. Portanto, pode-se sugerir que OMP29 estaria 

relacionada com a transferência de DNA. Estudos realizados em E. coli têm sugerido 

que OMPA serve como um receptor para transferência de DNA durante conjugação 

e de infecção por bacteriófagos (KLIMKE; FROST, 1998; KLIMKE et al., 2005; 

MORONA et al., 1984). Entretanto, estudos adicionais são necessários para 

confirmar a hipótese de que OMP29 de A. actinomycetemcomitans está relacionada 

com a transferência de DNA. 

Com o emprego de OMP29 recombinante pudemos determinar a interação 

entre OMP29 e proteínas da matriz extracelular (fibrinogênio, fibronectina celular e 

plasmática, laminina, colágenos I, III, IV e V). Os dados demonstraram que OMP29 

liga-se às fibronectinas celular e plasmática (Figura 22), indicando que OMP29 pode 

ser considerada uma adesina (HENDERSON et al., 2011). É conhecido que A. 

actinomycetemcomitans interage com os colágenos tipo I, III e V, mas as moléculas 

responsáveis por esta ligação não foram ainda esclarecidas (MINTZ; FIVES-
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TAYLOR, 1999). A ligação de OMP29 com fibronectina é redundante nesta espécie, 

pois outros componentes de superfície de A. actinomycetemcomitans são capazes 

de ligarem-se à fibronectina, como a EmaA, a qual liga-se à fibronectina imobilizada 

(MINTZ et al., 2004) e ApiA (OMP100) (LI et al., 2004). 

Nossos resultados indicaram que OMP29 não se liga aos domínios F30 

(HBD) e F45 (GBD) da fibronectina, indicando a ligação a outros domínios de 

ligação. A adesina DrsA (Yad-like) de Haemophilus ducreyi liga-se também à 

fibronectina, mas os domínios de ligação desta à fibronectina também não foram 

esclarecidos (HENDERSON et al., 2011). Por outro lado, Hap de Haemophilus 

influenzae liga-se ao domínio GBD (SPAHICH et al., 2014), enquanto OpaA de 

Neisseria gonorrhoeae liga-se à HBD (VAN PUTTEN et al., 1998). Geralmente estas 

adesinas ligam-se também a outros substratos, como DrsA à vitronectina, enquanto 

Hap liga-se à laminina e colágeno tipo IV, ao contrário do observado para OMP29 de 

A. actinomycetemcomitans. 

A. actinomycetemcomitans é um organismo capaz de invadir células não 

fagocíticas, uma estratégia claramente associada à virulência mediada pela OMP29 

(KAJIYA et al., 2011). A entrada de A. actinomycetemcomitans em célula epitelial 

gengival medida por OMP29 ocorre concomitante a um aumento da expressão de 

actina F via quinase de adesão focal (FAK) (KAJIYA et al., 2011). 

Os dados aqui apresentados, indicando que OMP29 liga-se à fibronectina 

celular, estão de acordo com seu papel na invasão. A ligação da fibronectina às 

integrinas da superfície da célula resulta na interação com os domínios de integrinas 

citoplasmáticas e consequente ativação da FAK, a qual é rapidamente fosforilada 

(YAMADA et al., 2003; ZAMIR; GEIGER, 2001). FAK é uma importante via de 

sinalização no rearranjo de actina, a qual é desencadeada pela estimulação das 

moléculas de adesão da superfície da célula. S. aureus ligado à fibronectina e, 

interagindo com integrinas na superfície celular, induz o agrupamento de integrinas e 

a sinalização por meio de FAK e quinases Src, com associação da ativação de 

tirosina-quinase e de reorganização do citoesqueleto de actina (AGERER et al., 

2003, 2005; FOWLER et al., 2003). O processo de internalização de P. gingivalis 

inicia-se com a ligação do componente da fimbria FimA à receptores β1-integrinas 

da superfície da célula epitelial gengival, resultando no recrutamento e ativação das 

integrinas do complexo de adesão focal (YILMAZ et al., 2002). Assim, os dados 

sugerem que a invasão de A. actinomycetemcomitans é mediada pela ligação de 

http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-447
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-453
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-3
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-3
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-4
http://femsre.oxfordjournals.org/content/35/1/147.long#ref-109
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OMP29 com fibronectina celular, que possivelmente interage com integrinas e induz 

a fosforilação de FAK.   

A interação de células epiteliais com OMPA pode resultar em alteração da 

expressão gênica da célula eucarionte, como demonstrado para vários organismos 

(BHOWMICK et al., 2014; MARCH et al., 2011; OFORI-DARKO et al., 2000; 

SELVARAJ; PRASARADAO, 2005). Além de bactérias Gram-negativas nas quais 

OMPA é conservada, este fenômeno também ocorre por sinalização de outras 

proteínas ligantes de fibronectina de bactérias Gram-positivas. Por exemplo, a 

invasão de células endoteliais por S. aureus está associada com a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (YAO et al., 1995), e as células endoteliais produzem 

menores níveis de citocinas quando induzidas por mutantes isogênicas que não 

apresentam as proteínas ligantes de fibronectina, FnBPA ou FnBPB (SODERQUIST 

et al., 2006). 

Assim, optamos por avaliar se a interação com OMP29 teria a capacidade de 

alterar a expressão gênica de células epiteliais.  

O epitélio interno do sulco gengival é uma importante barreira a ser rompida 

por organismos periodontais. A resposta de células epiteliais contra micro-

organismos é uma resposta imune inata iniciada pelo seu reconhecimento por 

PRRs, tais como receptores toll-like, e sensores citoplasmáticos NODs. Os dados 

empregando interação entre as células epiteliais gengivais e as mutantes defectivas 

em omp29 ou omp29par sugerem que a expressão do receptor TLR2 poderia ser 

influenciada pela interação com estas proteínas de membrana externa (Figura 35 F). 

Esses resultados foram confirmados pelo aumento da expressão de tlr2 nas células 

epiteliais que interagiram com OMP29 recombinante em todos os tempos 

experimentais avaliados (2, 6, 12 e 24 horas) (Figura 36 F). Esse resultado 

corrobora com a literatura, já que TRL2 também é receptor de OMPA de diferentes 

patógenos como: Acinetobacter baumanii (KIM et al., 2008), Shigella flexneri 

(BHOWMICK et al., 2014), Klebsiella pneumonia (JEANNIN et al., 2002) e 

Escherichia coli (KRISHNAN et al., 2013). 

O ensaio de co-cultura durante 4 horas entre a célula epitelial gengival e a 

cepa mutante dupla demonstrou a regulação negativa de trl1. Isso demonstra que 

OMP29 e OMP29par parecem ter um papel importante na ativação de TRL1, já que 

quando os genes são deletados separadamente, mostraram uma expressão positiva 

deste receptor (Tabela 5). TLR1 reconhece PAMPs com especificidade para 
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bactérias Gram-negativas. Em conjunto com TRL2, o heterodímero TRL1/TRL2 

reconhece peptideoglicano e lipoproteínas (JIN et al., 2007).  

Os receptores citoplasmáticos NOD1 e NOD2 possivelmente desempenham 

um papel na resposta aos organismos periodontais, já que são expressos no epitélio 

oral e bolsa periodontal (OKUGAWA et al., 2010, SUGAWARA et al., 2006). No 

nosso ensaio de interação de 24 horas entre as mutantes de A. 

actinomycetemcomitans e a célula OBA-09, a mutante defectiva em omp29 induziu 

uma tendência de regulação negativa da expressão de NOD1 (Figura 35 E), 

sugerindo que OMP29 poderia estar envolvida na ativação deste sensor 

citoplasmático. Esse dado é relevante, uma vez que OMP29 foi associada à invasão 

do citoplasma da célula epitelial pela bactéria (KAJYIA et al., 2011). Entretanto, a 

mutante defectiva em ambos os genes não apresentou diferença na expressão 

deste gene, embora tenha que ser ponderado que outras alterações na composição 

da membrana na mutante dupla, como o aumento da expressão de OMP39, possam 

ter interferido no processo. Essa observação pode ganhar suporte pelos dados de 

interação de OMP29his com célula OBA-09, onde houve uma tendência de regulação 

positiva da transcrição de nod1 após 2 e 24 horas de interação, mas esta não foi 

estatisticamente significante (Figura 36 E) e não foram detectados transcritos de 

nod2 nas condições avaliadas. Portanto, os dados sugerem que OMP29 não 

participa da regulação da expressão de receptores NOD. 

CD74 regula o tráfico intracelular e funciona como uma chaperona e um 

receptor de membrana das células eucariontes, modulando respostas de células B, 

T e dendríticas (BORGHESE; CLANCHY, 2011; CALANDRA; ROGER, 2003). Em 

nosso ensaio de interação por 4 horas, a transcrição de cd74 foi regulada 

negativamente quando a célula OBA-09 foi infectada com a cepa AaΔ29P29, 

entretanto a transcrição deste gene foi regulada positivamente para as co-culturas 

com AaΔ29 e AaΔ29P(Tabela 5). Esses dados sugerem a importância de OMP29 e 

OMP29par na ativação de CD74 e consequentemente no processo inflamatório, já 

que CD74 pode modular a lesão tecidual e a homeostase, além do seu efeito na 

regulação da resposta imune (VALIÑO-RIVAS et al., 2015). CD74 é um importante 

biomarcador, o qual pode ser medido no soro para avaliação da severidade de 

diferentes doenças, incluindo, infecções sistêmicas e sepse, câncer, doenças auto-

imunes e distúrbios metabólicos (GRIEB et al., 2014). Assim, seria interessante 

avaliar a relação entre CD74 e doença periodontal, particularmente aquela 
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associada a A.actinomycetemcomitans e determinar se a atividade de inibição da 

transcrição de CD74 observada seria à OMP39 

A interleucina 1β é uma importante citocina pró-inflamatória, produzida por 

várias células, incluindo macrófagos e também atua em células endoteliais, 

induzindo aumento da expressão de moléculas que medeiam a adesão de leucócitos 

para o local da inflamação. Na periodontite, interleucina-1β está associada com o 

recrutamento de neutrófilos e a ativação dos osteoclastos por meio da sua 

capacidade de induzir quimiocinas (PRESHAW; TAYLOR, 2011). Além disso, a 

produção de IL-1β, presente no fluido crevicular de pacientes com doença 

periodontal e em animais com doença periodontal experimental promoveu a 

reabsorção óssea (BARKSKY et al., 2007; BUDUNELI; OZCAKA, 2012; DE MOLON 

et al., 2014; GARLET et al., 2006). A cepa selvagem de A. actinomycetemcomitans 

foi capaz de induzir a transcrição de il-1β. Estudo anterior demonstrou que a 

interação entre A. actinomycetemcomitans e células epiteliais regula positivamente a 

transcrição de il-1α (UMEDA et al., 2012). Em nosso estudo, il-1α foi regulada 

positivamente quando da ausência de omp29par e principalmente quando ambos 

omp29 e omp29par também foram removidos (Tabela 5), sugerindo que omp29par 

poderia estar inibindo a resposta de IL-1α. No entanto, deve ser notado que na 

mutante defectiva dupla, a expressão de OMP39 foi aumentada. Por outro lado, este 

fenômeno de compensação não foi aparente na mutante defectiva em omp29par, o 

que reforça a possibilidade desta atividade pela proteína paráloga, e sugere 

diferentes funções para cada um dos genes omp29 e omp29par.  

Os nossos dados indicam que as OMP29 e OMP29par têm papel também na 

regulação da transcrição de il-1β. A ativação de caspase-1, que induz a secreção de 

IL-1β biologicamente ativa, requer estímulos auxiliares, por fatores como PAMPs e 

DAMPs, como exemplo LPS (MATSUSHIMA et al., 1986). Pudemos observar que as 

células epiteliais gengivais infectadas por 4 e 24 horas com A. 

actinomycetemcomitans defectiva em ambos omp29 e omp29par, mas não as células 

defectivas em apenas uma das proteínas OMP29, apresentaram regulação positiva 

da transcrição de il-1β (p < 0,05), em relação a células infectadas com a cepa 

selvagem (Figuras 34 A e 35 A e Tabela 5). Assim, os dados de inibição da 

transcrição de il-1β sugerem que esta função seria exercida por ambas 

OMP29/OMP29par e/ou pelo aumento da expressão de OMP39 para a mutante 

dupla. Este questionamento foi respondido pela análise da transcrição deste gene 
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após a interação da célula epitelial com OMP29 recombinante (Figura 36 A), que 

resultou em uma tendência de regulação negativa, após 2 e 6 horas de incubação. 

Em contraste, OMPA de Eschechiria coli O157:H7 promove a expressão de IL-1 (IL-

1β e IL-1α) em células dendríticas murínicas (TORRES et al., 2006). 

O presente estudo mostrou que a interação de células epiteliais por 4 e 24 

horas com a mutante defectiva em ambos os genes omp29 e omp29par, promoveu 

uma regulação positiva e estatisticamente significante (p < 0,05) da expressão de il-

8, quando comparada com as células epiteliais infectadas com as outras mutantes e 

a cepa selvagem (controle) (Figuras 34 B e 35 B e Tabela 5). Se por um lado este 

resultado direciona uma vez mais para um possível papel de OMP39 na regulação 

da resposta imune, o papel de OMP29 não pode ser descartado. Quando OMP29his 

entrou em contato com célula epitelial gengival (OBA-09), pudemos observar a 

regulação da expressão gênica promovida por apenas este fator de virulência, sem a 

interferência de outras modificações introduzidas pela ausência desta proteína 

estrutural de membrana externa. A análise das citocinas no sobrenadante do ensaio 

de interação das culturas de célula OBA-09 com a proteína OMP29 recombinante 

mostrou que esta regulou negativamente a transcrição de il-8 (p < 0,05) (Figura 36 

B). Assim, os dados sugerem que OMP29/OMP29par parecem estar  envolvidas na 

inibição da produção de IL-8, a qual é induzida por outras PAMPS de A. 

actinomycetemcomitans.  

Entre os patógenos periodontais, P. gingivalis é capaz de inibir a produção de 

IL-8 nos tecidos periodontais pela secreção de uma serina fosfatase (SerB) 

(DARVEAU et al., 2010). Esta inibição transitória poderia retardar o recrutamento de 

neutrófilos, e, desse modo, facilitar a colonização inicial desse patógeno e de outros 

micro-organismos (HAJISHENGALLIS et al., 2011). OMP29 de A. 

actinomycetemcomitans, de maneira semelhante parece atuar sobre a produção de 

IL-8, e assim possivelmente retardar a atração de neutrófilos para que o micro-

organismo possa ter tempo de colonizar o hospedeiro e invadir célula epitelial 

gengival (KAJIYA et al.,2011) e portanto evadir do sistema imune e induzir doença. 

Proteínas da família OMPA podem apresentar diferentes efeitos sobre a produção 

de IL-8: a proteína OMPA de Acinectobacter spp. estimula o promotor de il-8 

(OFORI-DARKO et al., 2000), enquanto a OMPA de Kebsiella pneumoniae reduz a 

expressão desta citocina em células do epitélio brônquico (MARCH et al., 2011) 
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Os nossos dados conflitam com estudos iniciais usando OMP29 purificada 

diretamente de A. actinomycetemcomitans, já que foi demonstrado que esta proteína 

induz a produção de IL-8 e inibe a comunicação intercelular (UCHIDA et al., 2005) e 

que esta poderia ser suprimida pela adição de maleato isorgladina (KISHIMITO et 

al., 2008). Por outro lado, estudos anteriores de nosso grupo indicam que o gene il-8 

não é regulado positivamente em células epiteliais gengivais infectadas por A. 

actinomycetemcomitans (UMEDA et al., 2012).  

Os resultados conflitantes podem ser à metodologia de purificação da 

OMP29. No estudo de Uchida et al. (2005) e Kishimoto et al. (2008), OMP29 foi 

purificada diretamente do gel de poliacrilamida bidimensional, onde proteínas de 

membrana externa foram submetidas à eletroforese, e é possível que outros 

componentes bacterianos tenham contaminado a proteína, inclusive OMP29par, que 

encontra-se em banda próxima a de OMP29. Ao contrário, no presente estudo, 

utilizamos além de mutantes defectivas para os genes omp29 e omp29par, OMP29 

recombinante com cauda de histidina purificada em coluna, e a inibição da 

transcrição de il-8 foi demonstrada. 

Concluímos portanto, que OMP29 e OMP29par poderiam estar envolvidas na 

regulação da resposta imune, regulando negativamente a transcrição de il-1β e il-8. 

A regulação negativa de il-1β, exigiria a presença de ambas OMP29/OMP29par, mas 

outros fatores como a maior expressão de OMP39 podem também ter papel na 

regulação do processo inflamatório induzido por A. actinomycetemcomitans. 

IL-6 é uma citocina multifuncional que pode induzir a diferenciação de 

osteoclastos, reabsorção óssea e a contínua destruição de tecidos (MIHARA et al., 

2012; UDAGAWA et al., 1995). Essa citocina e seu receptor solúvel IL-6R participam 

do recrutamento de leucócitos durante a resposta inflamatória aguda por meio da 

regulação seletiva de quimioquinas inflamatórias e de eventos apoptóticos (HURST 

et al., 2001; JONES, 2005; MCLOUGHLIN et al., 2003). Pudemos observar que as 

células epiteliais gengivais infectadas por 4 horas com A. actinomycetemcomitans, 

defectiva em ambos os genes omp29 e omp29par, apresentaram regulação positiva 

da transcrição de il-6 (p < 0,05), bem como aquelas infectadas com a mutante 

AaΔ29 em relação a células infectadas com a cepa selvagem (Tabela 5). Assim, os 

dados sugerem que a transcrição de il-6 foi induzida na ausência de OMP29. No 

entanto, não pode ser descartado um possível papel de OMP39, mais expressa na 

mutante AaΔ29 e AaΔ29P29 . 
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LPS induz não somente a expressão de IL-6, mas também do seu receptor 

em fibroblasto gengival humano (TABETA et al., 2000). Em nosso estudo, a 

expressão do receptor de IL-6 (il-6r) foi determinada após 24 horas de interação, e 

não houve diferença na sua expressão entre as cepas, embora seja observada 

tendência de aumento da sua expressão na co-cultura com a cepas defectiva em 

omp29 e omp29par( Figura 35 D). Pudemos esclarecer esse resultado com a análise 

da transcrição deste gene após a interação da célula epitelial com OMP29 

recombinante (Figura 36 D), que regulou negativamente a transcrição de il-6r após 

2, 6, 12 e 24 horas de incubação. Assim, os dados mostram que OMP29 é capaz de 

reduzir a expressão de il-6r, sugerindo que OMP29 poderia resultar em menor 

resposta celular a IL-6, novamente modulando a inflamação. 

O ensaio de co-cultura de OBA-09 com as mutantes de A. 

actinomycetemcomitans por 24 horas de incubação não demonstrou diferença no 

níveis de transcritos de il-18. Entretanto, quando a proteína OMP29his interagiu com 

a cultura de OBA-09, observamos regulação positiva da transcrição de il-18 

(pertencente a família da IL-1) após 12 e 24 horas de incubação (Figura 36 C). A 

citocina pró-inflamatória IL-18 está envolvida com a progressão da periodontite 

(CHITRAPRIYA et al., 2015), sugerindo a participação de OMP29 na regulação do 

processo inflamatório induzido por A. actinomycetemcomitans. A produção de IL-18 

é mediada pela ativação do receptor citoplasmático NLRP3 (Bostanci et al., 2009). 

Apesar da transcrição de NLRP3 não ter sido detectada em nosso estudo quando 

OMP29his interagiu com a célula OBA-09, não significa que este receptor não é 

encontrado nas células OBA-09, já que os níveis de transcritos podem estar abaixo 

dos limites de detecção pelos métodos empregados. Assim, o aumento da 

transcrição de il-18 promovido por OMP29 recombinante estão de acordo com seu 

papel no processo de invasão e ativação de receptores citoplasmáticos. 

IL-18 possui fortes propriedades pró-inflamatórias, com base na sua 

capacidade de promover a secreção de outras citocinas pró-inflamatórias, como o 

TNF-α, IL-1β, IL-8 e GM-CSF, aumentando a expansão, a migração e a ativação de 

neutrófilos durante as infecções (SAHOO et al., 2011). Destaca-se que a indução da 

transcrição de il-18 por OMP29his foi tardia (Figura 35 C), compatível com a 

necessária ativação inicial de NRLP3, ao contrário do processo de inibição da 

transcrição de il-8 e tlr2, sugerindo que a dinâmica do processo inflamatório é 
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alterada pela OMP29, possivelmente possibilitando um controle inicial da resposta 

da célula que permita a invasão.  

Estudos confirmaram que a regulação positiva de NLRP3 em células 

mononucleares é devido ao desafio bacteriano (ATAIDE et al., 2014; BELIBASAKIS; 

JOHANSSON, 2012; EITEL et al., 2012). A alta expressão do inflamassoma NLRP3 

foi relatado nos tecidos gengivais de pacientes com periodontite (BOSTANCI et al., 

2009; PARK et al., 2014), entretanto o mecanismo molecular de sinalização ainda 

não é conhecido. Indivíduos com diabetes mellitus e periodontite crônica, em estado 

hiperglicêmico pode exacerbar o estado inflamatório do tecido gengival pela ativação 

da via NLRP3 e essa resposta inflamatória anormal do hospedeiro pode contribuir 

para uma maior degradação dos tecidos (HUANG et al., 2015) 

O gene c3 (Tabela 5) foi regulado positivamente nas células OBA-09 

interagindo com as mutantes de A. actinomycetemcomitans defectivas em omp29 

e/ou omp29par. C3 modula tanto a resposta imune inata como a adaptativa e está 

associado a um sistema imuno-modulatório diverso e a processos biológicos que 

afetam a fisiopatologia humana (MASTELLOS et al., 2015). Portanto, os dados 

sugerem que OMP29/OMP29par poderiam também modular a resposta mediada pelo 

sistema complemento. 

SOCS3 desempenha um papel crítico na modulação de citocinas 

sinalizadoras envolvidas na osteoclastogênese, e foi demonstrada sua associação 

com diabetes severa associada à perda óssea alveolar induzida por inflamação 

(ZHANG et al., 2009). As co-culturas de células OBA-09 com as cepas AaΔ29, 

AaΔ29P e principalmente com AaΔ29P29, apresentaram um aumento do nível de 

transcritos de socs3 (Tabela 5) quando comparadas as co-culturas com a cepa 

selvagem, sugerindo que OMP29/OMP29par inibe a expressão de SOCS3 e 

controlaria a produção de citocinas inflamatórias. 

A proteína C reativa (PRKCQ) codificada pelo gene prkcq também foi 

expressa positivamente na célula epitelial infectada pela cepa defectiva em omp29 

e/ou omp29par. Um estado de inflamação sistêmica, incluindo o gerado por formas 

graves de periodontite, é caracterizado por altos níveis séricos de proteína C reativa 

(LALLA et al., 2007). Uma vez mais observamos que OMP29/OMP29par regulam o 

processo inflamatório, compatível com o controle da inflamação que caracteriza 

clinicamente a periodontite agressiva associada à A. actinomycetemcomitans. 



 

 

 

 

121 

A citocina TNF-α exerce atividade biológica por meio de 2 receptores 

cognatos de superfície celular. O gene tnfrsf1b (Tabela 5), que codifica o receptor da 

superfamília 1B de TNF (TNFRSF1B; p75), foi expresso positivamente nas células 

OBA-09 interagindo com as mutantes de A. actinomycetemcomitans, particularmente 

com a mutante dupla (55,97 vezes). O fator de necrose tumoral é um dos principais 

mediadores da inflamação na pele e mucosas (KONDO; SAUDER, 1997). As 

citocinas associadas ao TNF-α ligam-se aos membros específicos da superfamília 

iniciando várias vias de sinalização que conduzem a parada do crescimento, 

proliferação ou morte celular (NAGATA, 1997). A importância de TNF-α no 

desenvolvimento de periodontite tem sido associada principalmente à sua 

capacidade de induzir a destruição do tecido conjuntivo e reabsorção óssea 

(STASHENKO et al., 1987). Assim, os dados sugerem que OMP29/OMP29par exerce 

um papel de controle do quadro inflamatório, também por controlar a transcrição do 

receptor tnfrsf1b. 

O tecido ósseo e o sistema imune são especialmente afetados pelo complexo 

fator de transcrição dimérico de proteína 1 (AP-1) e NF-kB, os quais estão 

implicados no controle da proliferação, diferenciação e apoptose de ambos os 

osteoblastos e osteoclastos (BONIZZI; KARIN, 2004; JOCHUM et al., 2001). O fator 

de transcrição AP-1 é composto por membros da família de proteínas: Fos, incluindo 

Fosb, Jun e fator ativador de transcrição (ATF). AP-1 pode induzir inflamação mais 

severa por diferentes mecanismos, como por exemplo, a trans-repressão do 

receptor de glicocorticóide (WAGNER; EFERL, 2005). Estudos in vitro com 

fibroblastos gengivais humanos têm demonstrado que a IL-1β pode induzir a 

atividade de NF-kB e AP-1, os quais cooperam na indução de IL-6, IL-8, PGE2, e 

MMP-1 (KIDA et al., 2005). O gene que codifica NRC3C1, um receptor de 

glicocorticóide, também apresentou regulação positiva nas células infectadas pelas 

cepas defectivas em omp29 e/ou omp29par (Tabela 5), ratificando uma vez mais, que 

OMP29/OMP29par está associada ao controle do processo inflamatório. Portanto, 

OMP29/OMP29par pode ativar Fos/AP-1, já que a transcrição de nr3c1 é reprimida na 

presença de OMP29/OMP29par, e poderia atuar na doença periodontal por meio da 

indução da expressão das citocinas e degradação da matriz por MMPs.  

Outros dados por nós obtidos também sugerem que OMP29/OMP29par 

exercem um papel de controle do quadro inflamatório. Como demonstrado na tabela 

5, a transcrição de grb2, que codifica as proteínas Grb, foi induzida nas células 
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epiteliais infectadas com as cepas defectivas em omp29 e/ou omp29par. Enquanto a 

proteína Grb-1 foi localizada no epitélio juncional e foi expressa positivamente no 

epitélio da bolsa de periodontite avançada (LI et al., 2005), Grb2 foi associada aos 

indivíduos portadores de periodontite crônica e agressiva recorrentes, quando 

comparados a indivíduos periodontalmente saudáveis (COVANI et al., 2008; 

MARCONCINI et al., 2010). Também foi observada uma forte correlação entre Grb2 

e indivíduos portadores de periodontite e diabete mellitus (COVANI et al., 2009). 

Assim, apesar destas associações, nosso resultados sugerem que 

OMP29/OMP29par estão envolvidos na regulação da transcrição de grb2, enfatizando 

seu papel na evasão das defesas do hospedeiro decorrentes do processo 

inflamatório. 

A proteína C reativa (CRP) é mais um biomarcador sensível para a infecção e 

inflamação, por ser uma das principais proteínas de fase aguda (KAPUR et al., 

2015). No presente estudo, a transcrição de crp foi regulada positivamente nas 

células infectadas com as mutantes AaΔ29 e AaΔ29P, embora a variação nos níveis 

de transcrição relativa tenha sido muito pequena (na ordem de 30%). Por outro lado, 

os níveis de transcritos de crp foram profundamente reduzidos nas células 

submetidas à co-infecção com a mutante dupla AaΔ29P29 (Tabela 5). Apesar de ter 

sido demonstrado que indivíduos com periodontite agressiva possuem altos níveis 

de CRP quando comparado a indivíduos saudáveis e que após tratamento 

periodontal, bem sucedido, ocorre uma diminuição significativa dos níveis de CRP 

(GUPTA et al., 2015), os dados indicam que OMP29 e OMP29par estão envolvidas 

no controle do processo inflamatório.  

A ausência de OMP29 e OMP29par promoveu a regulação positiva da 

transcrição de vcam1 (Tabela 5) nas células infectadas pelas mutantes, quando 

estas foram comparadas com cepa selvagem em cerca de 2 vezes (200%), 

sugerindo que ambas OMP29 e OMP29par inibem o processo inflamatório que visa 

eliminar o patógeno. VCAM1 está relacionado com a atração de leucócitos para o 

sítio da infecção, portanto omp29 e omp29par permitiriam uma permanência maior do 

patógeno no sítio colonizado. Ao contrário, a mutante dupla induziu a redução de 

transcritos de vcam1 na ordem de 25%, que apesar de significante, seu significado 

biológico é questionável e pode ser devido às profundas alterações na composição 

da membrana externa na mutante dupla, como superexpressão de OMP39.  
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A ausência de OMP29 e OMP29par promoveu a regulação positiva da 

transcrição de ptgs2 (Figura 34 D) e il-12α nas células epiteliais infectadas (Figura 

34 E), sugerindo que estas OMPs estariam envolvidas na inibição da transcrição 

destes genes. Como mencionado anteriormente, esta atividade poderia também ser 

atribuída a maior expressão de OMP39 na mutante dupla. IL-12 é uma citocina com 

atividade tanto pro-inflamatória como imuno-regulatória, e tem um papel importante 

na iniciação e no progressão da inflamação gengival (GEMMELL et al., 2004). A 

produção inicial de IL-12 durante a infecção pode ativar macrófagos e aumentar a 

imunidade celular, enquanto modula a resposta imune antígeno específica. O 

principal efeito da IL-12 é de estimular a produção de IFN-γ por células Th1 e regular 

a transição de uma resposta imune inata inicial para uma resposta imune adaptativa 

(TRINCHERI, 2003). Estudos têm demonstrado níveis de IL-12 significantemente 

maiores em indivíduos com periodontite crônica (TSAI et al., 2005; YUCEL et al., 

2008), embora baixas concentrações de IL-12 tenham sido relatadas no fluido 

crevicular gengival quando há aumento da inflamação (OROZO et al., 2008). 

Estudos clínicos e experimentos em animais demonstraram que COX-2 (ptgs2) é um 

biomarcador clínico promissor para a periodontite, já que sua redução promoveu a 

estabilização da doença pelo controle da reabsorção óssea alveolar (GURGEL et 

al.,2004; HOLZHAUSEN et al., 2005; NASSAR et al., 2005; PINHO MDE et al., 

2008; YEN et al., 2008). Apesar de OMP29/OMP29par isoladamente não terem 

alterado a expressão de il-12α, os dados sugerem que ambas ou OMP39 poderiam 

estar envolvidas neste processo. 

Estudos prévios revelaram que a exposição in vitro de células epiteliais orais 

com LPS resultou em modificações de histonas, ativação de transcrição de co-

ativadores, como p300/CBP e acúmulo de fator nuclear-kB (NF-kB) (MARTINS et al., 

2015). Embora as implicações precisas de p300/CBP na progressão da doença 

periodontal sejam ainda desconhecidas, seu controle na sinalização de NF-kB está 

bem documentado e é de interesse para periodontia. A família NF-kB dos mamíferos 

é um gene alvo do co-ativador da transcrição e da histona acetiltransferase 

p300/CBP (ZHONG et al., 2002). A ativação da sinalização de NF-kB pode ser 

realizada por meio de estimulação de citocinas e produtos bacterianos, portanto, NF-

kB parece ser um componente essencial da resposta imunológica inata (KIM et al., 

2006). EP300 está associada também à apoptose (GHOSH et al., 2007), desta 
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forma, OMP29/OMP29par demonstram estar envolvidas na resposta anti-apoptótica, 

já que e essas OMPs promovem a repressão da transcrição de ep300 (Tabela 5). 

A apoptose é a forma regulada de morte celular programada e alterações na 

sua regulação têm sido associadas com a doença periodontal (PRADEEP et al., 

2014). Caspase-3 é um dos executores chave da apoptose (PRADEEP et al., 2014). 

Crescentes evidências mostram que a patogênese de doenças infecciosas é 

amplamente afetada por apoptose modulada por patógenos específicos, os quais 

induzem este processo por meio de produtos extracelulares específicos, como 

ácidos carboxílicos de cadeia curta produzidos por P. gingivalis, Prevotella loescheii, 

e Fusobacterium nucleatum (CHEN et al., 1994; MANGAN et al., 1991; 

ZYCHLINSKY et al., 1992), os quais induzem apoptose em células T (GEATCH et 

al., 1999; KURITA-OCHIAI et al., 1997), e em queratinócito gengival (SORKIN et al., 

1998). Em A. actinomycetemcomitans, foi demonstrado que a toxina distensora 

citoletal induz apoptose em linfócitos B (SHENKER et al., 2015). Por outro lado, a 

patogênese da inflamação periodontal pode envolver a inibição da morte celular, por 

meio da regulação positiva da expressão de bcl-2 (KUZENKO et al., 2015). 

Pudemos observar que OMP29 está envolvida no processo inflamatório e que 

há uma resposta anti-apoptótica frente ao seu estímulo. Os genes bcl2, birc3, casp3, 

ep300, fosb, grb2, nrc3c1, prkcq, socs3 e tnfrsf1b (Tabela 5) foram regulados 

positivamente nas células OBA-09 interagindo com as mutantes de A. 

actinomycetemcomitans. 

OMP29 e OMP29par parecem exercer papel no reconhecimento celular que 

ocorre no início de um processo inflamatório, já que a deleção de ambos genes 

promoveu regulação positiva da transcrição de fas (Tabela 5), sugerindo que OMP29 

reduziria a expressão de FAS na célula OBA-09. Por outro lado, a ausência de 

OMP29 ou OMP29par levou a um leve aumento da transcrição de faslg, ao contrário 

da co-cultura de células OBA-09 infectadas coma mutante dupla, que promoveu uma 

regulação negativa da transcrição de fasl (Tabela 5). O receptor FAS é necessário 

no processo de morte celular por apoptose desencadeada pela re-estimulação via 

TCR/CD3. Este processo é dependente da interação do receptor de morte FAS 

(CD95) com seu ligante cognato, FASL (CD95L) (JU et al., 1995; VAN PARIJS et al., 

1996) que apresenta expressão limitada a alguns tipos celulares (ALDERSON et al., 

1995; DHEIN et al., 1995). Portanto, os dados indicam que OMP29 e OMP29par, 

estão envolvidos na resposta anti-apoptótica e podemos sugerir que a mutante 
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AaΔ29P29 possivelmente induz maior taxa de morte celular por apoptose, já que a 

expressão de fas está extremamente aumentada nas células infectadas por esta 

amostra (Tabela 5). Uma vez mais, relembramos a possibilidade de OMP39 cuja 

expressão é maior nas mutantes defectivas em OMP29, ter um papel como fator de 

virulência em A. actinomycetemcomitans, o qual merece maiores estudos. 

A terceira maior via anti-apoptótica envolve a ativação transcricional do NF-kB 

dependente dos fatores pro-sobrevivência, como cIAP-1 e cIAP-2 (BIRC3) (WANG 

et al., 1998). A atividade anti-apoptótica de OMP29/OMP29par está de acordo 

também com a inibição da transcrição de birc3 na co-cultura com a cepa selvagem, 

em relação àquela infectada com a mutante dupla defectiva em omp29 e omp29par. 

Apesar do controle da apoptose por P. gingivalis, cIAP-1 tampouco cIAP-2 são 

regulados por P. gingivalis (MAO et al., 2007). Diferentemente, A. 

actinomycetemcomitans parece ser capaz de controlar o processo apoptótico por 

esta via, visto que a célula OBA-09 infectada com a mutante dupla AaΔ29P29 

promoveu uma regulação positiva de birc3. 

O papel anti-apoptótico de OMP29 e OMP29par está de acordo com a sua 

associação com a invasão em células não fagocíticas. O principal mecanismo de 

defesa da célula hospedeira contra bactérias intracelulares é a indução da apoptose. 

No entanto, patógenos intracelulares, inclusive obrigatórios como Chlamydia 

(MESSINGER et al., 2015), e como demonstrado no presente estudo para A. 

actinomycetemcomitans, desenvolveram mecanismos anti-apoptóticos de maneira a 

promover a sua sobrevida no ambiente intracelular.  

Diante do exposto, OMP29 parece ter um papel relevante na fisiopatologia da 

periodontite associada à A. actinomycetemcomitans. Primeiramente, o gene omp29 

apresenta-se conservado em todos isolados avaliados, e foi transcrito por todos os 

isolados avaliados sem haver uma diferença muito grande, que sugerisse se este 

fosse responsável pela variabilidade do potencial patogênico entre os sorotipos. O 

gene omp29 parálogo foi por nós identificado em todas as cepas. Variações 

filogenéticas foram observadas principalmente na região promotora putativa de 

omp29par, que poderia influenciar o potencial patogênico das cepas.  

OMP29his liga-se à matriz extracelular por meio da fibronectina plasmática e 

celular. Além de estar envolvida na etapa inicial da patogênese, a fibronectina 

interage com integrinas celulares de superfície que podem promover o recrutamento 

de proteínas sinalizadoras e do citoesqueleto, levando consequentemente a 
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reorganização do citoesqueleto de actina (envolvido no processo de invasão 

bacteriana) e alteração do perfil de expressão gênica. A interação de A. 

actinomycetemcomiyans com célula epitelial gengival OBA-09 mostrou que omp29 e 

omp29par participam deste processo de sinalização. Como o perfil de proteínas de 

membrana externa foi alterado nas amostras mutantes em decorrência da deleção 

da OMP29, indicando sua importância como proteína estrutural da membrana 

externa, experimentos adicionais com a proteína recombinante ainda são 

necessários. Entretanto, os dados de interação das células epiteliais associados aos 

dados obtidos com a proteína OMP29his confirmam que OMP29 ao interagir com 

células epiteliais interfere na expressão de tlr2 e regula negativamente a transcrição 

de il-6r, il-8 e il-1β. Além disso, pudemos demonstrar que OMP29 interfere 

negativamente nas regulação de vias apoptóticas, permitindo assim a maior 

sobrevida no ambiente intracellular. A observação de que OMP29 está associada à 

evasão do sistema imune, sugere que este fator associado às toxinas leucotoxina e 

toxina distensora citoletal poderia alterar o microambiente subgengival e ao reduzir 

as defesas do hospedeiro, permite não somente a persistência da infecção por A. 

actinomycetemcomitans mas também de organismos patobiontes, levando ao 

desiquilíbrio da microbiota e de sua relação com o hospedeiro e promovendo a 

destruição dos tecidos periodontais. 
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5 CONCLUSÃO 

 

Dentro das condições experimentais do presente estudo e com base nos 

resultados, pôde-se concluir que: 

 

 omp29 e omp29 parálogo (omp29par) estão conservados em todas as cepas de 

A. actinomycetemcomitans avaliados. Variações filogenéticas foram observadas 

para omp29 e omp29par, bem como para os seus promotores e estas relacionam-se 

com os sorotipos. 

 

 omp29 foi transcrito por todos os isolados avaliados sem haver uma diferença 

muito grande que sugerisse que este fator seja responsável pela variabilidade do 

potencial patogênico entre os sorotipos. 

 

 OMP29 é um imunógeno importante, já que induz altos títulos de anticorpos em 

camundongos Balb/c e é reconhecido em soro de paciente com periodontite 

agressiva. 

 

  OMP29 interage com a fibronectina plasmática e celular, mas não com os 

colágenos tipo I, III, IV e V, fibrinogênio, laminina e plasminogênio.  

 

 OMP29 e OMP29par participam do processo de sinalização, observado quando 

A. actinomycetemcomiyans interage com célula epitelial gengival (OBA-09), 

possivelmente alterando o perfil de receptores expressos pelas células epiteliais, 

pela regulação positiva da expressão de tlr2. 

 

  OMP29 e OMP29par alteram a expressão gênica de célula epitelial gengival 

(OBA), já que regulam negativamente a transcrição de il-6r e il-8 e positivamente de 

il-18, sugerindo, portanto, que OMP29 pode participar na evasão do sistema imune. 

 

 OMP29 e OMP29par alteram a expressão gênica de célula epitelial gengival 

(OBA), possivelmente inibindo a apoptose, por regular negativamente genes 
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associados às vias apoptóticas, inibindo assim este importante mecanismo de 

defesa contra patógenos intracelulares.  

 

Desta forma, OMP29 e possivelmente OMP29par parecem ter um papel 

importante na patogênese de A. actinomycetemcomitans, possivelmente 

contribuindo para a evasão das defesas do hospedeiro e portanto favorecendo o 

estabelecimento da infecção.  
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