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RESUMO

SENHORINHO, G. N. A. Analise microbiolégica e molecular de espécies de
Porphyromonas e Fusobacterium isoladas de cdes com e sem periodontite e sua relagio
com a resposta imunolégica. 100 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A periodontite ¢ uma resposta inflamatoria desencadeada por um complexo biofilme
constituido por diversos microrganisnos, particularmente por bactérias anaerobias, tais como
Porphyromonas spp. e Fusobacterium spp. Essas bactérias produzem varios fatores de
viruléncia capazes de atuar no inicio e progressdo da doenga. Cem amostras subgengivais
foram analisadas, sendo 50 de cdes com periodontite e 50 de cdes sadios, obtendo-se 144
isolados bacterianos identificados como pertencentes aos géneros Porphyromonas e
Fusobacterium. A produg¢ao de hemolisinas ¢ hemaglutininas, susceptibilidade aos soros
humano, canino e equino, e susceptibilidade a dez antibidticos foram avaliadas, assim como a
presenca dos genes prtC (colagenase), fimA (fimbrias), tetQ e tetM (resisténcia a tetraciclina).
Igualmente, a capacidade quimiotatica de neutréfilos e a producgdo de IL-1p, IL-8, TNF-a, IL-
11 e IL-17, foram avaliadas. f-hemolise foi produzida por P. gulae, P. crevioricanis, P.
cangingivalis, P. gingivicanis e P. circumdentaria. Dos 144 isolados, 21 P. gulae e¢ 2 F.
nucleatum aglutinaram eritrocitos humanos. A maioria dos isolados foi resistente a acdo dos
soros humano, equino ou canino. Todos os 144 isolados foram sensiveis & amoxicilina,
clindamicina, tetraciclina, amoxicilina/clavulanato, cefoxitina e penicilina G. Trés P. gulae, 2
P.macacae e 2 P. canifelinum abrigaram o gene tetQ e apenas um F. nucleatum ¢ um P.
catoniae foram positivos para a presenga do gene tetM. As espécies P. gulae, P. cangingivalis
e P. circumdentaria abrigaram o gene prtC. A maioria dos isolados abrigou o gene fimA tipo I
e nenhum deles abrigou o gene fimA tipo V. Somente nas P. gulae foi observada a presenga de
capsula pela microscopia eletronica de transmissdo. Todos os isolados estimularam
quimiotaxia dos neutrofilos. Interleucinas IL-1p, IL-8, TNF-a e IL-11 foram detectadas apo6s
estimulo com as espécies de Porphyromonas. As espécies de Fusobacterium nio estimularam
a producdo de IL-11 ¢ P. gulae induziu elevada concentragdo dessa citocina. Nenhum dos
i1solados estimulou a liberagao de IL-17.

Palavras-chave: Periodontite; cies; bactérias anaerdbias orais; viruléncia; Porphyromonas
spp.; Fusobacterium spp.



ABSTRACT

SENHORINHO, G. N. A. Microbiological and molecular analysis of Porphyromonas and
Fusobacterium species isolated from dogs with and without periodontitis and their
relashionship with immunological response. 100 f. Ph.D thesis (Microbiology) - Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Periodontitis is an inflammatory response caused by a complex microbial biofilm,
including anaerobic bacteria such as Porphyromonas spp. and Fusobacterium spp. Those
species present several virulence factors which act on early step and during the disease
evolution. One hundred of subgingival samples were analyzed, obtained from 50 dogs with
and 50 without periodontitis. One hundred and forty four bacterial species were isolated
belonging to both Porphyromonas and Fusobacterium genus. Hemolysin and hemagglutinin
production, susceptibility to human, equine and canine sera, and antimicrobial susceptibility
to 10 antibiotics were evaluated. In addition, the presence of gene prtC (collagenase), fimA
(fimbriae), tetQ and tetM (tetracycline resistance), as well as neutrophils chemotaxis and IL-
1B, IL-8, TNF-a, IL-11 and IL-17 production were also determined. PB-hemolysis was
produced by P. gulae, P. crevioricanis, P. cangingivalis, P. gingivicanis and P.
circumdentaria. Of the 144 isolates, 21 P. gulae and 2 F. nucleatum were able to agglutinate
human erythrocytes. Most of the isolates were resistant to the action of human, equine or
canine serum. All isolates were susceptible to amoxicillin, clindamycin, tetracycline,
amoxicillin/clavulanate, cefoxitin and penicillin G. Three P. gulae, 2 P.macacae and 2 P.
canifelinum harbored tetQ, and only one F. nucleatum and one P. catoniae were tetM
positive. P. gulae, P. cangingivalis and P. circumdentaria harbored prtC. Most of the isolates
harbored fimA I gene and none of them harbored fimA V. Only P. gulae showed capsule
through transmission electron microscopy. All isolates induced neutrophils chemotaxis and
IL-1B, IL-8, TNF-a and IL-11 were produced when neutrophils were stimulated by
Porphyromonas spp. Fusobacterium spp. did not stimulate IL-11 production and P. gulae
induced high concentration of cytokine. None of the isolates stimulated IL-17.

Keywords: Periodontitis; dogs; oral anaerobic bacteria; virulence; Porphyromonas spp.;
Fusobacterium spp.
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que as superficies do corpo humano e animal sdo colonizadas desde o
nascimento por diversos microrganismos que formam a microbiota residente ou indigena.
Esses organismos sdo benéficos ao hospedeiro e estdo em numero elevado, sendo, na sua
maioria, formados por bactérias anaerdbias. A cavidade bucal abriga populacdes microbianas
nos seus diversos ecossistemas, podendo ser isoladas das criptas tonsilares e linguais, sobre a
superficie dos dentes e no sulco gengival (HENTGES, 1993).

A maioria das infec¢des por anaerdbios ¢ comumente produzida pelos microrganismos
da microbiota residente do hospedeiro. Dentre eles, podem ser destacadas as espécies dos
géneros Bacteroides, Porphyromonas, Fusobacterium e Prevotella (FINEGOLD, 1995).
Esses processos infecciosos podem ser severos ou mesmo fatais, entretanto, essa severidade

esta relacionada a fatores imunoldgicos do hospedeiro (DUERDEN, 1994).

A microbiota bucal ¢ diversa e estd constituida, predominantemente, por bactérias
anaerobias Gram negativas, que possuem a capacidade de colonizar, invadir, produzir
produtos toxicos e gerar uma resposta imunolédgica agredindo os tecidos do hospedeiro

(FENG; WEINBERG, 2006).

Dentre as diversas infec¢des bucais causadas por anaerdbios, pode-se destacar a
doenca periodontal. Essa doenca ¢é representada pela gengivite e periodontite (ALLAKER et
al., 1997a). Esses processos infecciosos iniciam-se com a formagao do biofilme dental, que
gera uma resposta inflamatoria, podendo resultar na perda dos ligamentos periodontais, perda
Ossea e eventual perda da unidade dental (SCHENKEIN, 2006). Em animais domésticos,
particularmente caes, a doenga periodontal é considerada a infecgdo mais comum, sendo
estimado que aproximadamente 80% dos animais com idade acima de quatro anos apresentem
algum grau dessa doenca (HARDHAM et al., 2005b).

Em trabalho de revisao, HARVEY (1998) relatou que, na década de 30, ja era
reconhecida pela clinica veterinaria a alta incidéncia da “doenga dos dentes” em caes. Estudos
realizados demonstram que a doenga periodontal em pequenos animais esta frequentemente
relacionada com o aumento da idade, dieta mole e baixo peso corpéreo (WATSON, 1994;
ALLAKER et al., 1997a).

Embora as periodontites em cdes e humanos sejam clinicamente semelhantes, os
microrganismos envolvidos nesses processos sao diferentes, em termos bioquimicos e
genéticos, o que vem gerando a classificacdo de novas espécies, particularmente em animais,

sendo ainda pouco estudadas (CONRADS et al., 2004; FOURNIER et al., 2001).



Das bactérias anaerdbias presentes na bolsa periodontal humana, podem-se destacar as
espécies Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum, sabidamente de grande
importancia no inicio e na progressdo das periodontites (MOORE; MOORE, 1994).

No biofime subgengival, F. nucleatum ¢ apontado por exercer um importante papel na
adesdo e coagregacdo dos colonizadores microbianos iniciais e tardios (BOLSTAD; JENSEN;
BAKKEN, 1996; KAPATRAL et al., 2002). Por outro lado, ¢ bem documentada na literatura
internacional a participacao de P. gingivalis nos processos periodontais humanos, sendo capaz
de expressar um grande nimero de fatores de viruléncia envolvidos na patogénese dessa
infeccdo (ANDRIAN; GRENIER; ROUABHIA, 2006). Dentre esses fatores, podemos
mencionar a producdo de fimbrias, cépsula polissacaridica, lipopolissacarideo (LPS),
hemaglutininas, colagenase e proteinases cisteinas (TRAVIS et al., 1997; GRENIER et al.,
2003; HOULE et al., 2003).

Dentre os fatores de adesdo encontrados em Porphyromonas spp., podem se destacar
as fimbrias, as quais sdo componentes filamentosos localizados na superficie celular
bacteriana, compostos por proteinas denominadas fimbrilinas, cuja producao ¢ codificada pelo
gene fimA. Em P. gingivalis; essas estruturas medeiam a adesdo a superficie do dente, a
coagregacdo bacteriana e a adesdo e internalizagdo as células epiteliais bucais. As fimbrias,
por possuirem importantes propriedades imunomodulatorias, estimulam a producao de
citocinas proinflamatorias em monocitos e leucocitos polimorfonucleares (PMN) humanos,
desempenhando um importante papel na patogénese da periodontite (GRAVES et al., 2005).

Outra importante estrutura, frequentemente observada em bactérias Gram-negativas ¢
a capsula. Essa ¢ composta por polissacarideos extracelulares hidrofilicos, carregados
negativamente, que representam uma importante barreira fisico-quimica, protegendo o
microrganismo contra a perda de agua, facilitando a coagregagdo bacteriana e protegendo-o
contra o sistema imune do hospedeiro (MAYRAND; HOLT, 1988; ANDRIAN et al., 2006).

E sabido que o LPS de bactérias Gram-negativas constitui-se uma importante
estrutura, capaz de estimular PMN a produzir IL-1f3, IL-8 ¢ TNF-a, favorecendo, assim, a
inflamacao tecidual e a reabsor¢ao 6ssea (YOSHIMURA et al., 1997). Estudos in vitro tém
demonstrado que extratos de parede celular dessas bactérias inibem a atividade quimiotatica
de neutrofilos, o que poderia aumentar a severidade da doenga periodontal (VAN DYKE et
al., 1982).

Em P. gingivalis, a capacidade hemaglutinante tem sido associada ao processo de
adesdo as células do tecido gengival e a lise dos eritrocitos para a captura do ion ferro

(DECARLO et al., 1999). A presenca da enzima proteolitica colagenase, encontrada em P.



gingivalis, também parece desempenhar um importante papel na destruigdo e progressdo da
periodontite (WITTSTOCK et al., 2000). Essa enzima, ao lado de proteinases cisteinas
parecem ser as responsaveis pela clivagem do colageno tipo I, constituinte predominante nos
tecidos periodontais (HOULE et al., 2003).

Diferente do que ¢ observado no homem, P. gingivalis nao ¢ isolada com frequéncia
em animais, tais como cées, e sim, outras espécies, entre elas P. gulae, P. crevioricanis, P.
gingivicanis, P. circumdentaria, P. canoris e P. macacae (FOURNIER et al., 2001).
Fusobacterium nucleatum constitui-se um importante anaerébio da cavidade bucal e esta
envolvido no inicio e na progressdo da periodontite, aumentando numericamente com o
aumento da inflamacao gengival e da destruicdo periodontal (KAPATRAL et al., 2002). Essa
espécie, bem como Fusobacterium canifelinum, sdo encontradas comumente na microbiota
bucal de caes (CONRADS et al., 2004).

Os caes sdo apontados como responsaveis por mais de 80% das infec¢des produzidas
por anaerobios devido as mordeduras, e isso representa aproximadamente 1% das visitas as
emergéncias hospitalares (ALLAKER et al., 1997a). Estudos microbiologicos dessas
infecgdes tém enfatizado a importancia do conhecimento da microbiota bucal canina para o
tratamento mais adequado das lesdes por mordeduras (TALAN et al., 1999).

O aumento no cuidado com a satide de animais domésticos, na prevencao e terapia de
doencas infecciosas, tem colaborado com o aumento na frequéncia do uso de antibioticos, em
especial o licenciado para uso humano. Segundo Guardabassi et al. (2004), o uso
indiscriminado e sem critério de antibidticos no tratamento de infecgdes cronicas, em
humanos e animais, constitui-se o principal responsavel pelo aumento da resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias.

A crescente resisténcia aos antibidticos em anaerobios, incluindo os
periodontopatogenos, tem sido observada nas ultimas décadas. Essa resisténcia pode
representar um risco para o tratamento de casos severos da doenca, onde o uso de
antimicrobianos associados ao tratamento mecanico € requerido (EICK et al., 2004).

Sabendo-se da importancia das espécies dos géneros bacterianos aqui estudados no
processo de doenga periodontal em humanos, em termos clinicos e microbioldgicos, este
trabalho teve como objetivo conhecer melhor as caracteristicas desses géneros, pertencentes a
microbiota periodontal canina, visando fornecer dados microbiologicos em termos de

prevencgao e tratamento desses processos em caes.



2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos:

1. Isolar e identificar espécies de Porphyromonas e Fusobacterium provenientes de amostras

subgengivais de caes com e sem periodontite;

2. Avaliar alguns fatores de viruléncia das espécies isoladas, tais como: producdo de
hemolisinas ¢ hemaglutininas; suscetibilidade aos soros canino, humano e equino, e presenga
de fimbrias;

3. Determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos das espécies isoladas;

4. Detectar genes mediadores da produgdao de colagenase (prtC), da producao de fimbrias

(fimA) e da resisténcia a tetraciclina (tetQ e tetM);

5. Avaliar a quimiotaxia de leucocitos polimorfonucleares ativados pelas espécies isoladas;

6. Quantificar a liberagdo de IL-1B, IL-8, TNF-a, IL-11 e IL-17 por leucocitos

polimorfonucleares estimulados pelas espécies isoladas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICROBIOTA BUCAL RESIDENTE

E sabido que o homem e o animal, apés o nascimento, iniciam a formagio de uma
microbiota estavel denominada microbiota residente ou indigena (SORUM; SUNDE, 2001).
A superficie corporal dos animais em condi¢cdes normais, quase em sua totalidade, ¢
colonizada por essa microbiota, que desempenha um importante papel na satde animal,
contribuindo para o desenvolvimento do sistema imune e oferecendo resisténcia a colonizagao
por microrganismos aloctones ou exdgenos (MARCOTTE; LAVOIE, 1998). Por outro lado,
em determinadas situacdes, essa microbiota anfibiontica torna-se potencialmente patogénica
aos tecidos hospedeiros (LILJEMARK; BLOOMQUIST, 1996; RUBY; BARBEAU, 2002).

Bactérias anaerobias sdo sabidamente predominantes na microbiota bucal humana e
animal (GOLDSTEIN; CITRON; FINEGOLD, 1984). A maioria das infec¢des por
anaerobios surge a partir da microbiota indigena do hospedeiro, sendo os géneros
Bacteroides, Porphyromonas, Fusobacterium e Prevotella considerados de maior importancia
clinica (FINEGOLD, 1995).

Rayan et al. (1991), analisando a microbiota bucal humana, canina e felina,
observaram que bactérias anaerdbias foram mais comuns do que as aerobias e o nimero

microbiano na cavidade bucal de caes foi maior que em humanos.

Se por um lado muito ¢ investigado a respeito da microbiota anaerébia humana,
poucos estudos ainda sdo realizados em relagao a microbiota em animais (MIKKELSEN et
al., 2008). Diferentes espécies periodontais foram identificadas em animais de pequeno porte,
especialmente caes. Dentre elas , podem ser citadas: P. cangingivalis (COLLINS et al., 1994),
P. gingivicanis (HIRASAWA; TAKADA, 1994), P. crevioricanis (HIRASAWA; TAKADA,
1994), P. circumdentaria (LOVE, 1992), P. macacae (Love, 1995); P. gulae (FOURNIER et
al., 2001) e F. canifelinum (CONRADS et al., 2004). Segundo Elliot et al. (2005), os géneros
da microbiota bucal de caes sdo similares aos observados em humanos, embora diferengas
significativas sdo notdrias em nivel de espécie. Segundo Syed, Svanberg e Svanberg, 1981, a
predominancia de P. asaccharolytica e F. nucleatum em periodontite agressiva , em cédes da
raca beagle, sugere que tais espécies exercam importante papel no processo de doenca nesses

animais (SYED; SVANBERG; SVANBERG, 1981).



3.2 DOENCA PERIODONTAL EM CAES

O processo infeccioso mais comum que afeta a maioria dos animais em idade adulta é
a doenca periodontal, incluindo-se gengivite, periodontite e abscesso periodontal
(MIKKELSEN et al., 2008). Segundo Watson (1994), doenga periodontal ndo é um problema
recente em pequenos animais, tendo sido relatado, em 1923, por Gray, como uma doenca que
afetava esses animais, que progredia com a idade, causava perda de dentes, era mais comum
em animais alimentados com dieta mole e podia resultar em doengas secundérias. Segundo
Harvey (1998), a maioria de caes acima de cinco anos de idade sofrem de periodontite.

Gengivite ¢ o termo que designa inflamagao da gengiva, causada pelo acimulo de
biofilme dental. Representa uma parte essencial da patofisiologia da doenga periodontal e
pode ser detectada em cdes que ndo recebam meticulosa e frequente higiene bucal. Por outro
lado , ¢ considerada reversivel, uma vez que, removido o biofilme, a inflamagao desaparece,
sendo geralmente de pouca importancia clinica, exceto como indicador de higiene bucal
deficiente (HARVEY, 1998). Adicionalmente, gengivite representa um mecanismo de defesa
que ndo necessariamente progride para periodontite (DUPONT, 1998).

Periodontite, por sua vez, ¢ a resposta inflamatoéria desencadeada por uma complexa
microbiota que, em um hospedeiro suscetivel, resulta na perda de ligamentos periodontais,
perda dOssea e eventual perda da unidade dental (Loesche, 1993; Schenkein, 2006).

Esta bem estabelecido que P. gingivalis é o patogeno periodontal primario em
humanos; entretanto, estudos apontam que tal bactéria ndo ¢ isolada em periodontite canina
(FOURNIER et al., 2001; ELLIOT et al., 2005). Por outro lado, diferentes espécies de
Porphyromonas e Fusobacterium foram detectadas por Elliot et al. (2005), demonstrando que
espécies diferentes e especificas do periodonto animal poderiam ser responsaveis pela doenga.

Hardham et al. (2005b), utilizando camundongo como modelo periodontal,
observaram que P. gulae e P. macacae isoladas de cdes com periodontite, foram capazes de
induzir doenga periodontal em animais infectados. Espécies como P. cangingivalis, P.
gingivicanis, P. crevioricanis, P. circumdentaria, P. macacae, P. catoniae, P. gulae, F.
nucleatum e F. canifelinum sao descritas na literatura como parte da microbiota periodontal
de caes e gatos, podendo estar associadas a periodontite nesses animais, sendo que P.
macacae e P. gulae seriam da maior relevancia clinica na periodontite canina (ALLAKER et

al., 1997a; ELLIOT et al., 2005; HARDHAM et al., 2005a).



A periodontite em caes, embora clinicamente semelhante a humana, parece ter uma
progressao mais acelerada, apresentando consequéncias como anorexia e perda de peso, dor
crnica, instabilidade da estrutura dental, quebra ou perda de dentes, fratura de mandibula ou
da maxila, e, quando ndo tratada, bactérias periodontais podem se disseminar para outros
sitios do corpo, acarretando em doengas renais, coronarias e hepaticas (Hardham et al.,
2005a).

Para Harvey (1998), a periodontite em cdes pode ser considerada doenca da
civilizacdo, uma vez que animais submetidos a fatores de domesticagdo, tais como aspectos
quimicos e mecanicos de diferentes dietas, estresse, maior tempo de vida e efeitos
imunologicos de multiplas vacinas, apresentam quadros periodontais mais severos do que

animais selvagens.

3.3 GENERO Porphyromonas

3.3.1 Aspectos Taxondmicos

Embora o género Porphyromonas pareca ter sido observado anteriormente, em 1921,
ocorreu a primeira descrigdo na literatura cientifica por Oliver e Wherry, que isolaram da
garganta, amigdalas, ferimento cirtirgico abdominal infectado, urina e fezes humana, um
bacilo anaerdbio, Gram negativo, produtor de pigmento negro, semelhante a melanina, o que
os levaram a denomina-lo de Bacterium melaninogenicum.

Devido ao requerimento dos fatores X e V para seu crescimento, que era caracteristico
das espécies do género Haemophilus, em 1930, a 3° edicdo do Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey reclassificou Bacterium melaninogenicum como Haemophilus
melaninogenicum. Prevét (1938), reagrupando varias espécies em novos géneros e espécies,
propds que H. melaninogenicum fosse alterado para Ristella melaninogenica (PREVOT, 1938
apud HOLDEMAN; JOHNSON, 1982). O nome, entretanto, ndo foi aceito e, Roy e Kelly
(1939), na 5° edi¢do do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, reclassificaram as
espécies no género Bacteroides.

Schwabacher, Lucas e Rimington (1947), ao estudarem o pigmento produzido por
aquelas bactérias, determinaram que ndo se tratava de melanina e sim um derivado de hemina,
propondo a altera¢do de B. melaninogenicus para B. nigrescens. Por outro lado, Kelly alertou
que a alteracdo de espécies era contraria as regras internacionais de nomenclatura, concluindo

que Bacteroides melaninogenicus deveria ter prioridade, sendo aceito e publicado na 7°



edicao do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (1957). Até inicio da década de
70, bactéria anaerobia, Gram negativa, que produzia pigmento negro sobre agar-sangue, era
identificada como B. melaninogenicus. Em 1974, na 8° edigdo do Manual de Bacteriologia
Determinativa de Bergey, Holdeman e Moore, baseados nas suas observacdes e nos resultados
de Sawyer, MacDonald e Gibbons (1962) sobre -caracteristicas bioquimicas de B.
melaninogenicus, classificaram trés subespécies, baseados na capacidade de fermentar
carboidatos: melaninogenicus, intermedius e asaccharolyticus.

Finegold e Barnes (1977) propuseram a reclassificagdo de B. melaninogenicus
subespécie asaccharolyticus na espécie Bacteroides asaccharolyticus. Slots ¢ Hausmann
(1979), ao induzirem doenga periodontal em Macaca arctoides, observaram 10 isolados de B.
melaninogenicus que eram catalase positivos, um perfil que os diferiam das cepas até entdo
conhecidas. No ano seguinte,Slots e Genco (1980) classificaram aqueles isolados em uma
nova subespécie, B. melaninogenicus subespécie macacae.

Ainda em 1980, Coykendall, Kaczmarek e Slots, ao determinarem o contetido de bases
(G + C) e homologia das sequéncias de base das cepas humanas e animais, observaram que as
cepas de macaco diferenciavam-se das cepas humanas. Inicialmente, tais cepas foram
classificadas como B. asaccharolyticus ¢ B. melaninogenicus subespécie macacae, sendo
sugeridas pelos autores duas novas espécies: Bacteroides gingivalis, para os isolados
humanos, e Bacteroides macacae , para isolados de macaco.

Lalibert¢ ¢ Mayrand (1983) isolaram e caracterizaram Porphyromonas spp. de
biofilme subgengival de caes e gatos, observando que todos eram catalase positivos, o que os
distinguiam de P. gingivalis humano. Embora detectada essa diferenga bioquimica, os autores
ndo acreditaram tratar-se de espécies diferentes.

Love et al. (1987) descreveram uma nova espécie bucal pigmentada de gatos,
Bacteroides salivosus, que se diferenciava fenotipica e genoticamente dos isolados humanos
descritos. Posteriormente, essa espécie foi detectada também em caes (HARDHAM et al.,
2005a).

Shah e Collins (1988) observaram que as espécies B. asaccharolyticus, B. gingivalis e
B. endodontalis faziam parte de um grupo homogéneo de espécies assacaroliticas que os
diferenciava do grupo B. fragilis, sendo sugerida a reclassificacdo daquelas para o género
Porphyromonas.

Na década de 90, estudos com bactérias pigmentadas isoladas de animais,
especialmente caes, tornaram-se mais frequentes. Love et al. (1992) descreveram a presenga

de bactérias pigmentadas de negro, na cavidade bucal de gatos, que se diferenciavam das



demais descritas por serem catalase positivas e por ndo produzirem hemaglutinacdo ou
atividade tipo tripsina. A nova espécie foi denominada P. circumdentaria. No mesmo estudo,
os autores renomearam Bacteroides salivosus como Porphyromonas salivosa, baseados no
estudo de Shah e Collins (1988).

Fournier ¢ Mouton (1993), ao caracterizarem fenotipicamente espécies de P. gingivalis
humana e animal, observaram heterogeneidade bioquimica entre os isolados, sendo sugerida a
classificagdo dessa espécie em dois biotipos: humano e animal.

Em 1994, na 9° edigdo do Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, o género
Porphyromonas foi enquadrado no grupo 6, como bastonetes Gram-negativos, retos, curvos
ou helicoidais. Ainda em 1994, P. gingivicanis, P. crevioricanis, P. cangingivalis, P. cansulci
e P. canoris foram descritas como especificas do periodonto canino (HIRASAWA;
TAKADA, 1994; COLLINS et al., 1994; LOVE et al., 1994).

Love (1995), baseado na similaridade das sequéncias de RNAr de P. salivosa e B.
macacae, prop0s a reclassificagdo da ultima para Porphyromonas macacae comb. nov., como
sindnimo sénior para P. salivosa.

Fournier et al. (2001) propuseram a classificacdo da espécie P. gulae, observada
apenas em animais, sendo referida como a mais frequentemente isolada do sulco gengival de
varios animais, capaz de ser diferenciada fenotipica e geneticamente de isolados humanos.

Conrads et al. (2005), ao determinarem a relagdo filogenética entre espécies do género
Porphyromonas, utilizando sequéncias da regido 16S RNAr, concluiram que P. gulae deveria
ser tratada como espécie distinta de P. gingivalis.

Em Simposio Internacional sobre Sistematica de Procariotos, varias autoridades no
estudo de bactérias anaerdbias compilaram as caracteristicas de alguns géneros bacterianos
(2008). Assim, Finegold reforgou as caracteristicas que devem ser levadas em consideragao
no estudo de identificagdo das Porphyromonas, definidas como: bacilos ou cocobacilos
Gram-negativos, anaerobios obrigatorios € ndo esporulados, produtores de pigmento negro
sobre 4gar sangue, proveniente de protohemina. Adicionalmente, foi ratificado que a posi¢ao

taxonomica de espécies de Porphyromonas “nao pigmentadas” necessita ser definida.



3.3.2 Patogenicidade e Fatores de Viruléncia

Segundo Sundqvist (1993), patogenicidade ¢ um termo utilizado para descrever a
habilidade de um microrganismo em produzir doencga, sendo que o grau de patogenicidade do
microrganismo define a viruléncia. Dentre os mecanismos pelos quais Porphyromonas spp. ¢
outros anaerobios sdo capazes de produzir doenca, podem ser citados a capacidade de
aderéncia e invasdo, interferéncia na resposta imune do hospedeiro e danos teciduais
(DUERDEN, 1994; LAMONT; JENKINSON, 1998).

Muitos estudos tém sido realizados sobre os efeitos patogénicos de espécies de
Porphyromonas de origem humana, especialmente P. gingivalis, considerado patogeno
periodontal primdrio. Varios sdo os fatores de viruléncia desse patogeno, podendo ser
destacados: proteases extracelulares, como a proteinase cisteina; LPS e adesinas, assim como
fimbrias ¢ hemaglutininas, presenca de céapsula e producdo de colagenase, que atuam
modulando a resposta imune do hospedeiro, degradando ou clivando proteinas celulares e
receptores de superficie e interferindo na resposta inflamatoria, iniciando ou exacerbando a
doenga periodontal (YALMAZ, 2008).

Por outro lado, embora doenga periodontal seja comum em caes adultos e espécies do
género Porphyromonas sejam frequentemente isoladas da cavidade bucal desses animais,
pouco ainda ¢ sabido em relagdo a etiologia da doenga e, menos ainda, sobre a patogenicidade
e viruléncia da sua microbiota periodontal (HARDHAM et al., 2005; MIKKELSEN et al.,
2008).

As caracteristicas patogénicas de espécies de P. gingivalis de origem humana sdo bem
conhecidas; entretanto, em outras espécies similares do género Porphyromonas,
particularmente de origem animal, ainda estdo pouco esclarecidas, justificando-se, com isso, a

analise desses fatores de viruléncia em animais de pequeno porte, como caes.

3.3.2.1 Fimbrias

Fimbrias s3o componentes filamentosos, localizados sobre a superficie bacteriana, que
agem promovendo adesdo e colonizagdo bacteriana em sitios-alvo. Porphyromonas gingivalis
possui dois tipos fimbriais, mediados pelos genes fimA e mfal, que se diferenciam pelo peso
molecular e respectiva antigenicidade (UMEMOTO; HAMADA, 2003; AMANO et al.,
2004).



Yoshimura et al. (1984) detectaram fimbrias, pela primeira vez, em P. gingivalis,
constituidas por uma proteina de forma filamentosa denominada fimbrilina. No mesmo
estudo, foi demonstrado que essas proteinas purificadas ndo eram capazes de hemaglutinar ou
inibir hemaglutinagao.

Dickinson et al. (1988), analisando a sequéncia nucleotidica do gene fimA de P.
gingivalis, concluiram que ndo existia homologia significante com genes fimbriais de outras
espécies de Porphyromonas, sugerindo que a fimbrilina era uma proteina de distribuigdo
limitada.

Goulbourne e Ellen (1991) sugeriram o envolvimento das fimbrias de P. gingivalis na
coagregagdo com bactérias Gram positivas, especialmente A. viscosus. No estudo, fimbrias de
P. gingivalis ATCC 33277 foram isoladas e ensaios in vitro demonstraram haver coagregacao
entre essas estruturas e Actinomyces viscosus. Adicionalmente, fimbrias foram utilizadas no
preparo de antisoro em coelhos, que mostrou ser capaz de inibir coagregagdo entre as duas
espécies.

Collings e Love (1992) estudaram caracteristicas fisicas e bioquimicas em P. salivosus
(P. macacae) e “P. gingivalis”, oriundas de gatos, bem como em cepas de P. gingivalis, P.
asaccharolytica ¢ P. endodontalis humanas. Foram observadas fimbrias finas, longas e
onduladas em P. macacae e fimbrias curtas, menos abundantes e mais grossas nas demais “P.
gingivalis” felinas e nas cepas humanas. O material capsular também se mostrou diferente nas
cepas felinas, mais fino e fibrilar, assim como as atividades enzimadticas, especialmente
quimiotripsina e a-galactosidade, positivas apenas nas cepas de P. macacae. Os autores
sugeriram que a combinacao dos trés testes seria de grande importancia na diferenciagdo de
cepas de P. macacae das demais Porphyromonas, felinas e humanas.

Em 1994, quatro variantes do gene fimA foram caracterizados, com base nas
sequéncias nucleotidicas: tipos I, II, III e IV (FUJIIWARA et al., 1994; HAMADA et al,,
1994). Ainda em 1994, Hamada et al. contruiram uma mutante de P. gingivalis ATCC 33277
para fimA. Essa cepa mostrou-se incapaz de produzir a proteina FimA de 41kDa e demostrou
reduzida capacidade de se aderir a fibroblastos gengivais e células epiteliais humanas
cultivadas, sugerindo que o gene fimA seria determinante para a habilidade adesiva de P.
gingivalis.

Hamada et al. (1996), utilizando microscopia eletronica para estudar a cepa mutante
contruida, pelos mesmos autores em 1994 (HAMADA et al.,, 1994), descreveram, pela
primeira vez, a ocorréncia de fimbrias curtas (67 kDa), que também estiveram presentes em

cepas selvagens de P. gingivalis e diferenciaram-se das fimbrias longas (FimA) em tamanho e



antigenicidade. Os autores observaram a incapacidade das fimbrias curtas de aglutinar
eritrocitos de coelho, nao sendo sugerida a funcao dessas estruturas.

Xie, Cai e Lamont (1997) observaram que a expressdo alterada de fimA de P.
gingivalis poderia modular a habilidade do patogeno para aderir e invadir, € que a expressao
desse gene poderia ser regulada em resposta as varias condi¢des ambientais, tais como:
alteragdes na temperatura, crescimento em meios liquido ou so6lido, presenca ou auséncia de
hemina e crescimento na presenga de soro ou saliva. Em 2000, duas novas variantes do gene
fimA foram caracterizados: V e Ib (NAKAGAWA et al., 2000; NAKAGAWA et al., 2002).

Xie et al. (2000) realizaram um estudo para identificar as proteinas envolvidas na
regulagao do gene fimA, com o objetivo de entender o mecanismo de controle da transcri¢ao
fimbrial. Foi determinado que a propria fimbrilina, além da arginina (Rgp) e da lisina (Kgp)
gingipainas foram necessarias para a transcri¢do de FimA, sugerindo que P. gingivalis tenha
evoluido multiplos niveis de controle de expressao desse gene, podendo, com isso, aumentar
a sobrevivéncia em ambientes hostis.

Ainda em 2000, Amano et al. determinaram que a maior prevaléncia de genotipos
fimbriais era tipo I seguido do V, em isolados bucais de adultos sadios, e tipo II, seguido do
tipo IV, em isolados oriundos de pacientes com periodontite.

Norris ¢ Love (2001) estudaram a resposta de anticorpos contra fimbrias de P.
macacae isolado de gatos, determinando que essas estruturas seriam similares as de origem
humana e sugerindo que poderiam atuar de forma semelhante na doenga periodontal desses
animais.

Hamada et al. (2002), utilizando as fimbrias curtas da mutante de P. gingivalis ATCC
33277 (HAMADA et al., 1996), demonstraram a capacidade dessas estruturas de induzir a
expressdo de IL-1a, IL-1PB, IL-6 e TNF-a por macréfagos peritoneais de camundongos. A
quantidade de citocinas produzidas, tais como IL-1a e IL-1p foram comparadas a quantidade
induzida por LPS de Salmonella typhimurium, sugerindo a capacidade dessas fimbrias curtas
de estimular a alteracdo dos tecidos gengivais e perda 6ssea alveolar, tipicas da periodontite.

Umemoto ¢ Hamada (2003) avaliaram o papel das fimbrias longas e curtas de P.
gingivalis na adesao e invasdo de células epiteliais bucais, através da inativagdo dos genes que
medeiam fimbrias longas e curtas (fimaA e Mfal, respectivamente) nas cepas mutantes de P.
gingivalis ATCC 33277 (MPG1, MPG67 e MPG4167). Os autores concluiram que ambos os
tipos fimbriais seriam requeridos para esse patdgeno aderir e invadir aquelas células.

Recentemente, Hamada et al.(2008) detectaram fimbrias em P. gulae (ATCC 51700)

com peso molecular (41 KDa) ¢ antigenicidade similares aos de P. gingivalis. No mesmo



estudo, foi sugerido que fimbrias de P. gulae poderiam apresentar variagdes clonais com
alguma significancia na funcdo imunomoduladora do microrganismo. Adicionalmente, foi
observado, in vitro, que determinadas cepas de P. gulae ligaram-se a células epiteliais bucais
humanas, sugerindo que sitios de ligagdo com essas células estdo presentes nesse isolado de
origem animal.

Kuboniwa et al. (2009) estudaram o papel das fimbrias longas e curtas, bem como das
proteinases arginina e lisina gingipainas de P. gingivalis na formagao de biofilme homotipico
in vitro. Foram utilizados mutantes da cepa P. gingivalis ATCC33277 com uma série de
delegdes dos genes fimA, Mfal, Rgp e Kgp. Os biofilmes obtidos mostraram diferengas
significativas entre as cepas selvagens e mutantes, sugerindo que as fimbrias longas atuariam
como mediadores positivos, estando envolvidas na adesdo inicial e na organizacdo do
biofilme, enquanto as fimbrias curtas e lisina gingipaina seriam mediadores negativos,
apresentando um papel regulatério supressor para os mesmos passos. Por outro lado, foi
sugerido que a arginina gingipaina coordenaria a integridade do biofilme, bem como conteria
o biovolume. Foi concluido que as moléculas estudadas agiriam coordenadamente no

desenvolvimento do biofilme maduro.

3.3.2.2 Colagenase

Intensas investigagdes de P. gingivalis tém demonstrado suas iniumeras propriedades
virulentas, dentre elas a grande atividade proteolitica, que pode representar importante fator
para estagios invasivos iniciais da infeccdo ou da protecdo contra a resposta imunologica do
hospedeiro (KURAMITSU; YONEDA; MADDEN, 1995; LAWSON; MEYER, 1992).

Lucas e Thonard (1955) j& observavam, em seus experimentos, que bactérias da bolsa
periodontal eram capazes de desintegrar colageno. Gibbons e MacDonald (1961) observaram
que a enzima colagenolitica de B. melaninogenicus, diferente do que era visto em espécies de
Clostridium, estava associada a célula bacteriana e que aquele microrganismo apresentava
atividade colagenolitica.

Nas décadas de 60 e¢ 70, estudos deram énfase a colagenase tecidual e excluiram a
colagenase bacteriana, como nos trabalhos desenvolvidos por FULLMER et al. (1969) e
Golub et al. (1976). Em 1982, porém, Robertson et al. observaram que extratos de B.
gingivalis (hoje P. gingivalis) e Actinobacillus Actinomycetemcomitans (hoje Aggregatibacter
actinomycetemcomitans) podiam causar extensiva degradagdo do colageno, de forma

diferente das colagenases teciduais. Enquanto as colagenases bacterianas apresentavam um



efeito de clivagem multipla da molécula do colageno, as colagenases teciduais clivavam o
colageno numa unica ligacao do peptideo.

Kryshtalskyj, Sodek e Ferrier (1986) utilizaram dois caes da raga beagle, induzindo
periodontite em dois quadrantes, gengivite em um teceiro ¢ mantendo o quarto quadrante
clinicamente sadio. Atividade colagenolitica foi determinada no fluido gengival, concluindo
que os sitios com gengivite e periodontite apresentaram atividade colagenolitica
significativamente maior do que em sitios sadios. Também foi observado que a atividade
enzimatica dos sitios com periodontite variou com o tempo, sugerindo um padrao ciclico. Foi
concluido que a detec¢do de colagenases no fluido gengival poderia representar um critério
clinico seguro para o monitoramento da doenca periodontal.

Takahashi, Kato e Kuramitsu (1991) isolaram, pela primeira vez, o gene prtC em P.
gingivalis, que foi capaz de expressar atividade colagenolitica. Em 1992, o mesmo grupo
sequenciou e caracterizou esse gene, observando que o seu produto era capaz de hidrolisar o
colageno tipo I, soluvel e reconstituido, além de ndo apresentar nenhuma similaridade com
colagenases de células eucaridticas. Nesse estudo, também foi sugerida a presenca de uma
segunda colagenase, o que, segundo os autores, poderia ser uma confirmagdo do estudo de
Smalley, Birss e Shuttleworth (1988), de que enzimas do tipo tripsina também degradariam
colageno tipo I (KATO; TAKAHASHI; KURAMITSU, 1992).

Bodinka et al. (1994) detectaram a presenga de prtC pela reagdo em cadeia da
polimerase em 16 dos 22 P. gingivalis estudados, sugerindo que as cepas que apresentaram o
gene poderiam ser mais virulentas. Estudos posteriores sugeriram que, embora a proteina PrtC
fosse responsavel por degradar coldgeno, outras proteinases, como proteinases cisteinas,
também estariam fortemente envolvidas nessa atividade (KURAMITSU; YONEDA;
MADDEN, 1995).

A analise nucleotidica do gene prtC em isolados clinicos de P. gingivalis ¢ a cepa
referéncia ATCC 53977 demonstrou diferentes sequéncias, refletindo a heterogeneidade do
gene prtC, sendo sugerido que poderia ser resultado de microevolugdo, onde os genes sofrem
mais variagdes do que a estrutura gendmica inteira (WITTSTOCK et al., 2000).

Houle et al. (2003) investigaram a atividade colagenolitica de P. gingivalis, utilizando
cepas mutantes deficientes em gingipainas, bem como gingipinas purificadas e inibidores
seletivos de proteinases. Foi observado que, ao inativarem os genes IgpA e rgpB, que
codificam as proteinases cisteinas arginina gingipaina A e B, respectivamente, a atividade
colagenolitica sobre o coldgeno tipo I foi totalmente inibida, sugerindo que essas enzimas

seriam as responsaveis por tal capacidade. Essa conclusdo foi confirmada pela inclusao de



leupeptina, um inibidor seletivo de arginina gingipainas no ensaio fluorogénico, havendo
inibicao total de degradagdao do colageno. Por outro lado, argininas gingipainas purificadas
foram incapazes de degradar coldgeno, sendo sugerido que essa atividade requer que as
enzimas estejam associadas a superficie bacteriana, ou que outra proteinase ¢ requerida para
agir junto com as argininas gingipainas; ou, ainda, que argininas gingipainas ndo degradam
colageno, mas estdo associadas com o processamento de outras proteinases com atividade
colagenolitica.

Yan-Min et al. (2007) determinaram a frequéncia de infec¢do por cepas de P.
gingivalis, em pacientes com periodontite cronica e em sujeitos sadios, e avaliaram a
correlagdo com parametros clinicos, que incluiu a detecgdo dos genes prtC ¢ fimA em P.
gingivalis. Foi observado que a presenga de ambos os genes nos isolados esteve relacionada
com a maior profundidade de bolsa periodontal e com maior perda de insercao, sugerindo que

a presenca de ambos os genes estaria fortemente associada a doenga periodontal.

3.3.2.3 Hemaglutinagdo

A Hemaglutinacdo tem sido relacionada a habilidade da bactéria aderir-se aos tecidos
do hospedeiro, passo inicial para a infeccdo bacteriana. O processo de hemaglutinacao ¢
definido como a agregacdo de eritrocitos causada pela adesdo de moléculas bacterianas a dois
ou mais eritrocitos (SLOTS; GENCO, 1979).

Okuda ¢ Takazoe (1974) observaram que determinadas cepas de B. melaninogenicus
possuiam atividade hemaglutinante, que parecia ser mediada por fimbrias. Por outro lado,
Slots e Gibbons (1978), analisaram isolados assacaroliticos de B. melaninogenicus e
acreditaram ndo haver relacdo entre aquelas estruturas e hemaglutinacdo, ao observarem que
isolados fermentativos, que também possuiam fimbrias, ndo eram capazes de aglutinar
eritrocitos humanos.

Slots e Genco (1979) utilizaram o teste de hemaglutinac¢do direta para diferenciar B.
asaccharolyticus (P. asaccharolytica) orais de nio orais e sugeriram esse procedimento, como
de potencial valor para fins de biotipagem.

Yoshimura et al.(1984) purificaram fimbrias de P. gingivalis, observando que essas
estruturas apresentavam peso molecular (43 kDa) maior do que previamente reportado € nao
eram capazes de hemaglutinar ou inibir a hemaglutinagdo, sugerindo a presenca de proteina

tipo lectina ou outro tipo de fimbria como fatores hemaglutinantes naquele patégeno. Em



1987, Grenier ¢ Mayrand demonstraram que moléculas responsaveis pela aderéncia a
hemacias também estavam presentes nas vesiculas extracelulares de P. gingivalis.

Ainda em 1987, Okuda e Kato estudaram a capacidade hemaglutinante de LPS de
periodontopatogenos, observando que essa atividade variava entre eritrocitos de diferentes
animais e ndo variava significativamente entre os diferentes tipos sanguineos. Concluiram que
LPS de P. gingivalis ndo apresentava capacidade de hemaglutinagao.

Mounton et al. (1989) realizaram um estudo com o objetivo de identificar e
caracterizar componente(s) da superficie de P. gingivalis responsaveis pela aderéncia a
eritrocitos. Foi detectada, utilizando-se ensaios imunoquimicos, uma proteina nao fimbrial na
superficie de P. gingivalis, associada a capacidade de se ligar a eritrocitos, sendo denominada
adesina hemaglutinante HA-Ag2 (MOUTON et al., 1989). Nesse mesmo ano, Progulske-Fox,
Tumwasorn e Hold utilizaram Escherichia coli transformantes para determinar a expressdo e
fung¢@o de hemaglutininas de P. gingivalis. Foi observado que trés das E. coli foram capazes
de aglutinar eritrocitos de coelho e estudos com imunoeletromicroscopia demonstraram que o
produto do gene hagA clonado (hemaglutinina) localizava-se sobre a superficie celular de P.
gingivalis.

Chandad e Mouton (1990) utilizaram a adesina HA-Ag2 detectada (Mounton, 1989)
para a producdo de antisoro policlonal, que reagiu com o extrato da superficie celular de P.
gingivalis W83, gerando bandas de 33 ¢ 38 kDa, detectadas por anticorpos monoclonais
especificos para uma hemaglutinina de P. gingivalis. O antisoro foi utilizado para examinar a
distribui¢do de HA-Ag2 entre cepas de P. gingivalis de origem humana e animal, sendo
observada a presenca das duas bandas em cepas humanas e apenas um banda de 29 kDa nos
extratos da superficie celular das cepas animais, concluindo que a adesina seria um antigeno
comum as cepas humanas e animais de P. gingivalis e que suas subunidades apresentariam
heterogeneidade em massa molecular.

Nishikata e Yoshimura (1991) purificaram uma hemaglutinina de P. gingivalis com
capacidade de adesdo a eritrdcitos, hidrdlise de proteinas e de substratos contendo arginina,
sendo inibida por bloqueadores de tiol, concluindo-se que se tratava de uma proteinase
cisteina. No ano seguinte, Hoover e Felton Jr. (1992) estudaram a relacdo entre
hemaglutinagdo ¢ proteinase tipo-tripsina, utilizando cepas mutantes de P. gingivalis
deficientes em atividade dessa proteinase, que apresentaram capacidade de hemaglutinagao
significativamente reduzida. Adicionalmente, foram utilizadas cisteina e N-etilmaleimida,
realcador e inibidor de atividade da proteinase, respectivamente, obtendo-se significante

aumento e inibi¢do de hemaglutinacao, especificas para P. gingivalis, uma vez que nao houve



alteragdo da hemaglutinagdo de F. nucleatum testado. Foi sugerido que o sitio proteolitico da
proteinase tipo-tripsina participava da hemaglutinagao de P. gingivalis.

Chandad e Mouton (1995) analisaram a relacdo entre fimbrias e a adesina HA-Ag2 e
sugeriram que esses dois componentes formariam um complexo, com atividade
hemaglutinante, onde HA-Ag2 seria responsavel pela intera¢do receptor-ligante. Os autores
sugeriram, também, que durante o processo de purificacdo das fimbrias, as adesinas seriam
removidas, o que explicaria o fato de fimbrias ndo serem capazes de produzir hemaglutinagao.

Ainda em 1995, Progulske-Fox et al. demonstraram a presenca de um segundo gene
para hemaglutinina, hagB, que exibiu nenhuma ou pouca homologia com hagA. O antisoro do
gene clonado foi capaz de inibir a hemaglutinacdo por P. gingivalis 381, sugerindo o
envolvimento desse gene na hemaglutinagdo desse microrganismo, além de sugerir a
existéncia de outras hemaglutininas, também envolvidas nessa atividade.

Du et al. (1997), baseados no trabalho de Chandad e Mouton (1995), e utilizando
anticorpos monoclonais antifimbrial e anti HA-Ag2, estudaram a distribuicdo de fimbrias e
HA-Ag2 em cepas de Porphyromonas, Prevotella e Bacteroides humanas e animais. Os
resultados sugeriram a existéncia de varios tipos fimbriais ou, ainda, a presenga de estrutura
ou conformacdo fimbrial variavel entre as espécies bacterianas. Também foi observada
heterogeneidade em peso molecular da adesina HA-Ag2 entre as cepas P. gingivalis de cées ¢
gatos em relacdo as humanas. Foi sugerido que, assim como fimbrias, HA-Ag2 seria uma
estrutura antigénica peculiar a P. gingivalis, ndo sendo observada em espécies ndo
hemaglutinantes.

Shi et al. (1999) demostraram que as proteinas codificadas pelos genes rgpA (arginina
gingipaina), kgp (lisina gingipaina) ¢ hagA (hemaglutinina) eram de grande importancia para
a hemaglutinagdo de P. gingivalis ¢ sugeriram que as fimbrias ndo seriam responsaveis pela
capacidade de hemaglutinagdo desse patégeno. Yonezawa, Ishihara e Katsujiokuda (2001)
confirmaram a rela¢do entre o produto do gene rgpA e a hemaglutinagdo por P. gingivalis.
Nesse estudo, foi desenvolvida uma vacina para expressar a proteinase arginina gingipaina em
camundongos, que foi demonstrada pela presenca de anticorpos no soro dos animais
imunizados, capazes de inibir as atividades de hemaglutinacdo de P. gingivalis. Foi sugerida
que tal vacina poderia conferir imunidade contra infecg¢ao por P. gingivalis.

Shibata et al. (2005) desenvolveram anticorpos monoclonais humanos contra a
hemaglutinina (130KDa) da cepa P. gingivalis 381, caracterizada em 1999 (SHIBATA et al.,

1999). Os anticorpos demonstraram inibir a atividade de hemaglutinacdo dessa cepa, sendo



sugerido que a aplicagdo de um anticorpo especifico poderia neutralizar a atividade de

hemaglutinagdo de P. gingivalis, podendo ser usado no tratamento contra a periodontite.

3.3.2.4 Outros Fatores de Viruléncia

Estudos com espécies produtoras de pigmento negro demonstram uma variedade de
fatores de viruléncia que vao além dos descritos anteriormente. Dentre eles, podem ser citados
lipopolissacarideo (LPS), capsula, vesiculas de membrana externa e proteinases cisteinas.

LPS ¢ um importante componente das bactérias Gram-negativas que exibe poderosa
capacidade imunoestimulatoria e inflamatoria (HASHIMOTO; ASAIL; OGAWA, 2004). Esse
componente bacteriano ¢ capaz de ativar o sistema-complemento, quando incubado com soro,
levando a geragdo de fatores quimiotaticos para neutrofilos (SNYDERMAN; GEWURZ;
MERGENHAGEN, 1968), além de responsavel por desencadear secrecdo de quimiocinas e
citocinas, tais como IL-1P, TNF-a, IL-6 e IL-8, contribuindo para a resposta inflamatoria
inicial (DIAS et al., 2007).

A céapsula ¢ uma importante estrutura bacteriana, que serve como barreira fisico-
quimica para a célula, promove agregagdo bacteriana e protecdo contra o sistema imune do
hospedeiro, além de ser responsavel pela soroespecificidade, podendo ser utilizada como
importante ferramenta taxondmica (ADUSE-OPOKU et al., 2006). Seis sorotipos capsulares
foram descritos em cepas de P. gingivalis: K1, K2 K3, K4, K5 e K6, representando diferentes
estruturas capsulares e apresentando diferengas no potencial virulento (VAN WINKELHOFF
et al., 1993; LAINE; APPELMELK; VAN WINKELHOFF, 1996; LAINE; VAN
WINKELHOFF, 1998). Segundo d’Empaire, Baer e Gibson, 2006, polissacarideos capsulares
de P. gingivalis, sorotipo K1, foram capazes de estimular quimiotaxia de neutro6filos, além da
produgdo de quimiocinas por macr6fagos murinos, sugerindo que a resposta imune inata do
hospedeiro contra esse sorotipo capsular pode desempenhar um importante papel na ativacao
celular inflamatoria e recrutamento na doenga periodontal.

Acredita-se que as vesiculas de membrana externa desempenham importantes papéis
na doencga periodontal, servindo como reservatorios e, quando liberadas, como veiculos para
enzimas e toxinas, além de estarem envolvidas na aderéncia e agregagdo bacteriana
(INAGAKI et al., 2006).

Proteinases cisteinas, especialmente arginina gingipaina e lisina gingipaina, tém sido
estudadas em P. gingivalis e parecem contribuir para a patogénese da doenga periodontal

humana. Também se acredita estarem envolvidas na degradagdo de proteinas estruturais dos



tecidos periodontais, alteracao da funcao dos neutréfilos, ativagdo e estimulacao da expressao
de hemaglutininas, degradacao de LPS, processamento e translocacao de moléculas de adesao
e estimulacdo da inflamag@o por mediadores quimicos (RANGARAJAN et al., 2008). Allaker
et al. (1997b) estudaram a atividade de proteinases de P. gingivalis em isolados de cédes e
outros animais, observando que uma significante propor¢do das proteinases totais eram
arginina especificas e possuiam um moderado grau de homologia genética com o gene rgpA

humano (precurssor da proteinase arginina).

3.4 GENERO Fusobacterium

3.4.1 Aspectos Taxondmicos

Os primeiros dados sobre género Fusobacterium parecem ter surgido em 1893 no
estudo de Rauchfus, analisando amostras de angina ulcero-membranosa, demostrando a
presenca de bacilos fusiformes associados a espiroquetas (RAUCHFUS, 1893 apud
WEAVER; TUNNICLIFF, 1905). Em 1894, Plaut descreveu bacilos fusiformes, a partir de
casos de angina, denominando-os de “Bacillus de Miller” (PLAUT, 1894 apud LARSON;
BARRON, 1913). Quatro anos depois, em 1898, Vincent descreveu com detalhes o bacilo
fusiforme que estava associado com gangrena hospitalar e faringite, sendo denominado
Bacillus fusiformis (VINCENT, 1898 apud HAMPP, 1945). Ainda em 1898, Veillon e Zuber,
ao estudarem o papel de anaerobios estritos na mucosa da cavidade bucal, isolaram um
microrganismo aparentemente idéntico ao descrito por Vincent, o qual consideraram como B.
fusiformis (VEILLON; ZUBER apud BENNETT; ELEY, 1993).

A maioria dos estudos publicados antes do isolamento de Fusobacterium spp. em
cultura pura mostraram que bacilos fusiformes eram detectados em associacdo com
espiroquetas, € que ambos estariam presentes em sitios doentes e saudaveis. Alguns autores
acreditavam que os microrganismos observados eram distintos e estariam em simbiose, outros
sugeriam tratar-se do mesmo microrganismo em formas diferentes (TUNNICLIFF, 1906;
TUNNICLIFF, 1911).

Krumwiede e Pratt (1913) obtiveram éxito no isolamento de B. fusiformis e o
classificaram em duas classes: fermentadoras e ndo fermentadoras de sacarose.

Em 1922, o género Fusobacterium foi proposto por Knorr, constituido por trés
espécies, segundo as caracteristicas morfologicas: F. polymorphum, F. nucleatum e F. plauti-

vincenti.



Varney (1927) isolou bacilos fusiformes de diferentes nichos da cavidade bucal e os
classificou em tipos I, II, III e IV, sugerindo que os tipos IIl e IV poderiam ser facilmente
distinguidos entre si por caracteristicas morfologicas e que os outros dois deveriam ser
submetidos a testes sorologicos. Spaulding e Retter (1937), baseados nos estudos de Varney
(1927), dividiram o género Fusobacterium em dois grupos: Fusobacterium tipico ou grupo I,
com forma classica fusiforme, e grupo II, com terminag¢des arredondadas, assumindo formas
bacilar ou espiralada.

Entre 1930 e 1970, os estudos dedicaram-se a criar sistemas de classificacdo para as
trés espécies ja classificadas por Knorr. Werner, Neuhaus e Hussels (1971) estudaram os
membros do género Fusobacterium, determinando que todos eram fracamente sacaroliticos,
fazendo parte de uma tnica espécie, a qual chamaram de F. fusiformis. Ressaltaram que cepas
descritas anteriormente como sacaroliticas seriam Leptotrichia buccalis. Esse estudo foi
reconhecido em 1974 e as espécies F. polymorphum e F. plauti-vincenti foram, entao,
agrupadas como F. nucleatum, por Moore e Holdeman, como observado na 8° edi¢do do
Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey (1974).

Em 1984, dez espécies de Fusobacterium foram listadas na 1 edicdo (vol. 1) do
Manual de Bacteriologia Determinativa de Bergey, sendo elas: F. nucleatum, F.
gonidiaformans, F. varium, F. necrophorum, F. perfoetans, F. naviforme, F. russii, F.
mortiferum, F. necrogenes, F. prausnitzii.

Entre 1982 e 1985, cinco novas espécies de Fusobacterium foram propostas: F. simiae,
isolada de biofilme dental de macacos; F. periodonticum, do periodonto humano; F. alocis e
F. sulci, do sulco gengival humano e F. ulcerans, de ulceras tropicais (SLOTS; POTTS, 1982;
SLOTS; POTTS; MASHIMO, 1983; CATO; MOORE; MOORE, 1985; ADRIAANS; SHAH,
1988).

Em 1990, a criagdo de subespécies de F. nucleatum foi sugerida. Dzink, Sheenan e
Socransky (1990), baseados em padrdes eletroforéticos e de homologia de DNA de F.
nucleatum de humanos com e¢ sem doenga periodontal, sugeriram a classificagdo em trés
subespécies: F. nucleatum subespécie nucleatum, F. nucleatum subespécie polymorphum e F.
nucleatum subespécie vincentii. Adicionalmente, Gharbia ¢ Shah (1990) classificaram
isolados de F. nucleatum humanos e animais, utilizando as técnicas anteriormente descritas,
em quatro subespécies: F. nucleatum subespécie nucleatum, F. nucleatum subespécie
polymorphum, F. nucleatum subespécie fusiforme e F. nucleatum subespécie animalis.

Gharbia e Shah (1992) realizaram um estudo comparativo entre F. nucleatum

subespécie fusiforme e F. nucleatum subespécie vincentii (sugerida por Dzink, Sheenan e



Socransky, 1990), através de testes fisiologicos, bioquimicos € moleculares, concluindo que
nao poderiam ser diferenciadas, ndo descartando a possibilidade de se tratarem de subespécies
distintas.

Morris, Andrews e Hogers (1997), estudando a diversidade genética da espécie F.
nucleatum, determinaram trés grupos genéticos distintos: I, II e III e sugeriram a necessidade
de extensivos estudos bioquimicos, imunologicos e epidemioldgicos para definir precisamente
a sistematica do género Fusobacterium.

Javala e Eerola (1999), baseados nas sequéncias do 16S DNA ribossdmico,
reclassificaram F. alocis e F. sulci em outros dois géneros distintos: Filifactor alocis ¢
Eubacterium sulci, respectivamente. Conrads et al. (2002), analisando a relagdo filogenética
entre espécies do género Fusobacterium, observaram heterogeneidade dentro desse género e
sugeriram que F. prausnitzii fosse reclassificada.

Uma nova espécie isolada da cavidade oral de cavalos foi proposta, Fusobacterium
equinum. (DORSCH; LOVET; BAILEY, 2001). Em 2004, foi descrito o Fusobacterium
canifelinum, isolado da cavidade bucal de cdes e gatos, bem como de lesdes humanas apos
mordeduras por esses animais. Essa espécie foi diferenciada das demais pela resisténcia
intrinseca a fluoroquinolona (CONRADS et al., 2004). Atualmente, cinco subespécies de F.
nucleatum sao reconhecidas: polymorphum, nucleatum, vincentii, fusiforme e animalis
(KARPATHY et al., 2007).

Em 2008, as caracteristicas que devem ser levadas em consideragdo no estudo de
identificagdo das espécies do género Fusobacterium foram resumidamente descritas por
Gharbia, no Simposio Internacional de Sistematica de Procariotos. As espécies até¢ hoje
definidas sdo: F. canifelinum, F. equinum, F. gonidiaformans, F. mortiferum, F. naviforme, F.
necrogenes, F. necrophorum, F. nucleatum, F. perfoetens, F. periodonticum, F. russii, F.

simiae, F. ulcerans e F. varium.



3.4.2 Potenciais Fatores de Viruléncia

Fusobacterium nucleatum ¢ um microrganismo anaerdébio Gram-negativo que,
possivelmente, desempenha um importante papel na sucessdo microbiana associada a doenga
periodontal (ZILM et al., 2007). Das espécies bacterianas detectadas na periodontite, F.
nucleatum ¢ a mais comum associada a infec¢des humanas e animais (BOLSTAD; JENEN;
BAKKEN, 1996; MOORE; MOORE, 1994).

Esse microrganismo faz parte do chamado “complexo laranja”, junto com Prevotella
spp. ¢ Peptostreptococcus spp., espécies que estdo presentes na periodontite em nimero
elevado, mas cuja contribui¢do na doenga permanece pouco conhecida (SOCRANSKI et al.,
1998). Por outro lado, F. nucleatum apresenta potenciais fatores de viruléncia, dentre eles
podem ser citados: capacidade de coagregacdo; producdo de acidos, especialmente acido
butirico; lise e aglutinacdo de eritrocitos; adesdo e invasdo a células epiteliais e aderéncia a
leucocitos  polimorfonucleares (KOLENBRANDER; ANDERSEN; MOORE, 1989;
BOLSTAD; JENSEN; BAKKEN, 1996; GAETTI-JARDIM; AVILA-CAMPOS, 1999; HAN
et al., 2000; MANGAN et al., 1989)

E sabido que a periodontite ndo estd associada a uma determinada espécie bacteriana,
mas, sim, com um grupo de bactérias que, para causar doenca, devem ser capazes de colonizar
a bolsa subgengival e produzir fatores agressores que diretamente causem danos aos tecidos
do hospedeiro (SCHENKEIN, 2006). Altemeier (1941), em seu estudo com amostras de
peritonite e apendicite, ja observava que a presenga de mais de uma espécie bacteriana estava
associada ao maior grau da doenca. Estudos em modelo animal t€ém mostrado que F.
nucleatum aumenta sua viruléncia quando presente em infecgdes mistas (BROOK;
WALKER, 1986).

Sabendo-se que F. nucleatum ¢ uma das mais numerosas espécies observadas nas
amostras gengivais de sitios doentes e sadios, Kolenbrander, Andersen ¢ Moore (1989)
determinaram que essa bactéria era capaz de coagregar com outros 12 géneros bacterianos da
cavidade bucal testados, incluindo Porphyromonas, e sugeriram que essa coagregagido, bem
como a comunicacdo metabolica entre elas, poderiam ser as responsaveis pela predominancia
numérica de F. nucleatum em diferentes condi¢des.

Bradshaw et al. (1998) estudaram o papel de F. nucleatum em comunidades
microbianas bucais, concluindo que a coagregacdo dessa bactéria com outras espécies
permitiu a sobrevivéncia de anaerobios estritos, como P. gingivalis, em culturas expostas ao

ar. Adicionalmente, Diaz, Zilm e Rogers (2002) sugeriram que F. nucleatum teria um papel



indireto na etiologia da doenga periodontal, suportando o crescimento de P. gingivalis e
outros anaerdbios bucais em ambientes oxigenados.

Estudos mostraram que a presenca de compostos metabolicos poderia participar da
agressdo aos tecidos do hospedeiro. Assim, Singer e Buckner (1981) relataram que acido
butirico e propiodnico, liberados no biofilme dental por F. nucleatum, poderiam ser capazes de
desempenhar importantes fungdes na iniciagdo e progressao da doenga periodontal.
Adicionalmente, Pollanen e Salonen (2000), estudando o efeito do butirato sobre células
epiteliais gengivais, concluiram que esse acido era capaz de romper a adesdo celular,
contribuindo para a destrui¢do tecidual na doenga periodontal.

Isolados de F. nucleatum mostraram ser capazes de aglutinar e lisar eritrocitos de
origem humana e animal, sendo sugerido que essas habilidades poderiam desempenhar
importantes papéis na patogénese da doenca periodontal (FALKLER; HAWLEY, 1977;
FALKLER; CLAYMAN; SHAEFER, 1983; GAETTI-JARDIM; AVILA-CAMPOS, 1999).

Falkler ¢ Hawley (1977) ja observavam a capacidade da espécie F. nucleatum e a
incapacidade de outras espécies, como F. mortiferum, F. necrophorum e F. varium de
aglutinarem eritrocitos humanos e animais. A atividade foi observada com células bacterianas
inteiras e, na maioria dos testes, com sonicados. Adicionalmente, foi observada a atividade de
hemaglutinagdo em preparados da parece celular bacteriana, que pareceu ser dependente de
um componente protéico da parede celular. Nesse estudo, ndo foram detectadas fimbrias em
F. nucleatum. Foi sugerido que a habilidade de aglutinar dessa espécie seria uma importante
ferramenta para o estudo dos mecanismos de adesdo em doenca periodontal. De acordo com
os dados do estudo anterior, Dehazya e Coles (1982) sugeriram que a atividade de
hemaglutinagdo de F. nucleatum na3o estaria envolvida com fimbrias, mas que a
hemaglutinina seria uma proteina ou dependeria de um componente proteico. Adicionalmente,
0s autores observaram que aglcares ndo eram capazes de inibir a hemaglutinacdo de F.
nucleatum, diferente do que era visto em outras espécies bacterianas.

Falkler, Clayman e Shaefer (1983) relataram que estruturas de F. nucleatum, tais como
parede celular e extratos de LPS, produziriam atividade hemolitica. Em estudo realizado por
Gaetti-Jardim e Avila-Campos (1999), cepas de F. nucleatum de origem humana e animal
foram capazes de produzir hemaglutina¢dao, sendo que a maioria lisou eritrécitos total ou
parcialmente. Em ambos os estudos, a hemaglutinagdo produzida por F. nucleatum nao variou
com a utilizag¢do de diferentes tipos sanguineos humanos.

Outra importante caracteristica de F. nucleatum ¢ a capacidade de aderir e invadir

células epiteliais. A adesdo a células epiteliais ¢ um importante fator para a colonizagao



bacteriana, enquanto invasdo permite a evasao bacteriana ao sistema imune do hospedeiro,
bem como a sua disseminagdo nos tecidos (HAN et al., 2000). Em 1971, Gibbons e Houte ja
observavam a capacidade de F. nucleatum para aderir significantemente a celulas epiteliais
bucais, sugerindo que essa capacidade poderia estar relacionada com a viruléncia bacteriana.

Han et al. (2000) observaram a alta capacidade invasiva de F. nucleatum a células
epiteliais bucais, através de um importante mecanismo de invasdo com formagao de vacuolos,
geralmente realizado por A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis. Nesse estudo, foi
sugerido que lectina ligada a galactose estaria relacionada com a adesdo bacteriana a célula.
Okamoto et al. (2002) detectaram adesdo a células epiteliais bucais por F. nucleatum, e
sugeriram que adesinas localizadas na parede celular ou na membrana externa estariam
participando do mecanismo adesivo. Nesse estudo, ndo foi detectada a presenca de cépsula.

Mangan et al. (1989) estudaram a interac¢do entre F. nucleatum e neutrofilos humanos,
observando que essa bactéria era capaz de se ligar fortemente ao neutréfilo, mesmo na
auséncia de opsoninas do soro, tais como anticorpos € complemento, através de uma proteina
tipo lectina. Também foram determinadas a ativagdo dos neutrofilos e a produg¢do de anion
superoxido e liberagdo de lisozima, que causam danos teciduais, sugerindo a importante
participacdo de F. nucleatum na doenga periodontal.

Candela et al. (2009), em estudo inédito, detectaram a presenca de poli-y-glutamato
em sobrenadante de cultura de F. nucleatum, um polimero que, quando associado a membrana
em bactérias Gram-positivas ¢ uma capsula, como tal conferindo viruléncia as patogénicas, ou
vantagem seletiva para bactérias nao-patogénicas crescerem em ambientes hostis. Foi
sugerido que a presenca de tal polimero pode desempenhar um importante papel na interagao
de F. nucleatum com outras bactérias na formagdo do biofilme, ou pode, ainda, ser um
componente da matriz extracelular, podendo facilitar a invasdo de células do hospedeiro por

P. gingivalis.

3.5 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia a antimicrobianos em bactérias ¢ um problema complexo para a clinica
médica e veterindra. Isso ¢ devido as diferentes espécies bacterianas, mecanismo de
resisténcia e de transferéncia de elementos genéticos (GUARDABASSI; SCHWARZ;
LLOYD, 2004). A resisténcia a antibidticos entre os anaerdbios tem aumentado desde a

década de 70. Anaerobios que eram considerados altamente sensiveis a determinados



antibioticos, tais como: clindamicina e beta-lactamicos, t€m desenvolvido resisténcia aos
mesmos, gerando interesse na determinagao da apropriada terapia antibiotica (HECHT, 2004).

A elevada resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, observada no tratamento de
infecgdes, tem despertado a preocupagdo com o uso dessas drogas em animais. O efeito do
uso de antimicrobianos em animais domésticos, bem como nos seus proprietarios, ndo tem
sido significativamente explorado (PRESCOTT et al., 2002). Pequenos animais, como caes ¢
gatos representam uma fonte potencial de disseminacdo de resisténcia a antimicrobianos,
devido ao uso extensivo desses agentes € ao contato préoximo com o humano (KRUSE, 1999;
WEGENER et al., 1999).

Classes antimicrobianas frequentemente utilizadas em pequenos animais na medicina
veterindria incluem, penicilinas, cefalosporinas, macrolideos, lincosamidas, 4cido fusidico,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. Infec¢des
bucais envolvendo gengivite e periodontite, especialmente em caes e gatos, sdo geralmente
tratadas por métodos mecanicos e por uso de drogas, tais como: amoxicilina, penicilina G,
amoxicilina com 4cido clavulanico, espiramicina, clindamicina ou metronidazol
(GUARDABASSI; SCHWARZ; LLOYD, 2004).

Reed (1988), em revisdo sobre o uso experimental de agentes antimicrobianos no
tratamento de gengivite e periodontite em caes, concluiu que o uso desses agentes seria
benéfico para o controle e tratamento de periodontite, uma vez que esses agentes suprimiam
ou eliminavam bactérias patogénicas, mecanismos adesivos bacterianos e atividade da enzima
colagenase.

Bader e Goldhaber (1966) ja observavam a presenga de tetraciclina no fluido do sulco
gengival canino, ap0s a sua administragdo intravenosa. Dean et al. (1969) trataram cdes com
gengivite administrando metronidazol e concluiram que rapidamente o desconforto e a
presenga de mau halito desapareceram. Adicionalmente, Listgarden, Lindhe e Parodi (1979)
compararam a terapia clinica com metronidazol e tetraciclina em caes com gengivite,
concluindo que ambos os antibidticos eram capazes de modificar a microbiota bucal dos
animais, reduzindo espiroquetas e células cocoides. Posteriormente, em 1982, Dolen et al., em
estudo de gengivite experimental em cdes, administraram metronidazol ou clindamicina,
concluindo que metronidazol era o antibiotico mais efetivo, embora a clindamicina tenha
suprimido em 50% o crescimento bacteriano, no final do periodo de quatro semanas.

E bem estabelecido que o procedimento profilatico de higiene bucal, bem como o
tratamento periodontal mecanico sdo efetivos na preven¢do e tratamento de periodontite em

caes. Por outro lado, a auséncia de higiene bucal nesses animais, muitas vezes por falta de



informacodes dos seus proprietarios ou mesmo pela falta de motivagdo em realiza-la, faz com
que o uso de antibidticos seja a primeira alternativa entre veterindrios para o tratamento de
periodontite em caes (REED, 1988; RADICE; MARTINO; REITER, 2006).

Embora o uso de antibioticos em caes nao seja algo moderno, o aumento da atencdo a
esses animais, bem como a procura por cuidados veterinarios, prevencdo e terapia de
infeccdes tém aumentado substancialmente. Como consequéncia disso, pode-se observar o
aumento do uso de agentes antimicrobianos naqueles animais, incluindo antibidticos e
compostos de importancia primaria no tratamento de infecgdes humanas, aumentando a
prevaléncia de resisténcias em diferentes espécies bacterianas (GUARDABASSI;
SCHWARZ; LLOYD, 2004).

Harvey et al. (1995) avaliaram a suscetibilidade de Porphyromonas spp. ¢
Fusobacterium spp. de cdes a amoxicilina/clavulanato, cefadroxil e clindamicina, observando
100% de sensibilidade. O mesmo ocorreu com P. gingivalis, P. macacae e P. circumdentaria
isolados de gatos, quando testados para amoxicilina, amoxicilina/clavulanato,
benzilpenicilina, clindamicina, doxiciclina, eritromicina e metronidazol (NORRIS; LOVE,
2006). Por outro lado, em 2006, Radice, Martino e Reiter, observaram a resisténcia de P.
gingivalis, isolados de cdes, a amoxicilina/clavulanato, eritromicina ¢ metronidazol.

Um agente antimicrobiano de amplo espectro, frequentemente utilizado na terapia
periodontal humana e no tratamento de infecgdes dermatologicas em animais, ¢ a tetraciclina
(OKAMOTO; TAKANO; MAEDA, 2001; OLIVEIRA et al., 2008). O aumento da resisténcia
a essa droga, entretanto, tem sido observado, assim como a presenca de genes tet, que
medeiam a sua resisténcia (SCHWARZ; WANG, 1993; MANCH-CITRON et al., 2000;
CHOPRA; ROBERTS, 2001).

A resisténcia a tetraciclina pode ocorrer através do mecanismo de efluxo bacteriano,
proteinas de prote¢ao ribossomal ou por inativacdo enzimatica da tetraciclina. As proteinas de
protecao ribossomal protegem o ribossomo da tetraciclina, doxiciclina e minociclina, dentre
elas podendo ser citadas TetQ e TetM, codificadas pelos genes tetQ e tetM, respectivamente, e
que sdo frequentemente associados a transposons conjugativos (TAYLOR; CHAU, 1996;
CHOPRA; ROBERTS, 2001).

Scwarz ¢ Wang (1993) detectaram resisténcia a tetraciclina e a minociclina em
isolados de Staphylococcus intermedius isolados de infecgdes de pele de cies, que abrigaram
o gene tetM. Arseze, Tomasetig e Botta (2000), analisaram a propagagdo de fatores de
resisténcia a antibioticos em anaerdbios humanos, entre ecles Porphyromonas spp. ¢

Fusobacterium spp., observando a presenga do gene tetQ somente em um isolado de



Porphyromonas levii, sugerindo a baixa incidéncia de tranferéncia horizontal do gene por
elementos conjugativos entre esses dois géneros. Dados da literatura apontam que espécies de
Porphyromonas estdo mais frequentemente associadas ao gene tetQ, enquanto espécies de
Fusobacterium seriam associadas ao gene tetM, sendo que ambos os genes podem estar

presentes nesses géneros (MANCH-CITRON et al., 2000; CHOPRA; ROBERTS, 2001).

3.6 NEUTROFILOS NA DOENCA PERIODONTAL

Os neutroéfilos, além de mondcitos e outros granuldcitos formam a arma mieldide do
sistema imune. Metade dos leucdcitos infiltrados no epitélio juncional e 90% deles no fluido
gengival sdo neutrofilos (MIYASAKI, 1991). Esses tendem a se acumular na interface
biofilme-tecido e abaixo da jungdo epitelial, funcionando como o primeiro mecanismo celular
de defesa do hospedeiro contra os agentes produtores do processo periodontal (VAN DIKE,
1984; BRAINBRIDGE; DARVEAU, 2001).

A principal fun¢do dos neutréfilos € liberar substincias antimicrobianas para destruir
microrganismos-alvo, podendo utilizar quatro diferentes mecanismos: 1) explosdo
respiratdria, atividade que requer a presenca de dioxigénio e ha liberagdo de anion superoxido
e agua oxigenada; 2) secrecdo extracelular de granulos azurdfilos; 3) fagocitose, onde o
microrganismo ¢ isolado e sofre a a¢do de antimicrobianos lisossomais, e 4) morte celular,
com liberagdo de substancias lisossomais, citoplasmaticas e nucleares (MIYASAKI, 1991).

A migragdao de neutrofilos para os sitios periodontais especificos ¢ um fendomeno
denominado quimiotaxia, que acontece como resposta aos mediadores soluveis, ou
quimiotaticos, que se ligam aos receptores de membrana dos neutrofilos e ativam uma série de
eventos fisicos e bioquimicos. Esses fatores quimiotdticos podem ser representados pela
sintese de produtos bacterianos direta ou pelas interagdes bacterianas com soro e/ou tecidos
(KLEMPNER, 1984).

Segundo Brainbridge e Darveau (2001), embora LPS bacteriano seja altamente
conservado, diferengas estruturais importantes podem ser observadas entre as diferentes
espécies que podem, significantemente, alterar a resposta do hospedeiro. Em 1968,
Snyderman, Gewurz e Mergent demonstraram a capacidade do LPS bacteriano, na presenga
de soro fresco, produzir fator quimiotatico para neutréfilos, através da ativagdo do sistema-
complemento. O fator quimiotatico era um produto que apresentou baixo peso molecular (15-

30 kDa) e diferiu dos outros derivados do sistema-complemento, C’5, C’6 ¢ C’7 (WARD et



al., 1965), sendo sugerido que esse sistema, induzido por endotoxinas, mediaria certos
aspectos da inflamagao, através da liberacao desses produtos.

Também em 1968, Ward, Lepow e Newman, ao estudarem fatores bacterianos
quimiotaticos para neutr6filos, ndo detectaram tal capacidade em células estimuladas por
bactérias Gram-negativas. Por outro lado, observaram a producao de fatores quimiotaticos por
bactérias Gram-positivas, capazes de ativar neutréfilos mesmo na auséncia de soro, sugerindo
que esse mecanismo poderia possibilitar ao hospedeiro lidar com microrganismos invasores,
sem depender de proteinas do soro para a mobiliza¢ao de neutrofilos.

Sveen (1977) avaliou a capacidade quimiotatica de neutréfilos induzidos por bactérias
Gram-negativas, previamente incubadas com soro, concluindo que LPS de F. nucleatum ¢ P.
melaninogenica foram quimiotaticos, mas ativaram menos a quimiotaxia quando comparados
com LPS de Salmonella enteriditis. Também foi observado que, quando LPS nao foi incubado
com soro, ndo foi capaz de induzir quimiotaxia, sugerindo que tal estrutura ndo apresenta
atividade direta sobre neutrofilos.

Sundqvist e Johansson (1980) observaram que bactérias Gram-negativas, tais como F.
nucleatum, P. melaninogenica e P. asaccharolytica , isoladas de polpa dental necrosada, eram
altamente capazes de estimular quimiotaxia de neutr6filos. Nao foi observada diferenga na
indugdo quimiotatica entre as espécies, sugerindo que esses organismos nao teriam habilidade
em gerar fatores quimiotaticos.

Maeda et al. (1988) determinaram a capacidade da cepa P. gingivalis 381 em modular
a funcao de neutrofilos, suprimindo a ligagdo de formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP),
um peptideo quimiotatico derivado de parede bacteriana com grande potencial de estimular
neutrofilos, além de reduzirem a producdo de anion superdxido por polimorfonucleares,
quando incubados com o sobrenadante bacteriano. Foi sugerido que aquele patdgeno liberava
substancias capazes de interferir na atividade de neutrofilos, alterando o processo inflamatdrio
nos sitios infectados. Fotos et al. (1992), estudando a migragdo de neutrofilos e monocitos,
concluiram que sonicados de P. gingivalis foram capazes de inibir a quimiotaxia sem,
entretanto, causar citotoxicidade a essas células, como demonstrado pela técnica de azul de
trypan, sendo sugerido que tenha havido alguma inibi¢do funcional por produtos bacterianos
soluveis antes que as células perdessem a viabilidade. Foram sugeridas trés teorias para
explicar essa alteracdo funcional dos neutrdfilos e monocitos: 1) algum sitio do receptor de
membrana poderia apresentar uma ligacdo irreversivel com alguma parte do sonicado; 2) a

ligagdo de algum componente do sonicado a membrana estabilizaria essa estrutura a agentes



quimiotaticos; 3) o sonicado poderia interferir em processos metabolicos especificos ou
elementos citoesqueletais.

Rubinstein et al. (2001), em estudo com a proteina cisteina gingipaina de P. gingivalis,
observaram que a proteina foi capaz de induzir inflamac¢do na mucosa oral de hamsters, pela
produgdo de exudato plasmatico e bradicinina. Graves et al. (2005), avaliando a capacidade de
fimbrias de P. gingivalis, concluiram que tais estruturas eram proinflamatorias mas ndo eram
o principal fator estimulatorio para a resposta imune inata. Foi sugerido que outros fatores,
como LPS ou gingipainas, poderiam ser os responsaveis pela estimulacio inicial do sistema
imune.

Os neutréfilos sdo capazes de expressar uma variedade de proteinas envolvidas na
inflamacdo e na resposta imunoldgica, entre elas citocinas tais como IL-1p, IL-1ra
(interleucina receptor antagonista), IL-8, IL-12, TNF-a, TGF- g, MIP-1 a, MIP-1p, GM-CSF
e IFN- o (CASSATELA, 1995; SCAPINI et al., 2000).

Citocinas desempenham importantes papéis em diferentes processos fisiologicos,
embora induzam patologias quando expressadas inapropriadamente. Estas proteinas possuem
a capacidade de causar a morte celular, por isso suas atividades sdo cuidadosamente reguladas
por reguladores negativos, que incluem citocinas antiinflamatérias, como IL-10 e IL-11 e por
inibidores, como IL-1 receptor antagonista, que agem como bloqueadores competitivos. Por
outro lado, em condi¢des patologicas, como na periodontite, observa-se um resultado de
atividade proinflamatéria (GRAVES; COCHRAN, 2003).

Interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral a (TNF-a) sdo citocinas
proinflamatorias e pluripotentes que desempenham importante papel na doenga inflamatoria.
Estas proteinas sdo especialmente produzidas por mondcitos/macrofagos e neutrofilos,
apresentando efeitos pleiotropicos, incluindo ativagdo de leucocitos inflamatorios,
modificacdo da permeabilidade vascular, e indugdo de reabsor¢do 6ssea (YOSHIMURA,
1997; GALBRAITH ET al., 1997).

Interleucina 8 (IL-8) descrita em 1987, por Baggiolini,Walz e Kunkel, como uma
proteina ativadora de neutréfilos, liberada por fagocitos e por uma variedade de células
teciduais quando expostos ao estimulo inflamatorio, e capaz de induzir quimiotaxia e
liberacao de granulos enzimaticos. Esta citocina exerce importante papel na inflamagdo e
defesa do hospedeiro, e tem sido detectado em infec¢des, isquemia, trauma e outros distirbios
da homeostasia, especialmente quando os niveis de IL1 e TNF estao elevados.

Interleucina 17 desempenham papel protetor e patogénico para o sistema imune. Se

por um lado, ¢ importante contra agentes infecciosos, por outro ¢ observada em altos niveis



em doencas auto-imunes (JEFFREY et al., 2007). Estudos mostram que IL-17 na doenca
periodontal ¢ produzida em niveis elevados, podendo desempenhar, junto a outras citocinas,
importante papel na imunopatogénese da doenca (TAKAHASHI ET al., 2005; VERNAL ET
al., 2005). Por outro lado, dados contraditorios sao também observados na literatura
mostrando niveis baixos da mesma em bolsa periodontal podendo contribuir na homeostasia
ossea (JEFFREY et al., 2007; AVANI ET al., 2009).

Interleucina 11 ¢ considerada uma citocina tipo IL-6, descrita em 1990 (PAUL et al.,
1990), sendo observada em células estromais, incluindo fibroblastos, células epiteliais,
condrocitos, sionovidcitos e osteoblastos, e esta citocina produz varios efeitos bioldgicos que
incluem hematopoiese, reposta imune e metabolismos 6sseo € nervoso (DU; WILLIAMS,
1997). Esta citocina parece ter um papel regulatério sobre a resposta do hospedeiro na doenga
periodontal, gracas as propriedades anti-inflamatorias, sendo capaz de inibir a produgdo de
TNFa, IL-1P e 4cido nitrico, sendo por isso considerada uma molécula candidata a modulagao
terapéutica (LENG; ELIAS, 1997; MARTUSCELLI et al., 2000; YUCEL et al., 2008).

d’Empaire, Baer e Gibson (2006) determinaram que polissacarideos capsulares de P.
gingivalis W83 foram capazes de estimular a secrecdo de varias quimiocinas por macrofagos,
contribuindo para a migragdo de neutréfilos polimorfonucleares. Foi sugerido que essa
resposta do hospedeiro aos polissacarideos capsulares poderia estar envolvida no
estabelecimento da lesdo inflamatoria, observada na doenca periodontal.

Embora as citocinas sejam reconhecidas como importantes moduladores na
imunopatologia da doenga periodontal, muitas vezes sendo capazes de finalizar a inflamacao,
o desequilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatdrias pode produzir efeitos destrutivos aos
tecidos (JOHNSON; WOOD; SERIO, 2004). Adicionalmente, a presenca de certas citocinas,
como IL-1B, TNF-a e IL-6 e LPS bacteriano parecem prolongar a sobrevivéncia de
neutrofilos, pela interferéncia na morte programada ou apoptose, o que pode ser
potencialmente danoso ao hospedeiro, ja que a presenca prolongada dessas células de vida
curta pode contribuir para a patogénese do processo inflamatorio, uma vez que os neutréfilos
sofrem alteracdes em expressdo de genes e producdo de citocinas, que podem aumentar o

recrutamento de neutréfilos e reagdes teciduais (MIYASAKI, 1991).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS CAES

Os animais foram selecionados por médicos veterindrios da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZUSP) e da Clinica
Odontoldgica Veterinaria (Odontovet Ltda., Sdo Paulo, SP), e separados em dois grupos:
Grupo I, constituido por 50 caes portadores de periodontite, apresentando evidéncia clinica de
sangramento ou supura¢do a sondagem, e/ou perda de insercdo e bolsa periodontal > 5 mm. A
idade desses animais variou de 2 a 6 anos de idade, sendo 26 machos e 24 fémeas; Grupo II,
constituido por 50 cdes com periodonto clinicamente sauddvel, com profundidade de
sondagem de até 3 mm e auséncia de sinais de inflamagdo. A idade dos animais variou de sete
meses a 10 anos, sendo 21 machos ¢ 29 fémeas. Como critério de exclusdo, nenhum dos
animais envolvidos nesse estudo havia sido submetido ao uso de antibidticos nos trés meses

que antecederam a coleta.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS SUBGENGIVAIS

Antes de serem realizadas as coletas, os animais foram anestesiados segundo padroes
veterindrios, isto ¢, inducdo com propofol (2mg/Kg) e diazepam (5,5mg/Kg), via
intramuscular, e manutengdo com isofluorano inalatério. Em seguida, foi realizada a remog¢ao
do biofilme bacteriano supragengival com gaze esterilizada e, posteriormente, coletado o
biofilme subgengival inserindo-se trés cones de papel absorvente esterilizados (No. 40,
Tanariman Ind. Ltda. AM, Brasil) na regido apical das bolsas periodontais, permanecendo por
60 segundos. Um sitio periodontal por animal foi selecionado para a coleta. Em seguida, os
cones foram transferidos e transportados em meio de pré-reduzido VMGA III (Méller, 1966).

Todos os espécimes coletados foram processados dentro de um intervalo maximo de 4 horas.

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS CLINICAS

Os espécimes clinicos coletados foram dispersos em agitador de tubos tipo vortex, por
60 segundos, e diluidos em solucao de diluicdo VMG I (Mdller, 1966). Aliquotas de 0,1ml de
dilui¢des pré-estabelecidas (107, 10?2, 107) foram transferidas e semeadas em placas com

agar-sangue-brucella (Difco Laboratories), adicionado de 5% de sangue desfibrinado de



cavalo, suplementado com menadiona (0.0001 mg/ml) e hemina (0.0005 mg/ml), para o
isolamento de Porphyromonas spp., e agar Omata & Disraely (Omata & Disraely, 1956) para
o isolamento de Fusobacterium spp. As placas inoculadas foram incubadas em condigdes de
anaerobiose (90% N, + 10% CO,), a 37 °C, durante 7 a 10 dias. Apds o tempo de incubacio,
foram observadas as colonias caracteristicas pigmentadas de marrom a preto, sobre o agar
sangue, representativas do género Porphyromonas, e sobre o agar Omata & Disraely, colonias
caracteristicas de espécies de Fusobacterium, de cor acinzentada. Uma a quatro colonias de
cada bactéria foram subcultivadas para obtencao de cultura pura e para a determinacao do tipo

respiratorio.

4.4 IDENTIFICACAO BACTERIANA (HOLDEMAN et al., 1977)

As colonias caracteristicas foram identificadas, presuntivamente, pela coloragdo de
Gram, producao de catalase, H,S e indol, e hidrélise de esculina e amido. A identificagdo
definitiva foi realizada pela fermenta¢do da glicose, sacarose, xilose, lactose e maltose,
realizada em meio peptona-extrato-de-levedura (PY). Para as espécies de Porphyromonas, foi
utilizado o kit de identificagdo RAPID 32A (bioM¢érieux). As espécies P. gulae, P. macacae ¢
F. canifelinum foram identificadas por sequenciamento de DNA, realizado no Laboratorio de
Anaerébios do Dr. Sidney M. Finegold da Faculdade de Medicina da UCLA, Los Angeles,
Ca, E.U.A. Adicionalmente, os isolados de Fusobacterium foram avaliados quanto a
suscetiblidade a levofloxacina (Conrads et al., 2004). Todos os isolados em cultura pura e

identificados foram estocados em leite desnatado (10%) a -20 'C ¢ -80 'C.

4.5 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE ALGUNS FATORES DE VIRULENCIA

4.5.1 Producao de Hemolisinas (AVILA-CAMPOS et al., 1995)

Foi determinada sobre agar-soja-tripticaseina, contendo 5% de sangue desfibrinado de
cavalo, 0.0005 mg/ml de hemina e 0.0001 mg/ml de menadiona. As placas foram inoculadas,
em duplicata, com o replicador de Steers (Cefar Ltda., Sao Paulo, SP), transferindo, a partir da
cultura padronizada de 10® células/ml (escala 0,5 McFarland), um inoculo final de
aproximadamente 10° células/ml/ponto. As placas foram incubadas em condigdes de

anaerobiose (90% N,/ 10% CO,), a 37 °C, por 48 horas ou 5 dias, segundo cada organismo



em estudo. A producdo de hemolisinas foi identificada através da visualizagdo de um halo

claro ao redor do crescimento bacteriano.

4.5.2 Reagao de Hemglutinagdao (HA) (VEL et al., 1986)

Foi realizada em placas de microtitulacdo com fundo em “V”, utilizando-se sangue
humano de um tnico doador sadio e do sexo masculino (A, Rh +), que foi coletado e mantido

em solugao Alsever (10%), a 4 °C, até uma semana.

Inicialmente, eritrocitos foram lavados trés vezes em solugdo salina-fosfatada-
tamponada (PBS) (0,01M, pH 7.3), por centrifuga¢io (2.000 x g, 4 °C, 5 min) e
ressuspendidos na concentragdo de 1% na mesma solu¢do. As células bacterianas foram
cultivadas em caldo infuso cérebro-coracdo (BHI) suplementado com extrato de levedura
(0,5%) e incubadas (anaerobiose, 37 °C, 48 horas). Foram, entdo, lavadas trés vezes em PBS
(10.000 x g, 5 min) e ressuspendidas na mesma solugdo, atingindo-se, aproximadamente, 10°

células/ml (escala 0,5 McFarland).

Ap0s esse processo, foram adicionados nas microplacas 50 pul de PBS e 50 ul de
suspensdo bacteriana em dilui¢des seriadas (1:1 até 1:10.000), em PBS, em base 2. Em
seguida, adicionou-se, a cada dilui¢do, 50 pl da suspensdo de eritrécitos. As misturas foram
ligeiramente homogeneizadas e mantidas a 37 °C, por 1 hora, e observadas apo6s incubacao, a
4 °C, por uma noite. Como controle negativo da HA foi usada uma suspensao de eritrocitos
(1%) em PBS, sem a adicdo de células bacterianas. O titulo de hemaglutinag¢do foi definido

como o reciproco da maior diluicdo bacteriana que apresentou aglutinagdo de eritrocitos.

4.5.3 Reagao de Inibicdo de Hemaglutinagao (IHA) (VEL et al., 1986)

Foram preparadas solu¢des de glicose, galactose, manose e lactose, em PBS,
atingindo-se a concentracgdo final de 60 mM. Para cada 9,9 ml de solucdo de carboidrato, foi
adicionado 0,1 ml de eritrocitos lavados, dando a concentragdo final de 1%. Apds as
respectivas diluigdes bacterianas (50ul), foram adicionados, em cada pogo, 50 pl de
eritrocitos tratados com os respectivos carboidratos. Em seguida, as placas foram ligeiramente

homogeneizadas e incubadas a 37 °C, por 1 h, sendo observadas depois de incubadas a 4 °C,



por uma noite. O titulo de IHA foi determinado como o reciproco da maior diluicdo capaz de
inibir a HA. Como controle, foi utilizada uma suspensado de eritrocitos (1%) com a bactéria-

teste e, como controle negativo de IHA, suspensao de eritrdcitos sem a adicao de carboidratos.

4.5.4 Suscetibilidade ao Soro (NAVAMAR et al., 1991)

Foi determinada utilizando-se soros de humano, equino e canino, mantidos em
aliquotas de 1,0 ml, a —20 °C, até a realizacdo dos testes. As bactérias foram crescidas em
caldo BHI suplementado (anaerobiose, 37 °C, 72 horas) e os inéculos preparados para 10°
células/ml. Aliquotas bacterianas de 0,1 ml foram misturadas com 0,1 ml do soro a ser testado
(humano, equino ou canino), e essa mistura foi incubada em anaerobiose, a 37 °C, por 4 horas.
Apds esse tempo, aliquotas das misturas foram removidas e inoculadas com o auxilio do
replicador de Steers (10° células/ml/ponto) em placas de 4gar-sangue, suplementado com
0,0005 mg/ml de hemina e 0,0001 mg/ml de menadiona, e incubadas por 48 horas. A leitura
foi realizada pela contagem de colonias em relagdo ao controle (soro inativado a 56 °C, por 30

minutos). A inibi¢ao total de crescimento foi considerada como suscetivel ao soro.

4.5.5 Determinacao da Presenca de Fimbrias

As cepas bacterianas foram analisadas por microscopia eletronica de transmissao
(MET) usando-se a coloragdo negativa. Isolados representativos de F. nucleatum, F.
canifelinum, P. gingivicanis e P. gulae foram crescidos em caldo BHI, em anaerobiose, a 37
°C, por 48 horas. Posteriormente, aliquotas de 1 ml foram transferidas para tubo eppendorf e
lavadas trés vezes, com 1 ml de PBS (0,01M, pH 7,3) e coradas com acido fosfotungstico
(2%). Apds 30 segundos, aliquotas dessa mistura foram depositadas sobre telas de cobre (200-
mesh), recobertas com pelicula de parladion (Electron Microscopy Sciences, EUA) e secas a
temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram examinadas e fotografadas em

microscopio eletronico de transmissao JEOL 1010 (Japao).



4.6 DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE AS DROGAS ANTIMICROBIANAS
(CLSI, 2007)

Foi determinada utilizando-se o método de diluicdo em 4agar, segundo CLSI 2007, com
agar-sangue-brucella, suplementado com 0,0005 mg/ml de hemina e 0,0001 mg/ml de
menadiona e acrescido de 5% de sangue desfibrinado de cavalo. Os antibidticos testados
foram: amoxicilina, clindamicina, eritromicina e tetraciclina (Luper ind. Farm. Ltda., SP);
amoxicilina + acido clavulanico (Smithkline Bucham Brasil Ltda., SP); cefoxitina (Merck,
Sharp & Dohme, SP); claritromicina (Boehringer Ingelheim do Brasil Quim. Farm. Ltda.,
SP); penicilina G (Prodoti Lab. Farm. Ltda., SP) e metronidazol (Aventis Farm. Ltda., SP). Os
antibioticos foram avaliados nas concentragdes de 0,25 a 512 pg/ml, e meios de cultura sem

agentes antimicrobianos foram utilizados como controle.

O indculo foi preparado em caldo BHI suplementado (10° células/ml) e as placas
inoculadas, em duplicata, com replicador de Steers (10° células/ml/ponto), sendo,
posteriormente, incubadas em anaerobiose, a 37 OC, por 48 horas. A concentracdo inibitoria
minima (CIM) foi definida como a menor concentracdo de cada agente capaz de inibir
totalmente o crescimento macroscopico dos microrganismos. Os pontos criticos utilizados

para claritromicina e eritromicina foram segundo o NCCLS (1997).

4.7 CARACTERIZACAO MOLECULAR

4.7.1 Deteccao do Gene prtC Mediador da Producdo de Colagenase pela Reacdo EM Cadeia
da Polimerase (PCR) (ODELL et al., 1999)

A extragdo de DNA de todas as espécies em estudo foi realizada utilizando-se o kit
Easy-DNA (Invitrogen, SP) e essas amostras foram estocadas a —20 °C, até o uso. Todos os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, a 1%, corados com
brometo de etidio (0,5 pg/ml) e fotografados sobre transiluminador com luz UV com camara

Kodak (Eletrophoresis Documentation and Analyses System 120).

A detecgdo do gene prtC foi realizada para todas as espécies de Porphyromonas. As

sequéncias dos iniciadores utilizados estdo descritas na Tabela 1. A reac¢do de amplifica¢do do



DNA foi realizada em volumes finais de 25 ul, contendo 2,5 pl de 10 X de tampao PCR, 1,5
ul de MgCl, (50 mM), 1,0 ul de ANTP (10 mM) (Invitrogen), 0,25 ul de Platinum Taq DNA
polimerase (0,5 U) (Invitrogen), 1,25 ul de cada iniciador, 7,25 ul de dgua ultrapura Milli-Q
esterilizada e 10 pul de DNA (1ng). A amplificag¢do foi realizada em aparelho de PCR (Perkin
Elmer, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1 ciclo de 94 °C (1 min.); 33 ciclos de
94 °C (1 min.), 55 °C (1 min.), 72 °C (1 min.) e 1 ciclo de 72 °C (10 min.).

Como controle positivo, foi utilizada a cepa P. gingivalis ATCC 33277 e, como
controle negativo, a mistura dos reagentes com agua ultrapura e sem DNA bacteriano.
Fragmentos de 815 bp indicaram a amplificacdo do gene prtC. Como controle de peso

molecular, foi utilizado o marcador 1 kb DNA ladder.

4.7.2 Tipificagdo dos Genes Envolvidos na Produgdo de Fimbrias (fimA) (AMANO ET AL.,
1999; NAKAGAWA ET AL., 2000)

A detec¢ao por PCR dos cinco tipos do gene fimA, que regulam a produgdo de
fimbrias tipos I, II, III, IV e V foi realizada em todas as espécies de Porphyromonas,. Para a
determinagdo dos tipos fimbriais, foram utilizados iniciadores especificos, segundo a Tabela
1.

A reacdo de amplificagdo do DNA foi realizada em volumes finais de 25 pl, contendo
2,5 ul de 10 X de tampao PCR, 1,5 ul de MgCl, (50 mM), 1,0 ul de ANTP (10 mM)
(Invitrogen), 0,25 ul de Platinum Taq DNA polimerase (0,5 U) (Invitrogen), 1,25 ul de cada
iniciador, 7,25 pl de agua ultrapura Milli-Q esterilizada e 10 pul de DNA (Ing). A
amplificagdo foi realizada em aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400),
programado para: 1 ciclo de 94 °C (5 min.); 30 ciclos de 94 °C (30 seg..), 58 °C (30 seg..), 72
°C (30 seg..) e 1 ciclo de 72 °C (7 min.).

Foi utilizada, como controle positivo, a cepa P. gingivalis ATCC 33277 (fimA I-
positivo) e, como controle negativo, a mistura dos reagentes com agua ultrapura. Fragmentos
de 392 bp, 257 bp, 247 bp, 251 bp e 462 bp indicaram, respectivamente, a amplificagdo dos
genes fimA 1, fimA II, fimA III, fimA IV e fimA V. Como controle de peso molecular, foi
utilizado o marcador 1 kb DNA ladder.



4.7.3 Deteccao dos Genes tetQ E tetM Mediadores da Resisténcia a Tetraciclina (MANCH-
CITRON et al., 2000)

Todas as espécies de Porphyromonas e Fusobacterium foram submetidas a
amplificagdo por PCR para detec¢do dos genes tetQ e tetM, de resisténcia a tetraciclina. Os
iniciadores utilizados estdo descritos na Tabela 1. As reagdes de amplificagdo foram
realizadas em volumes finais de 25 pl, contendo 2,5 pl de 10X de tampao PCR, 1,5 ul de
MgCl, (50 mM), 1,0 ul de ANTP (10 mM) (Invitrogen), 0,25 pl de Platinum Taq DNA
polimerase (0,5 U) (Invitrogen), 1,25 ul de cada iniciador, 10 pul de DNA (1 ng) e 7,25 ul de

agua ultrapura esterilizada.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (Perkin Elmer
GeneAmp PCR System 2400), sendo que o gene tetQ foi programado para: 1 ciclo de 94°C (5
min.), 40 ciclos de 94 °C (1 min.), 50 °C (1 min.), 72 °C (40 seg.) e 1 ciclo de 72 °C (5 min.),
produzindo fragmentos de 605 bp e para tetM: 1 ciclo de 94 °C (5 min.); 34 ciclos de 94 °C (1
min.), 55 °C (1 min.), 72 °C (30 seg.); e 1 ciclo de 72 °C (5 min.), produzindo fragmentos de
397 bp. Como controle de peso molecular, foi utilizado o marcador 100 bp ladder

(Invitrogen).

4.8 ENSAIOS IMUNOLOGICOS

4.8.1 Producao de Fatores Quimiotaticos (SUNDQVIST e JOHANSSON, 1979)

Quarenta isolados, sendo oito F. nucleatum, 12 F. canifelinum, 13 P. gulae, duas P.
crevioricanis, uma P. circumdentaria, uma P. gingivicanis, duas P. macacae ¢ uma P.
catoniae, isoladas de caes com e sem doenga periodontal, foram crescidas em caldo BHI, por
48 horas, lavadas duas vezes em PBS (0,1 M, pH 7,3), a 1.500 x g, por 15 minutos, e
padronizadas na concentracio de 10° células/ml. O sangue de trés doadores saudaveis,
participantes da pesquisa, foi coletado e mantido a temperatura ambiente, por 1 hora, e a 4 °C,
por duas horas, e, entdo, centrifugado a 1.200 g, por 30 minutos, a 4 °C, sendo obtido uma
mistura de soro humano. Células bacterianas foram centrifugadas e ressuspendidas em 1 ml

desse soro, diluido 1:2 em PBS e incubadas a 37 °C, por 30 minutos, para a geragio de fatores



quimiotaticos. Apds incubagao, a bactéria foi separada da suspensao por centrifugacao (2.000
X g, 15 minutos, 4 °C). O complemento residual do soro foi, entdo, inativado (56 °C por 30

minutos). Os soros coletados foram estocados a -80 °C, até sua utilizagao.

4.8.2 Separacio de Neutréfilos (BOYUM, 1965)

Uma mistura de neutréfilos humanos foi obtida de 80 ml de sangue venoso periférico
doado por pesquisadores colaboradores, utilizando tubos com heparina (10 ml sangue:1 ml
heparina). Nao foi considerado o sexo ou o tipo sanguineo dos doadores. Apds a coleta, o
sangue foi centrifugado e a camada de leucécitos foi cuidadosamente removida, com pipeta
Pasteur, diluida em igual volume com PBS, depositada em 2 ml de um gradiente descontinuo
de Histopaque® (Sigma, St. Louis, USA), com igual volume e densidades de 1077 ¢ 1119, e
centrifugadas (800 g, 30 min), a temperatura ambiente. A fase contendo os neutrofilos (entre
as densidades 1077 e 1119) foi removida cuidadosamente e transferida para tubos
siliconizados e lavados duas vezes em PBS. Apds esse processo, eritrocitos contaminantes
foram removidos por lise hipotdnica e, ap6és 30 segundos, a isotonicidade foi restaurada
adicionando-se solucdo salina balanceada de Hank (HBSS). As células foram, entdo, contadas
com o auxilio da cdmara de Neubauer e ajustadas para uma concentracio final de 1 x 10°
neutrofilos/ml. A viabilidade foi maior do que 99%, como determinada pela técnica de

exclusao com azul de trypan.

4.8.3 Ensaio de Quimiotaxia (HORWITZ e GARRET, 1971)

O ensaio foi realizado utilizando-se a camara de Boyden modificada (Neuroprobe, Inc,
Bethesda, MO, USA), composta por dois compartimentos distintos, separados entre si por
uma membrana de policarbonato, com poros de 5 um de didgmetro (Isopore™™, Millipore,
Irlanda). Em cada ensaio quimiotatico foram adicionados 200 ul da suspensdo do fator indutor
da quimiotaxia (cada um dos 40 isolados) na camara inferior, ¢ 200 pl de neutréfilos (1 x 10°
células/ml) na superior. Como controle negativo, foi utilizado 200 pl de soro (diluido 1:2 com
PBS), que passou pelo mesmo processo, sem bactérias, e, como controle positivo, foi

utilizado soro humano fresco, ativado com endotoxina de Escherichia coli (Interlab Difco,



Sdo Paulo, Brasil). As cAmaras foram incubadas a 37 °C, por 30 minutos, e os filtros foram
cuidadosamente removidos, lavados para remoc¢do de células ndo aderidas, submetidos a
fixacdo com metanol e corados com corante de Giemsa. As células foram, entdo, contadas em
microscopio (x1000) (20 campos por filtro, sendo 10 horizontais e 10 verticais). Os resultados
desse ensaio foram apresentados como a propor¢do entre o nimero de neutrofilos migrados
dividido pelo nimero de neutrofilos que migraram no controle negativo, seguindo a seguinte

formula:

Indice: Numero de neutrdfilos migrados x bactéria

Numero de neutrofilos migrados x soro

O numero de células migradas para cada bactéria, bem como os indices encontrados e a
origem das bactérias (cdes com ou sem doenca periodontal) foram avaliados e analisados

estatisticamente (Tabela 9).

4.8.4 Producao de Citocinas (SHEIKHI et al., 2000)

Vinte e trés amostras bacterianas foram utilizadas, sendo 4 F. nucleatum, 4 F.
canifelinum, 5 P. gulae, 2 P. crevioricanis, 2 P. macacae, 2 P. gingivicanis, 2 P. catoniae e 2
P. circumdentaria. Assim, 500 pl de neutréfilos (1 x 10° células/ml), em solucdo balanceada
de Hanks, foram incubados com 500 pl de cada uma das bactérias (10® bactérias/ml) diluidas
em PBS, a 37 °C, por 5 horas. Ap6s o periodo de incubag@o, a mistura foi centrifugada (300 g,
4 °C, 10 minutos) e os sobrenadantes, contendo as citocinas liberadas, foram estocados a —80
°C, até o momento do uso. Como controle negativo, 500 pl de neutrofilos (1 x 10°

neutrdfilos/ml) foram incubados com 500 pl de PBS.

4.8.5 Detecgao de Citocinas

As citocinas foram detectadas por kits comerciais para IL-1B, IL-8 e TNF-a (BD
PharMingen, San Diego, CA), IL-11 (R&D Systems, Minneapolis, MN) e IL-17 (eBioscience,

San Diego, CA), manipulados segundo recomendagdes dos fabricantes.



5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos neste estudo foram analisados pelos seguintes testes estatisticos: Qui-

quadrado e teste exato de Fisher (relagcdo entre cdes com e sem doenga periodontal, testes de

viruléncia e suscetibilidade a antibioticos), Anova (teste de quimiotaxia) e GraphPad PrismS5,

teste nao paramétrico de Tukey e t-student com correcdo de Welch (detecgao de citocinas).

Tabela 1. Nomenclatura e sequéncia dos iniciadores utilizados na detec¢do de genes e suas
respectivas temperaturas de anelamento.

T° Anelamento

Genes Sequéncia de Iniciadores (5— 3) (°C) Referéncia
tetM -GAC ACG CCA GGA CAT ATG G- MANCH-CITRON et al.
(tetraciclina) -TGC TTT CCT CTT GTT CGA G- 55 (2000)
-ACT TCC GTA ACC GAG AAT CTG
tetQ CTG-
-TAC CGG ATA GAC TTT GGC TTT MANCH-CITRON et al.
(tetraciclina) TGC- 50 (2000)
-CGA GAT CGG AGT AGAAGT GCA
prtC TC-
(colagenase) -CCA CGG TTT GCA GTT CGT ATC G- 55 ODELL et al. (1999)
fimA -AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A-
(tipo I) -CTG TGT GTT TAT GGC AAA CTT C- 58 AMANO et al. (1999)
fimA -AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A-
-ACA ACT ATA CTT ATG ACA ATG
(tipo II) G- 58 AMANO et al. (1999)
fimA -AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A-
-ATT ACA CCT ACA CAG GTG AGG
(tipo IIT) C- 58 AMANO et al. (1999)
fimA -AAC CCC GCT CCC TGT ATT CCG A-
(tipo 1IV) -CTA TTC AGG TGC TAT TAC CCA A- 58 AMANO et al. (1999)
-AAC AAC AGT CTC CTT GAC AGT
fimA G-
-TAT TGG GGG TCG AAC GTT ACT NAKAGAWA et al.
(tipo V) GTC- 58 (2000)




6 RESULTADOS

Neste estudo foram selecionados 100 cdes, sendo 50 com periodontite ¢ 50 sem
periodontite. Dos 50 animais com periodontite, 39 (78%) abrigaram Porphyromonas spp. e 12
(24%) Fusobacterium spp., sendo que 9 (18%) desses animais abrigaram ambos os géneros.
Dos 50 cées sem periodontite, 19 (38%) foram positivos para Porphyromonas spp. e 7 (14%)
para Fusobacterium spp., sendo que trés (6%) deles abrigaram ambos os géneros. Foram
obtidos 144 isolados (80 Porphyromonas spp. ¢ 64 Fusobacterium spp). As espécies de
Porphyromonas identificadas foram: 53 P. gulae, 8 P. macacae, 6 P. circumdentaria, 5 P.
crevioricanis, 4 P. gingivicanis, 2 P. cangingivalis e 2 P. catoniae. Ja as espécies de

Fusobacterium foram: 38 F. nucleatum ¢ 26 F. canifelinum (Tabela 2).

Observando-se a Tabela 2 pode-se notar que foram isoladas 98 bactérias de ambos os
géneros estudados, em cdes com periodontite, enquanto 46 bactérias foram isoladas em caes
sem periodontite. Das sete espécies de Porphyromonas identificadas, cinco foram isoladas de
cdes com periodontite, P. macacae, P. crevioricanis, P. gingivicanis e P. cangingivalis;
entretanto, em cdes sem a doencga, foram observadas somente P. gulae, P. circumdentaria e P.
catoniae. Vale a pena ressaltar que P. gulae foi isolada de ambos os grupos de caes,
observando-se maior predomindncia em animais com periodontite. Por outro lado, em ambos
os grupos, foram encontradas as duas espécies de Fusobacterium: F. nucleatum e F.
canifelinum, em proporgdes semelhantes, motivo pelo qual ndo foram observadas diferengas

estatisticas.

Nenhuma das espécies de ambos os géneros estudados hidrolisou esculina ou amido,
apresentou motilidade ou produziu H,S. Devido a semelhangas nas caracteristicas fisiologico-
bioquimicas das espécies de Fusobacterium isoladas, incluindo auséncia na producdo de
catalase, a diferenciac@o entre F. nucleatum e F. canifelinum foi realizada pela suscetibilidade
a levofloxacina, onde a resisténcia a essa droga foi observada em F. canifelinum. As
principais caracteristicas bioquimicas das 80 Porphyromonas spp. estdo apresentadas na
Tabela 3. Todos os isolados das espécies P. gulae, P. macacae, P. cangingivalis, P.
gingivicanis e P. circumdentaria foram catalase positivos, enquanto que todos os P.
crevioricanis e P. catoniae foram negativos para o mesmo teste.

A identificagdo das espécies de Porphyromonas (52) e F. nucleatum (26), em nimeros

representativos, foi, também, confirmada pelo sequenciamento de DNA.



Tabela 2. Distribuigdo das espécies de Porphyromonas ¢ Fusobacterium isoladas de 42 caes
com e 23 sem periodontite.

Espécies Caes com Periodontite ~ Caes sem Periodontite N@ isolados
Identificadas N° (%) N° (%) Total (%)
P. gulae 38 (38,8) 15 (32,6) 53 (36,8)
P. macacae 8(8,2) 0 8(5,5)
P. circumdentaria 0 6 (13,1) 6(4,2)
P. crevioricanis 5(.1) 0 5(3.5)
P. gingivicanis 4(4,1) 0 4(2,8)
P. cangingivalis 2(2) 0 2(1,4)
P. catoniae 0 2(4,3) 2(1,4)
F. nucleatum 26 (26,5) 12 (26,1) 38 (26,4)
F. canifelinum 15 (15,3) 11(23,9) 26 (18)
Total 98 46 144

A maioria das cepas isoladas produziram -hemolise, com excessdao de P. macacae, P.
catoniae, F. nucleatum e F. canifelinum (Tabela 4). Adicionalmente, pode ser observado que
todos os isolados foram resistentes ao soro canino. Sete (87,5%) P. macacae isolados de caes
com periodontite foram resistentes ao soro equino. A maioria dos isolados avaliados, de
ambos os géneros, foi resistente a acdo do soro humano, sendo que essa resisténcia variou de

50 a 100% entre os isolados testados (Tabela 4).



Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas das espécies de Porphyromonas isoladas de cdes com ¢ sem periodontite.

P. gulae P. macacae P. cangingivalis  P. crevioricanis  P. gingivicanis P. circumdentaria P. catoniae

Caracteristicas Fenotipicas (n=53) (n=8) (n=2) (n=5) (n=4) (n=6) (n=2)

* * * * % * *
Fosfatase alcalina 100 100 0 100 100 100 100
Arginina dihidrolase 100 100 100 100 0 100 0
Ac. glutdmico decarboxilase 100 100 100 100 100 100 100
Reducdo dos nitratos 0 100 0 0 0 0 100
Produg@o de indol 100 100 100 100 100 100 0
Alfa galactosidase 0 100 0 0 100 0 0
Beta galactosidase 100 100 0 0 100 0 100
Beta galactosidase 6 fosfato 0 0 0 0 0 0 0
Alfa glucosidase 0 0 0 0 0 0 0
Beta N-acetil-glucosaminidase 100 100 0 0 0 0 100
Alfa fucosidase 0 0 0 0 0 0 100
Arginina arilamidase 98,1 0 100 0 0 0 100
Hidrolise de esculina 0 0 0 0 0 0 0
Hidroélise de amido 0 0 0 0 0 0 0
Produgdo de H,S 0 0 0 0 0 0 0
Teste de motilidade 0 0 0 0 0 0 0
Producio de catalase 100 100 100 0 100 100 0

* Porcentagem de cepas positivas



Tabela 4. Porcentagem de atividade hemolitica e resisténcia aos diferentes soros das espécies
de Porphyromonas e Fusobacterium isoladas.

Espécies (No.) Producao % resisténcia ao soro

B-hemolise (%) canino equino humano

Caes com periodontite

P. gulae (38) 100 100 100 100
P. macacae (8) 0 100 87,5 75

P. cangingivalis (2) 100 100 100 100
P. crevioricanis (5) 100 100 100 100
P. gingivicanis (4) 100 100 100 50

F. nucleatum (26) 0 100 100 92,3
F. canifelinum (15) 0 100 100 66,7

Caes sem periodontite

P. gulae (15) 100 100 100 86,7
P. circumdentaria (6) 33,3 100 100 83,3
P. catonie (2) 0 100 100 100
F. nucleatum (12) 0 100 100 100
F. canifelinum (11) 0 100 100 100

Das 98 cepas isoladas de cdes com e 46 sem periodontite, apenas 15 (15,3%) e 8
(17,4%), respectivamente, foram capazes de produzir hemaglutina¢do de eritrocitos humanos,
com titulos de HA variando de 2 a 64, em animais com doenga periodontal, e de 2 a 16 em
animais sem a doenca. Somente as espécies P. gulae e F. nucleatum avaliadas apresentaram
atividade hemaglutinante. A inibi¢do da hemaglutinacdo também foi observada quando os

agucares glicose, galactose, manose e lactose foram utilizados (Tabela 5).



Tabela 5. Titulos de hemaglutinagao (HA) e de inibicdo da hemaglutinagdo (IHA) das cepas
hemaglutinantes dos eritrocitos humanos.

, THA (titulo)
Cepas Isoladas HA (titulo) Glicose  Galactose = Manose Lactose

Caes com

periodontite

P.gulae d8Bp 4 4 4 4 2
P.gulae d8Gp 4 2 4 4 4
P.gulae d8Pp 64 4 2 8 8
P.gulae d8Sp 16 0 0 0 0
P.gulae d10Bp 32 2 4 2 2
P.gulae d10Cp 64 2 4 8 4
P.gulae d10Gp 4 2 4 4 2
P.gulae d20Ap 16 0 0 0 0
P.gulae d20Bp 16 0 0 0 0
P.gulae d20Cp 32 0 0 0 0
P.gulae d20Dp 16 0 0 0 0
P.gulae d30Ap 2 0 2 2 2
P.gulae d30Cp 16 4 8 16 8
P.gulae d30Ep 2 0 0 0 0
F. nucleatum d31df 4 4 0 2 0
Caes sem

periodontite

P. gulae ¢5Dp 16 0 2 2 4
P. gulae c12Ap 4 2 4 2 2
P. gulae c12Cp 4 0 2 2 2
P. gulae c12Gp 16 4 4 2 2
P. gulae c35Ap 8 2 2 0 2
P. gulae c35Bp 2 0 2 2 0
P. gulae c35Dp 4 2 2 4 2
F. nucleatum c27Bf 4 4 0 0 0

Os perfis de suscetibilidade aos antibidticos dos isolados de animais com e sem
periodontite estdo descritos nas Tabelas 6 ¢ 7. Todas as espécies de Porphyromonas de caes
com  periodontite  avaliadas  foram  sensiveis 4  amoxicilina,  ampicilina,
amoxicilina/clavulanato, cefoxitina, penicilina G e tetraciclina. Somente as espécies de
Fusobacterium mostraram-se resistentes a ampicilina. Das espécies isoladas, somente as duas
P. cangingivalis foram sensiveis a claritromicina, enquanto P. gulae (68,4%), P. macacae

(50%), P. crevioricanis (60%), P. gingivicanis (50%), F. canifelinum (100%) ¢ F. nucleatum



(96%) foram resistentes a essa droga. As espécies P. gulae (34,2%), P. macacae (12,5%), F.
canifelinum (100%) e F. nucleatum (96%) apresentaram-se resistentes a eritromicina. Das 98
espécies bacterianas, somente 1 (2,6%) P. gulae foi resistente ao metronidazol.

As espécies P. gulae, P. catoniae e P. circumdentaria, isoladas de cdes sem
periodontite, foram sensiveis a amoxicilina, ampicilina, amoxicilina/clavulanato, cefoxitina,
clindamicina, penicilina G e tetraciclina. A resisténcia a claritromicina foi observada em todas
as bactérias analisadas, observando-se em 86,7% dos isolados P. gulae ¢ em 100% dos P.
catoniae, P. circumdentaria, F. canifelinum e F. nucleatum. A resisténcia para eritromicina
foi observada nos isolados de P. gulae (73,3%), F. canifelinum (90,9%) e F. nucleatum
(91,7%). Somente 13,3% dos isolados P. gulae avaliados foram resistentes ao metronidazol.

Adicionalmente, pode-se observar que os isolados P. gulae, de ambos os grupos de
cdes analisados, apresentaram resisténcia a claritromicina, eritromicina e metronidazol.
Significancia estatistica foi observada somente em relacdo a resisténcia a eritromicina (P=
0,015 - Teste exato de Fisher).

Dos 98 isolados de cdes apresentando periodontite, apenas 22 (57,9%) P. gulae e 1
(50%) P. cangingivalis abrigaram o gene prtC, enquanto que, dos 46 isolados de cdes sem a
doenga, 11 (73,3%) P. gulae e 1 (16,7%) P. circumdentaria apresentaram o mesmo gene. As
demais espécies de Porphyromonas nao abrigaram esse gene (Figura 1).

Das cinco espécies de Porphyromonas isoladas de caes com periodontite, 25 (65,8%)
de P. gulae apresentaram o gene fimA I, ¢ 6 (15,8%), o gene fimA tipo II. Igualmente, 2
(40%) P. crevioricanis ¢ 2 (100%) P. cangingivalis apresentaram fimA 1. Dos 15 P. gulae
isolados de cdes sem periodontite, 10 (66,7%) abrigaram o gene fimA I, 5 (33,3%), o gene
fimA 11, 2 (13,3%), o gene fimA III e 3 (20%), o gene fimA IV. Adicionalmente, dos 6 P.
circumdentaria, somente 2 apresentaram, respectivamente, os genes fimA 1 (16,7%) e fimA 11
(16,7%). Dos isolados P. gulae avaliados, 6 oriundos de cdes com, ¢ 4 de cdes sem
periodontite foram positivos para ambos os genes fimA I e fimA II; 2 cepas dessa mesma
espécie, isoladas de caes sem doenca periodontal, também apresentaram mais de um tipo de
um gene para fimbrias, uma sendo positiva para fimA I, IIl e IV, e a outra para fimA tipo Il e

IV (Figura 2; Tabela 8).



Tabela 6. Suscetibilidade a 10 antimicrobianos de 98 isolados de caes com periodontite.

Espécies (no.)/antibitidtico CIM (pg/ml) % resisténcia
Faixa 50% 90%
P. gulae (n=38)
Amoxicilina <0,25-4 <0,25 1 0
Ampicilina <0,25-2 <0,25 2 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25-2 <0,25 0,5 0
Cefoxitina <0,25-2 <0,25 0,5 0
Claritromicina*® <0,25->512 >512 >512 68,4
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-32 1 16 342
Metronidazol <0,25->512 <0,25 0.5 2,6
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
P. macacae (n=8)
Amoxicilina <0,25-2 <0,25 1 0
Ampicilina <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato 0,5-2 1 2 0
Cefoxitina <0,25-0,5 <0,25 2 0
Claritromicina* 4->512 4 >512 50
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-32 <0,25 1 12,5
Metronidazol <0,25-1 <0,25 0,5 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0
P. cangingivalis (n=2)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25 <0,25 <0,25 0
Claritromicina*® <0,25-2 2 2 0
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25 <0,25 <0,25 0
Metronidazol <0,25 <0,25 <0,25 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0
P. crevioricanis (n=5)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25 <0,25 <0,25 0
Claritromicina*® <0,25-128 1 128 60
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-1 <0,25 1 0
Metronidazol <0,25-0,5 <0,25 0,5 0
Penicilina G <0,25-0,5 <0,25 0,5 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0

Continua...



Espécies (no.)/antibitidtico CIM (pg/ml) % resisténcia

Faixa 50% 90%
P. gingivicanis (n=4)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25-0,5 <0,25 0,5 0
Claritromicina* 2-64 2 64 50
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-0,5 0.5 0,5 0
Metronidazol <0,25 <0,25 <0,25 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0
F. canifelinum (n=15)
Amoxicilina <0,25-4 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25-1 <0,25 <0,25 6,7
Amoxicilina/clavulanate <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25 <0,25 <0,25 0
Claritromicina* 128->512 >512 >512 100
Clindamicina <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* 8->512 256 >512 100
Metronidazol <0,25-2 <0,25 2 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25-0,5 <0,25 0,5 0
F. nucleatum (n=26)
Amoxicilina <0,25-0,5 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25-4 <0,25 <0,25 3,8
Amoxicilina/clavulanate <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25-4 <0,25 <0,25 0
Claritromicina*® <0,25->512 >512 >512 96
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Erithromycin* 2->512 256 >512 96
Metronidazole <0,25-2 <0,25 1 0
Penicillin G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25-1 <0,25 1 0

Pontos criticos utilizados segundo o CLSI (2007): amoxicilina, 8ug/ml; ampicilina, 1ug/ml;
Amoxicilina/clavulanato, 4pg/ml; cefoxitina, 32pg/ml; clindamicina, 4pg/ml; metronidazol, 16pg/ml; penicilina
G, 1pg/ml; tetraciclina, 8ug/ml.

* Pontos criticos utilizados para eritromicina (8pg/ml) e claritromicina (8pg/ml), segundo o NCCLS (1997).



Tabela 7. Suscetibilidade a 10 antimicrobianos de 46 isolados de caes sem periodontite.

Espécies (no.)/antibitidtico

CIM (pg/ml)

% resisténcia

Faixa 50% 90%
P. gulae (n=15)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25-0,5 0,5 0,5 0
Claritromicina* <0,25->512 >512 >512 86,7
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-64 8 64 73,3
Metronidazol <0,25->512 1 8 13,3
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0
P. catoniae (n=2)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25 <0,25 <0,25 0
Claritromicina* 16 16 16 100
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* 2 2 2 0
Metronidazol 1 1 1 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0
P. circumdentaria (n=6)
Amoxicilina <0,25-1 1 1 0
Ampicilina <0,25-0,5 0,5 0,5 0
Amoxicilina/clavulanato <0.25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25-0,5 0,5 0,5 0
Claritromicina* 16->512 32 >512 100
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* <0,25-4 <0,25 4 0
Metronidazol <0,25-2 2 2 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25 <0,25 <0,25 0

Continua...



Espécies (no.)/antibitidtico CIM (ug/ml) % resisténcia

Faixa 50% 90%
F. canifelinum (n=11)
Amoxicilina <0,25-1 <0.25 1 0
Ampicilina <0,25-4 <0.25 <0.25 9
Amoxicilina/clavulanato <0,25-2 <0.25 <0.25 0
Cefoxitina <0,25-16 <0.25 <0.25 0
Claritromicina* 32->512 256 >512 100
Clindamicina <0,25 <0.25 <0.25 0
Eritromicina* 0,5->512 >512 >512 90.9
Metronidazol <0,25-1 <0.25 0.5 0
Penicilina G <0,25 <0.25 <0.25 0
Tetraciclina <0,25-1 <0.25 <0.25 0
F. nucleatum (n=12)
Amoxicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Ampicilina <0,25 <0,25 <0,25 0
Amoxicilina/clavulanato <0,25 <0,25 <0,25 0
Cefoxitina <0,25-1 <0,25 <0,25 0
Claritromicina* 128->512 >512 >512 100
Clindamicina <0,25 <0,25 <0,25 0
Eritromicina* 1->512 >512 >512 91,7
Metronidazol <0,25-8 0,5 2 0
Penicilina G <0,25 <0,25 <0,25 0
Tetraciclina <0,25-2 <0,25 <0,25 0

Pontos criticos utilizados segundo o CLSI (2007): amoxicilina, 8ug/ml; ampicilina, 1ug/ml;
Amoxicilina/clavulanato, 4pg/ml; cefoxitina, 32pg/ml; clindamicina, 4pg/ml; metronidazol, 16pg/ml; penicilina
G, 1pg/ml; tetraciclina, 8ug/ml.

* Pontos criticos utilizados para eritromicina (8pug/ml) e claritromicina (8pug/ml), segundo o NCCLS (1997).



<+— 815bp

Figura 1. Detec¢do do gene prtC em espécies de Porphyromonas isoladas. Colunas 1, 2 e 3,
respectivamente: P. gulae d30Bp, P. gulae d30Cp, P. crevioricanis d29Bp; coluna
4, 1 kb DNA Ladder; colunas 5 e 6, respectivamente: P. gulae d31Ap e P. gulae d31
Bp; coluna 7, controle negativo; coluna 8, cepa d7Lp, controle positivo.

<+— 392 bp

Figura 2. Detec¢do do gene fimA I em espécies de Porphyromonas isoladas. Coluna 1, 1 kb
DNA Ladder; coluna 2, controle negativo; colunas 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente:
P. gulae d8Bp, P. gulae d8Gp, P. gulae d8Pp, P. gulae d8Sp ¢ P. gulae d10Bp;
coluna 8, P. gingivalis ATCC 33277 fimA I(controle positivo).



Tabela 8. Determinagao dos tipos fimbriais em espécies de Porphyromonas.

Espécies (N°) fimA 1 fimA 11 fimA 111 fimA TV fimA V
Caes com periodontite

P. gulae (38) 25(65,8)  6(15,8) 0 0 0
P. macacae (8) 0 0 0 0 0
P. crevioricanis (5) 2 (40) 0 0 0 0
P. gingivicanis (4) 0 0 0 0 0
P cangingivalis (2) 2 (100) 0 0 0 0
Caes sem periodontite

P. gulae (15) 10 (66,7)  5(33,3) 2 (13,3) 3 (20) 0
P. circumdentaria (6) 1(16,7) 1(16,7) 0 0 0
P. catoniae (2) 0 0 0 0 0




A presenca de fimbrias ndo foi observada por microscopia eletronica de transmissao
em nenhuma das cepas estudadas. Por outro lado, em P. gulae foi verificada a presenga de
capsula (Figura 3).

A resisténcia a tetraciclina foi determinada pela detec¢do dos genes tetQ e TetM, nos
isolados de ambos os gé€neros estudados, sendo observado que a faixa de detec¢do desses
genes foi baixa. O gene tetQ foi observado em P. gulae, isolados de caes com (5,2%) ¢ sem
(6,7%) periodontite. P. macacae e F. canifelinum, isolados desses animais, apresentaram o
gene em 25% e 13,3%, respectivamente. J4 o gene tetM foi detectado em 3,8% dos F.
nucleatum, isolados de cdes com periodontite, ¢ em 50% dos P. catoniae de cdes sem
periodontite (Figuras 4A e 4B).

No ensaio de quimiotaxia de neutrdfilos, foram selecionados, aleatoriamente, 40
isolados bacterianos de ambos os grupos de animais estudados. Todos os 40 isolados
avaliados foram capazes de ativar quimiotaxia de neutrofilos humanos, sendo observada
diferencas significativas entre o grupo “outras Porphyromonas”, quando comparado com F.
nucleatum e com F. canifelinum (P<0.02) (Tabela 9). Os niveis de IL-1p, IL-8, TNF-a e IL-
11 foram significativamente mais elevados em relagcdo ao controle negativo (P<0.05). Pode-se
observar que IL-1PB foi significativamente liberada em niveis elevados por neutrdfilos
estimulados por F. nucleatum (984 pg/ml), F. canifelinum (1557 pg/ml), P. cangingivalis
(1779 pg/ml), em relagdo ao contrle negativo (115 pg/ml). Adicionalmente, IL-8 foi a mais
secretada por todas as espécies testadas, sendo que P. gulae (2426 pg/ml), P. crevioricanis
(3348 pg/ml), P. macacae (3574 pg/ml), F. nucleatum (2998 pg/ml) e¢ F. canifelinum (2813
pg/ml) foram as que mais induziram a secrecdo desta quimiocina, em relagdo ao controle
negativo (567 pg/ml). IL-11 ndo foi liberada quando neutrofilos foram estimulados pelas
espécies de Fusobacterium. Por outro lado, P. gulae (1800 pg/ml) foi a espécie que mais
estimulou a secrecdo desta citocina em relagdo ao controle negativo (21 pg/ml). As maiores
concentragdes de TNF-a foram detectadas quando P. crevioricanis (2216 pg/ml), F.
nucleatum (3579 pg/ml), F. canifelinum (1718 pg/ml) e P. circumdentaria (2541 pg/ml),
estimularam neutro6filos, com controle negativo de 664 pg/ml. Nenhuma das espécies induziu

a liberagdo de IL-17 (Figura 5).



0.5 pm

Figura 3. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) por coloracdo negativa, P. gulae
(C30Ap). Presenca de capsula e auséncia de fimbrias (27.000X).

(A)
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Figura 4. Deteccgdo dos genes tetQ e tetM nas espécies isoladas.
(A) Detecgdo do gene tetQ. Coluna 1, P. gulae d8Bp; coluna 2, controle negativo;
coluna 3, 1 kb DNA Ladder; coluna 4, F. nucleatum d32Af e coluna 4, B.
fragilis P15D, controle positivo.
(B) Detecgao do gene tetM. Coluna 1, 1 kb DNA Ladder; coluna 2, P. gulae d8Bp;
coluna 3, F. nucleatum d30Bf.



Tabela 9. Indices de quimiotaxia de neutréfilos induzidos por 40 isolados bacterianos de

origem canina.

Espécies bacterianas

Média de células Média de indice Média + DP’

sobre o filtro quimiotatico®*
P. gulae (n=13) 946 — 1,317 4.95-6.89 5.9+0.59
Outras Porphyromonas® (n = 7) 1,118 - 1,306 5.85-6.83 6.3+0.39
F. nucleatum (n = 8) 954 1,161 4.99 - 6.07 54+041
F. canifelinum (n = 12) 906 — 1,164 4.74 - 6.09 55+0.41

"Média aritmética + desvio padrio do niimero de bactérias isoladas.

**Numero de células migradas para cada bactéria dividida pelo nimero de células que
migraram aleatoriamente para o controle negativo.

*P. crevioricanis, P. circumdentaria, P. gingivicanis, P. macacae e P. catoniae

Meédia do ntimero de células que migraram para: Controle negativo = 191 células e

Controle positivo = 642 células
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Figura 5. Concentragdes de citocinas induzidas por P. gulae (Pg), P. crevioricanis (Pcr), P. macacae (Pm), F. nucleatum (Fn), F. canifelinum
(Fe), P. cangingivalis (Pca), P. gingivicanis (Pgi), P. circumdentaria (Pci), controle com solug@o neutra (NSC).
*diferenca significativa (P < 0,05), relativa ao controle.



7 DISCUSSAO

A periodontite representa um grande problema para animais domésticos,
especialmente cdes, causando grande desconforto, além de estar associada com efeitos
sistémicos, tais como alteragdes histoldgicas renais, lesdes nos vasos sanguineos e coracao,
inflamacao hepatica, presenga bacteriana no trato respiratorio, baixo peso ¢ morte prematura
(DUPONT, 1998; PAVLICA et al., 2008).

Na periodontite canina, Porphyromonas e Fusobacterium sio os géneros mais
frequentemente isolados; entretanto, sdo observadas diferencas qualitativas significativas com
relacdo as respectivas espécies de origem humana (ELLIOT et al., 2005; HARDHAM et al.,
2005a; SYED; SVANBERG; SVANBERG, 1981). Neste estudo, a presenca de espécies de
ambos os géneros foi observada nos dois grupos de cdes analisados, sugerindo-se que esses
géneros formam parte da microbiota bucal e periodontal desses animais, concordando com
Syed, Svanberg e Svanberg (1981).

Das espécies de Porphyromonas isoladas, P. gulae esteve presente em ambos os
grupos de animais, com e sem periodontite, sendo notado em maior nimero no quadro
periodontal (38,8%). Adicionalmente, se considerarmos, dentre as espécies isoladas do género
Porphyromonas, em ambos os grupos de cédes, a presenga desse microrganismo foi maior
(66,6% na periodontite e 65,2% no periodonto sadio). Da mesma forma, F. nucleatum ¢ F.
canifelinum foram encontrados em ambos os quadros clinicos. Esses resultados sugerem que
as espécies estudadas, particularmente P. gulae, F. nucleatum e F. canifelinum, fazem parte
da microbiota periodontal canina e que, da mesma forma que ¢ observado em humanos, essas
bactérias tendem a aumentar numericamente nos processos inflamatorios. Por outro lado,
embora possa ser prematuro afirmar, tudo leva a crer que as outras espécies, particularmente
do género Porphyromonas, constituam-se em microrganismos exogenos ou que ndo teriam
participagdo efetiva no quadro de periodontite, uma vez que o nimero de isolados em ambos
os cdes foi baixo, como observado na Tabela 2.

Em nosso estudo, foram observadas diferencas bioquimicas das espécies de origem
animal, conforme ja descrito na literatura (FOURNIER et al., 2001; ELLIOT et al., 2005).
Dentre essas caracteristicas, destaca-se a produ¢do da enzima catalase, em que ¢ sabido que
espécies de origem humana como P. catoniae, nao a produzem. Como observado na Tabela 2,
essa espécie foi isolada de cdes com periodonto sadio, o que indica que, provavelmente, o
animal tenha sido contaminado pelo seu proprietario, ou outra fonte, constituindo-se, com

isso,um microrganismo exogeno a microbiota bucal canina (WILLEMS; COLLINS, 1995).



Por outro lado, também foi possivel observar a heterogeneidade das espécies isoladas
do género Porphyromonas de origem canina, destacando-se, por exemplo, que, dentre as sete
espécies isoladas, somente P. crevioricanis ndo apresentou capacidade de produzir a enzima
catalase. Com relagao as espécies de Fusobacterium isoladas, o comportamento relacionado a
producdo dessa enzima foi aquele ja conhecido pela literatura humana, isto ¢, ndo produziu
catalase.

Com relagdo as espécies de Fusobacterium, foi observada uma similaridade entre as
caracterisitcas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas. Segundo Conrads, Citron e Goldstein
(2005), a resisténcia a fluoroquinolona (levofloxacina- MIC> 4pg/ml) seria caracteristica de
F. canifelinum e constituiria-se em um importante teste para a diferenciagdo dessas espécies.

Os processos periodontais (gengivite e periodontite) em humanos e animais, devem-se
as alteracdes no equilibrio da microbiota residente bucal. Braga et al. (2005) relataram que,
em infecgdes periodontais de caes, seria observado, predominantemente, espécies do género
Porphyromonas seguidas de Fusobacterium. Isso foi observado, também, em nosso estudo
(Tabela 2).

Os resultados encontrados neste estudo discordam daqueles observados por Hardham
et al. (2005b), que relataram a predominancia da espécie P. macacae, seguida de P. gulae, nos
cdes com periodontite analisados. Essa discrepancia pode ser explicada pela metodologia
utilizada em cada estudo. Em nosso trabalho, todas as amostras subgengivais coletadas foram
cultivadas para a obtenc¢do de cultura pura, sendo, posteriormente, identificadas pelos métodos
descritos anteriormente. No estudo citado, entretanto, a presenca desses microrganismos foi
determinada por sequenciamento de DNA, diretamente das amostras clinicas.

Embora seja reconhecido que existem diferencas qualitativas entre a microbiota bucal
de humanos e animais e a capacidade patogénica desses microrganismos, pouco ¢ conhecido
sobre a prevaléncia, patogenicidade e suscetibilidade as drogas antimicrobianas, em termos
fenotipicos e genotipicos, de isolados bacterianos de origem animal, particularmente caes,
considerados de estimacao (HAMADA et al., 2008).

A produgdo de hemolisinas por P. gingivalis de origem humana, parece estar
relacionada a aquisi¢do de ferro e hemina, degradacao de tecidos periodontais e de
componentes do sistema-complemento, além da capacidade de inativacdo de inibidores de
proteases especificos do hospedeiro (CHU et al., 1991; GENCO, 1995). Em nosso estudo, P.
gulae, P. crevioricanis, P. cangingivalis e P. circumdentaria foram capazes de produzir
hemolise total e foram resistentes ao soro, caracteristicas que podem favorecer a manutencao

desses microrganismos na cavidade bucal daqueles animais. Em 1997, Hudspeth et al.



observaram a produgdo de hemolisina tipo beta em P. gingivalis, P. macacae ¢ P.
cangingivalis isoladas de caes, além de diferengas na lise de eritrocitos, de diversas origens,
que poderiam indicar alguma especificidade para a atividade hemolitica.

Em nosso estudo, os isolados bacterianos apresentaram resisténcia aos soros canino,
equino e humano. Essa resisténcia poderia estar relacionada a viruléncia dos isolados animais,
sendo que a presenga de LPS, capsula e proteinases tém sido apontadas na literatura como
importantes componentes envolvidos na resisténcia ao soro (GRENIER, 1992; GRENIER;
BELANGER, 1991; POPADIAK et al., 2007; POTEMPA; PIKE, 2009). Segundo Taylor
(1983), a sensibilidade ao sistema bactericida do soro € uma caracteristica de muitas bactérias
Gram negativas. Ainda sdo necessarios, entretanto, outros estudos para determinar o papel que
essas caracteristicas representam no processo periodontal canino.

A presenca de capsula em P. gulae foi observada pela microscopia eletronica de
transmissdo (Figura 3), sendo que essa estrutura pode participar na adesdo e hemaglutinacao
de eritrocitos. A capacidade bacteriana de hemaglutinagdo tem sido apontada como
importante fator na aderéncia aos tecidos do hospedeiro, bem como na adesdo e lise de
eritrocitos. Fimbrias, hemaglutininas e/ou proteinases cisteinas vém sendo citadas, ao logo
dos anos, como responsaveis por tal atividade (CHANDAD; MOUTON, 1995; DECARLO et
al., 1999). O processo de hemaglutinagdo em bactérias anaerdbias, isoladas de humanos e
animais tem se mostrado heterogéneo (NAKANO, 2005; ALMEIDA, 2007).

Lalibert¢ e Mayrand (1983) observaram que bactérias produtoras de pigmento negro,
isoladas de caes, gatos e guaxinins, apresentaram capacidade de hemaglutinar eritrécitos de
carneiro. Segundo a literatura, P. gulae e P. crevioricanis sao capazes de hemaglutinar
eritrocitos, enquanto P. cangingivalis, P. gingivicanis, P. macacae e¢ P. circumdentaria nio
apresentam tal capacidade (Fournier et al., 2001; Collins et al., 1994; Hirasawa & Takada,
1994; Love et al., 1992). Os resultados obtidos em nosso estudo concordam com essa
observagdo, onde somente P. gulae e F. nucleatum apresentaram atividade hemaglutinante.
Entretanto, ¢ importante ressaltar que o ensaio de hemaglutinacdo neste estudo foi realizado
utilizando-se eritrécitos humanos, o que certamente podera fornecer dados discrepantes com
aqueles observados na literatura.

Em nosso trabalho, somente dois isolados de F. nucleatum apresentaram capacidade
de hemaglutinagdo. Duas cepas de F. nucleatum apresentaram perfis similares de
hemaglutinagdo em sangue humano. Vincent, Falkler e Craig (1983) ndo observaram

hemaglutinagdo de eritrocitos de carneiro por F. nucleatum. Essa discordancia pode ser



explicada pela presenca de receptores especificos na superficie das hemdcias de diferentes
origens.

O tratamento antimicrobiano empirico inadequado, que ¢ observado na clinica
humana e, mais recentemente, na clinica veterindria, constitui-se o principal mecanismo de
selecdo de cepas bacterianas resistentes a antibidticos (GUARDABASSI et al., 2004). Em
nosso estudo, ambos os géneros avaliados foram sensiveis a maioria dos antibioticos testados,
concordando com estudos anteriores (HARVEY et al., 1995; NORRIS; LOVE, 2006). Por
outro lado, Porphyromonas spp. e Fusobacterium spp. apresentaram elevada resisténcia a
claritromicina e eritromicina (Tabelas 6 e 7), concordando com Radice et al. (2006).
Curiosamente, P. gulae, isolados de cdes sem doenga periodontal, apresentaram uma elevada
resisténcia a eritromicina, em relacao aos isolados de cdes com a doenga, observando-se
diferengas estatisticas significativas (P=0.015, Teste de Fisher). Segundo Guardabassi (2004),
a resisténcia aos antimicrobianos, em isolados de animais sem processos infecciosos, vem
aumentando gradativamente devido ao uso inadequado de antibidticos e a transmissao
horizontal de genes de resisténcia entre as cepas animais. Surpreendentemente foram
observadas neste estudo cepas P. gulae resistentes ao metronidazol, sendo 1 oriunda de
animal doente (2,6%) e 2 (13,3%) de animais sem periodontite. Esses isolados resistentes
serdo melhor caracterizados em nosso laboratorio.

Embora todos os isolados bacterianos estudados tenham apresentado sensibilidade a
tetraciclina, em alguns deles foi possivel a deteccao dos genes tetQ e tetM, relacionados a
resisténcia a essa droga. E sabido que, a maioria dos genes codificando resisténcia & drogas
antimicrobianas, precisam ser ativados, muitas vezes pela insercdo de segmentos genéticos ou
transposons (ARSEZE; TOMASETIG; BOTTA, 2000), o que, provavelmente, ndo ocorreu
nos isolados avaliados.

Em nosso estudo, os pontos criticos utilizados foram segundo o CLSI (2007), que
fornece esses dados para as drogas, quando estdo bem estabelecidos, para a utilizagdo nos
testes de suscetibilidade a antimicrobianos para anaerobios.Entretanto, devido a divergéncias
nos pontos criticos dos macrolideos para estas bactérias, esses dados ndo foram fornecidos no
manual utilizado, motivo pelo qual foram utilizados os pontos criticos fornecidos pelo manual
anterior, NCCLS (1997).

A colagenase, juntamente com a proteinase cisteina, arginina gingipaina, produzida
por P. gingivalis, parecem ser responsaveis pela degradacdo de colageno humano tipo I,
importante componente do periodonto e principal suporte da estrutura dental (HOULE et al.,

2003; WITTSTOCK et al., 2000). Em nosso estudo, espécies de Porphyromonas abrigaram o



gene prtC, que codifica uma proteina colagenolitica (Figura 1). Isso pode representar algum
potencial virulento desses isolados caninos, com alguma contribui¢do no desenvolvimento da
doenca periodontal no cao.

A presenca de fimbrias na superficie bacteriana colabora, principalmente, com o
processo adesivo as células epiteliais e a outros microrganismos (coagrega¢ao), auxiliando,
dessa forma, na colonizagdo bacteriana (HAMADA et al., 2008). Bolstad et al. (2006)
relataram a auséncia dessas estruturas em F. nucleatum de origem humana. Em P. gingivalis,
entretanto, a presenca dessas estruturas tem sido extensivamente estudada (NAKAGAWA et
al., 2000, UMEMOTO; HAMADA, 2003; HAMADA et al., 2008). Em nosso estudo, as P.
gulae examinadas pela microscopia eletronica de transmissdo ndo apresentaram estruturas
semelhantes as fimbrias. A auséncia desses apéndices pode ter sido devido aos repiques
sucessivos para a manutengdo bacteriana ou pela falta de aprimoramento da técnica utilizada.

Estudos realizados em P. gingivalis de origem humana tém mostrado que os tipos
fimbriais I e V estariam associados a sitios periodontais sadios ou com pouca inflamacao
(AMANO et al., 2000; INAWA et al., 2008), enquanto que os tipos Il e IV estariam
associados a bolsas profundas e periodontite (AMANO et al., 2004; MIURA et al., 2005). A
determinagao dos tipos fimbriais de P. gulae, no nosso trabalho, sugere que os tipos FimA 1,
IL, IIT e IV estariam relacionados a saude periodontal dos caes, enquanto que, nos casos de
periodontite, s6 seriam observados os tipos I e II (Tabela 8). Adicionalmente, pode-se sugerir
que o tipo fimbrial I ¢ predominante e aumenta consideravelmente na periodontite. Esses
dados parecem ser inéditos, uma vez que ndo foram encontrados estudos sobre a
determinagdo fimbrial em espécies do género Porphyromonas de origem animal. Por outro
lado, ¢ importante salientar que, neste estudo, foram utilizados iniciadores especificos para a
deteccdo dos genes fimA de P. gingivalis humana. A escolha da utilizagdo deveu-se a estreita
similaridade fenotipica e genotipica entre P. gingivalis e P. gulae (98,1% de similaridade)
(FOURNIER et al., 2001; MIKKELSEN et al., 2008).

Leucocitos polimorfonucleares constituem a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra agentes infecciosos, realizando atividades microbicidas, ap6s a migragdo para os
tecidos infectados, com liberacdo de peptidios e proteinas antimicrobianas, produ¢do de
espécies oxigénio-reativos (ROS) e fagocitose de patogenos (VAN DIKE et al., 1982).

Embora pouco seja sabido sobre os componentes bacterianos capazes de estimular
quimiotaxia de neutrdfilos, estudos demonstraram a capacidade de bactérias Gram negativas
de estimular a resposta migratéria de leucocitos (SVEEN, 1977; SUNDQVIST;
JOHANSSON, 1980; BAINBRIDGE; DARVEAU, 2001). A ativacdo do complemento do



soro ¢ a indu¢do de quimiotaxia de neutréfilos parecem ocorrer pela presenga de outros
componentes bacterianos, além de LPS, como proteinases (POPADIAK et al., 2007).

Em nosso estudo, todos os isolados foram capazes de induzir quimiotaxia de
neutr6filos, demonstrando a capacidade das espécies periodontais de origem canina de ativar
o complemento do soro humano e gerar fatores quimiotaticos, concordando com Sundqvist e
Johansson (1980). Por outro lado, esses autores ndo observaram diferencas significativas entre
a capacidade quimiotatica de P. gingivalis ¢ F. nucleatum, sendo sugerido que essas espécies
ndo apresentaram grande habilidade em gerar fatores quimiotaticos. Em nosso trabalho, nao
foram observadas diferengas estatisticas significativas entre as espécies individuais de
Porphyromonas ¢ Fusobacterium. Quando as espécies P. crevioricanis, P. circumdentaria, P.
gingivicanis, P. macacae e P. catoniae foram agrupadas (Outras Porphyromonas), foram
observadas, entretanto, diferengas estatisticas em relagdo as duas espécies de Fusobacterium
isoladas (P<0,02) (Tabela 9).

Além da sabida contribuicdo de neutréfilos na defesa do hospedeiro, esses fagdcitos
também sdo capazes de produzir uma variedade de citocinas quando estimulados por
patogenos. Essas citocinas sdo importantes na estimulacdo e na regulagdo da resposta
inflamatéria (GALBRAITH et al., 1997; SCAPINI et al., 2000; SHEIKHI; GUSTAFSSON;
JARSTRAND, 2000). Dessas, a IL-1B e TNF-a sdo consideradas potentes ativadoras de
leucdcitos, apresentando capacidade de modificar a permealidade vascular e induzir a
reabsorcao Ossea, desempenhando um importante papel na patogénese da doenga periodontal
(GALBRAITH et al, 1997; YOSHIMURA et al., 1997). Os isolados avaliados em nosso
estudo foram capazes de estimular a produgdo de ambas as citocinas, IL-1B ¢ TNF-a, em
niveis variaveis (Figura 5). Pode ser também observado que P. cangingivalis induziu a
producdo de maiores quantidades de IL-1p e F. nucleatum de TNF-a .

Yoshimura et al. (1997), estudando LPS purificado de diferentes
periodontopatogenos, também observaram a producdo de diferentes niveis de citocinas,
concluindo que outro componente diferente daquele seria responsavel por essa variagao.

Adicionalmente, espécies de ambos os géneros foram capazes de estimular elevadas
concentragdes de IL-8, concordando com estudos de Sheikhi et al. (2000). IL-8 atua ativando
a migracao de neutrdfilos, a expressdo de moléculas adesivas de superficie, na liberacao de
enzimas ¢ na producdo de metabolitos oxigé€nio-reativos (BAGGIOLINI; WALZ; KUNKEL,
1989).

Estudos tém mostrado que IL-11 apresenta um papel fundamental na manuten¢do da

satde periodontal (YUCEL et al, 2008), apresentando importantes propriedades anti-



inflamatoérias, podendo diminuir a sintese de outras citocinas, tais como TNF-a e IL-1B, o que
evitaria a progressao da doenga periodontal (MARTUSCELLI et al., 2000). Neste estudo, IL-
11 foi produzida por estimulagdo das espécies de Porphyromonas estudadas, especialmente,
por P. gulae. Por outro lado, espécies de Fusobacterium nao foram capazes de induzir a
producdo dessa citocina, o que pode sugerir a auséncia de alguns componentes bacterianos
que participam do processo anti-inflamatorio, como observado no género Porphyromonas.
Vale a pena ressaltar que o equilibrio entre citocinas pré-inflamatérias e anti-inflamatorias
parece ser crucial para determinar a imunopatologia da periodontite (JOHNSON; WOOD;
SERIO, 2004).

Curiosamente, em nosso trabalho, P. gulae estimulou altas concentragdes de I1L-8 e IL-
11 e baixas concentra¢des de IL-1B ¢ TNF-a. Por outro lado, as espécies F. nucleatum ¢ F.
canifelinum estimularam elevadas concentragoes de IL-1p, IL-8 e TNF-a e ndo foram capazes
de estimular IL-11 (Figura 5). Concordando com a literatura (JOHNSON; WOOD; SERIO,
2004; YUCEL et al., 2008), ¢ possivel que a produgio de IL-11 por P. gulae represente algum
efeito preventivo sobre a inflamag¢do. Também pode ser sugerido que esta bactéria exer¢a um
papel direto na regulagdo negativa da progressao da doenca periodontal em caes, enquanto
que espécies de Fusobacterium exerceriam uma agdo positiva, de forma isolada ou
sinergistica, conforme Figura 5. Dados na literatura, entretanto, t€m demonstrado que IL-11,
associado a prostaglandinas, teriam efeito sobre osteoclastos, contribuindo para a reabsorgao
Ossea estimulada por pequenas concentragdes de LPS purificado (LI et al., 2002).

Interleucina-17 € outra citocina pro-inflamatéria, importante em doencas autoimunes,
processos alérgicos e tem sido detectada, em niveis elevados, em periodontite humana
(LUBBERTS et al., 2004;VERNAL et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2005). Dados na
literatura sdo controversos sobre a capacidade de neutrofilos secretarem IL-17, (FERRETI et
al., 2003; LINDEN; LAAN). Em nosso estudo, IL-17 ndo foi detectada, podendo ser
explicada pelas diferencas metodoldgicas, pela incapacidade de cepas animais de estimularem
a secre¢do dessa citocina em neutrofilos de origem humana ou mesmo pela possibilidade de
neutréfilos ndo produzirem tal citocina.

Finalmente, a progressdo da doenca periodontal depende da complexa interacdo entre
bactérias e sistema imune do hospedeiro. Considerando-se a presenga das bactérias analisadas
neste estudo, aliada a capacidade de estimular a quimiotaxia e a secrecdo de algumas
citocinas, outros estudos sdo requeridos, visando determinar a real participacao destas na

patogénese e progressao da doenga periodontal em caes.



8 CONCLUSOES

ApOs a analise dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. As espécies de Porphyromonas que formam a microbiota periodontal de caes sdo diferentes

da humana e apresentam predominancia de P. gulae.

2. A maioria das espécies analisadas foi resistente a claritromicina e eritromicina, e algumas

delas apresentam genes ligados a resisténcia a tetraciclina;

3. As espécies P. gulae podem apresentar até 4 tipos de genes fimbriais (fimA 1, fimA II, fimA
I e fimA TV);

4. Todos os isolados estudados foram capazes de induzir a quimiotaxia de neutrofilos;

5. As espécies de Porphyromonas, particularmente a P. gulae, induziram os neutréfilos a

secretar IL-11, que parece participar do efeito anti-inflamatdrio, na doenca periodontal canina.
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