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RESUMO

TEIXEIRA, S. R. L. Analise da variabilidade de sistema de regulacdo de dois
componentes FIMSR e expressdo do operon fimA em Porphyromonas
gingivalis. 2013. 94 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

As fimbrias sdo consideradas estruturas fundamentais para a colonizacdo da
cavidade oral por Porphyromonas gingivalis, pois estdo envolvidas na interagdo com
células epiteliais e outros substratos. No entanto, certas amostras desta espécie,
consideradas altamente virulentas em modelos animais, sdo encapsuladas e néo
expressam a fimbria principal nas condi¢cbes estudadas. A transcricdo do operon
fimA é regulada pelo sistema de dois componentes FIimSR, mas pouco se sabe
sobre a regulagéo de fimA em isolados clinicos de P. gingivalis. Objetivo: testar a
hiptese de que as variagcdes na regido promotora de fimSR e / ou diferencas na
transcricdo de fimS e fimR poderiam influenciar a transcrigdo de fimA, a expresséo
de FImA e a capacidade de adeséo a células epiteliais por diferentes cepas de P.
gingivalis. Aléem disso, os efeitos de interagdo com as células epiteliais e outras
alteracoes ambientais sobre a transcricdo de fimA foram avaliados. Métodos: 21
cepas clinicos de P. gingivalis e as cepas de referéncia 33277 (fimbriada, fimA
genodtipo |, ndo capsulada) e W83 (nao fimbriada, fimA gendtipo IV, capsulada)
foram avaliados. A capsula foi detectada por microscopia oOptica apds coloracao
negativa e a presenca e morfologia das fimbrias foi determinada por MET. A
proteina FimA foi detectada por Western-Blot. A fim de caracterizar a populacéo
estudada e determinar se a expressao de fimbrias estaria relacionada a uma certa
linhagem, perfis de macrorestricdo por PFGE e o gendtipo fimA foram determinados.
As sequéncias da regido fimSR e do gene pg2130 foram determinadas. Estes dados
foram correlacionados com a transcricdo relativa dos genes fimS, fimR e fimA sob
cultivo in vitro e apos interacdo com células epiteliais gengivais OBA-9. OBA-9 foram
co-cultivadas com amostras de P. gingivalis e a capacidade de ades&o a células
epiteliais foi determinada pela contagem de viaveis. Resultados: A presenca de
capsula foi determinada em 13 de 21 amostras clinicas. A analise por MET revelou
gue 14 de 21 amostras clinicas apresentavam fimbrias longas, caracteristicas de
FimA. Foi detectada a proteina FimA por Western Blot nas cepas classificadas como
fimbriadas pela andlise por MET. N&o houve correlacdo entre os genotipos fimA ou a
presenca de fimbrias e/ou capsula e perfis de macrorestricdo determinados por
PFGE. Niveis de transcricdo de fimA equivalentes a cepa fimbriada 33277 foram
detectados em 3 de 14 cepas fimbriadas, e em 2 de 7 ndo-fimbriadas. Diferencas na
transcricdo de fimA ndo podem ser atribuidas a diferencas na regido promotora de
fimSR. fimA foi regulado positivamente apds interacdo com células epiteliais na
maioria das cepas fimbriadas e nao-fimbriadas. No entanto, ndo houve correlacao
entre a transcricdo de fimA e dos genes codificando o sistema de dois componentes
fimSR. Todas as cepas foram capazes de aderir as células eucaribticas (eficiéncia
de 1,2 a 6,1%). Conclusbes: Os dados indicam que a regulacdo de fimA é cepa
especifica. Cepas nédo-fimbriadas podem apresentar outras estratégias para aderir
as células epiteliais, sugerindo que, além das fimbrias, outras estruturas poderiam
desempenhar um papel na interacdo dessa espécie com as células epiteliais.

Palavras-chave: Porphyromonas gingivalis. Fimbrias. Expresséo génica.



ABSTRACT

TEIXEIRA, S. R. L. Variability of the two components system FimS FimR and
expression of fimA in Porphyromonas gingivalis. 2013. 94 p. Ph. D. thesis
(Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo
Paulo, 2013.

The fimbriae are considered a key structure for colonization of the oral cavity by
Porphyromonas gingivalis, since it is involved in the interaction with epithelial cells
and other substrates. However, some strains considered highly virulent in animal
models are capsulated and do not express the fimbriae under the studied conditions.
The transcription of the fimA operon is regulated by the two components system
FImSR, but little is known on the regulation of fimA in clinical isolates of P. gingivalis.
Objective: to test the hypothesis that variations in the promoter region of fimSR and
/or differences in the expression of fimS and fimR would influence the transcription of
fimA and the ability to adhre to epithelial cells by different strains of P. gingivalis. In
addition, the effects of interaction with epithelial cells and other environmental
changes on the transcription of fimA were evaluated. Methods: 21 clinical strains of
P. gingivalis and reference strains 33277 (fimbriated, fimA genotype |,
noncapsulated) and W83 (non fimbriated, fimA genotype IV, capsulated) were
evaluated. Capsule was detected by optical microscopy after negative staining, and
fimbriae presence and morphology determined by TEM. The FimA protein was
detected by Western blot. In order to characterize the studied population and
determine whether fimbriae expression is related to a certain lineage,
macrorestriction profiles by PFGE and genotype fimA were determined. The
sequences of the promoter region of fimSR were determined. These data were
correlated with the relative transcription of genes fimS, fimR and fimA under in vitro
cultivation and after interaction with gingival epithelial cells OBA-9 (GECs). OBA-9
cells were co-cultivated with P. gingivalis isolates and percent of adherent cells
determined by viable counts. Results: The presence of capsule was determined in 13
of 21 clinical samples. MET analysis revealed that 14 of 21 clinical strains showed
long fimbriae, characteristics of FimA. The protein FimA was detected by Western
blot in strains classified as fimbriated by TEM analysis. There was no correlation
between genotypes fimA or the presence of fimbriae and / or capsule and
macrorestriction profiles determined by PFGE. FimA transcription levels equivalent to
fimbriated strain 33277 were detected in 3 of 14 fimbriated strains, and 2 of 7 non-
fimbriated. Differences in fimA transcription can not be attributed to differences in
fimSR promoter region. fimA was upregulated after interaction with epithelial cells in
most fimbriated and non-fimbriated strains. However, there was no correlation
between the transcriptional and fimA genes encoding the two component system
fimSR. All strains were able to adhere to eukaryotic cells (efficiency from 1.2 to
6.1%). Conclusions: Regulation of fimA seems to be strain specific. Non-fimbriated
strains may have other strategies to adhere to epithelial cells, suggesting that in
addition to fimbriae, other structures could be involved in the interaction of this
species with epithelial cells.

Keywords: Porphyromonas gingivalis. Fimbriae. Gene expression.



1 INTRODUCAO

Periodontite é uma condi¢cdo caracterizada pela destruicdo dos tecidos que
suportam o elemento dentério, incluindo o osso alveolar e o0s ligamentos
periodontais. Doencas periodontais resultam de complexas interagbes entre as
bactérias patogénicas do biofilme subgengival e os tecidos do hospedeiro (ADUSE-
OPOKU et al., 2006; HOLT; EBERSOLE, 2005; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

Embora mais de 700 espécies bacterianas possam colonizar a cavidade
oral (AAS et al., 2005), apenas algumas delas estdo relacionadas com a doenca
(PASTER et al., 2006).

As bactérias do biofilme subgengival co-habitam em complexos
(SOCRANSKY; HAFFAJEE; DZINK, 1998). Foram descritos 5 complexos
bacterianos principais no ambiente subgengival, de acordo com a relacdo entre as
diferentes espécies, denominados complexos vermelho, laranja, amarelo, verde e
roxo. O complexo vermelho foi fortemente relacionado a periodontite cronica
avancada e € composto pelas bactérias Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola e Tannerella forsythia. P. gingivalis esta presente, em altos niveis, em
sitios com sangramento a sondagem e supuracdo (HAFFAJEE; SOCRANSKY,
2005; SLOTS, 1999; SOCRANSKY et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2009), além de ser
detectada em mais de 85% dos sitios doentes (YANG; HUANG; CHOU, 2004).

P. gingivalis, juntamente com T. denticola e T. forsythia sdo considerados
colonizadores tardios do biofilme subgengival, colonizando principalmente a regiao
proxima ao epitélio interno da bolsa periodontal. Estas espécies dependem da
colonizagéo prévia do biofilme por micro-organismos pioneiros, e de colonizadores
intermediarios, como Fusobacterium nucleatum e Micromonas micros
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005).

P. gingivalis € um cocobacilo, assacarolitico, Gram-negativo, que requer
condicdo de anaerobiose para seu crescimento. Apresenta morfologia colonial
caracteristica em agar sangue, com colbnias inicialmente variando entre branco ou
creme e que escurecem apos 4 a 8 dias de incubacdo devido a deposicdo de
hemina sobre a superficie celular bacteriana (SMALLEY et al., 2006). A hemina é
utilizada em estudos in vitro como fonte de aquisicdo de ferro por P. gingivalis,
sendo o ferro elemento crucial para o crescimento e determinacdo de viruléncia
desta bactéria (KUBONIWA et al., 2001).



P. gingivalis adquire sua energia metabodlica através da fermentacdo de
aminoacidos, uma propriedade decisiva para a sua sobrevivéncia em bolsas
periodontais, onde o0s aclUcares sao extremamente escassos (BOSTANCI;
BELIBASAKIS 2012).

A infeccdo da cavidade oral por P. gingivalis pode estar associada com
condicdes sistémicas como doencgas cardiovasculares e aumento do risco de partos
prematuros (Mealey; Rose, 2008; Offenbacher et al., 2006). Além disso, a infeccao
por P. gingivalis pode desempenhar um papel fundamental na perda precoce de
tolerancia para auto-antigenos na patogénese da artrite reumatéide (MIKULS et al.,
2012).

Este patdgeno oportunista pode invadir células ndo fagociticas e se
multiplicar no citoplasma, e sua sobrevivéncia no interior da célula poderia estar
associada a manutencéao da cronicidade da lesao periodontal (LAMONT et al., 1995;
MAO et al., 2007; PARK et al., 2004). Estudos in vitro mostraram que P. gingivalis
pode induzir a apoptose de fibroblastos, linfécitos, células endoteliais e epiteliais da
gengiva (ROTH et al., 2007). Entretanto, existem estudos que relatam que P.
gingivalis internalizadas sdo capazes de inibir o processo apoptotico induzido pelo
micro-organismo, prolongando assim a sobrevivéncia no interior das células do
hospedeiro (BOISVERT; DUNCAN, 2010; YILMAZ; WATANABE; LAMONT, 2002;
YILMAZ et al., 2004; ZARIC et al., 2010). Os resultados discrepantes entre estudos
sugerem que quando a relacdo bactérias / células epiteliais é baixa e o tempo de
exposicao é curto, ocorre invasao bacteriana, o que resulta em inibicdo do processo
apoptético, permitindo a multiplicagdo da bactéria no interior do citoplasma. Por
outro lado, quando a quantidade de bactérias e o tempo de exposicdo aumentam,
pode ocorrer a apoptose, resultando em destruicdo periodontal (STATHOPOULOU
et al., 2009).

P. gingivalis apresenta um grande numero de fatores de viruléncia que
incluem o lipopolissacarideo (LPS), polissacarideo capsular, fimbrias, hemaglutinina
e enzimas proteoliticas extracelulares, propiciando a adesdo aos tecidos orais,
formacdo de biofilme, inducdo do quadro inflamatério, obtencdo de nutrientes e
evasao das defesas do hospedeiro (YOSHIMURA et al., 2009).

As fimbrias desempenham um fator critico por mediarem a interacao entre a
bactéria e as células do hospedeiro (DUNCAN; NAKAO; XIE, 1993; LAMONT;

JENKINSON, 2000) e componentes salivares, superficies duras, proteinas da matriz



extracelular e bactérias comensais (AMANO, 2007; HAMADA et al., 1996; LAMONT;
JENKINSON, 2000).

Um papel particular das fimbrias € revelado na inducdo da destruicdo 0ssea
em modelos experimentais de periodontite. A infeccdo em ratos com cepas nao
fimbriadas de P. gingivalis resultou em menor perda 6ssea periodontal, quando
comparado com a infeccdo com cepas fimbriadas (JOTWANI; CUTLER, 2004). Além
disso, a imunizagdo contra a fimbria de P. gingivalis protegeu contra a perda éssea
em ratos gnotobidticos (MALEK et al., 1994; SHARMA et al., 2001). Estudo recente,
porém, demonstrou que P. gingivalis ndo é capaz por si s6 de induzir a perda 6ssea,
mas sua presenca altera a composi¢cdo da microbiota comensal que passa a induzir
a perda 6ssea (DARVEAU; HAJISHENGALLIS; CURTIS 2012).

P. gingivalis possui dois tipos diferentes de fimbrias classificadas com base no
tamanho e antigenicidade. As subunidades das fimbrias denominadas principais ou
longas séo codificadas pelo gene fimA e tem peso molecular de aproximadamente
40 kDa (FimA). As fimbrias curtas tem subunidades com peso molecular de 67 kDa
(Mfal) e sao codificadas pelo gene mfal (AMANO et al., 2000; AMANO et al., 2004;
LAMONT; JENKINSON, 2000;).

As fimbrias principais ligam-se a proteinas eucarioticas, particularmente a
integrina a5B1 (TSUDA et al., 2008), fibronectina e colageno tipo I, além de
proteinas procaridticas, especialmente a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de
Streptococcus oralis (MAEDA et al., 2004). As proteinas acessorias, FImC e FimD,
parecem desempenhar um papel crucial na adesdo e estdo provavelmente
localizadas na ponta dos filamentos como um complexo de adesdo (NISHIYAMA et
al., 2007). Estudos sugeriram que a associacao do receptor da integrina a581 com a
membrana da célula poderia mediar a ativacdo do citoesqueleto de actina,
permitindo assim a entrada de P. gingivalis nas células hospedeiras (NAKAGAWA et
al., 2002; TSUDA et al., 2008). As fimbrias permitem as células de P. gingivalis
explorar o receptor Toll-like 2 como via de sinalizacdo de invasdo intracelular,
inibicdo da expressdo de IL-12p70 e persisténcia em macréfagos (WANG et al.,
2007).

O gene fimA ocorre como uma coépia simples no cromossomo de P.
gingivalis (NELSON et al., 2003) e é classificado em seis tipos (gendtipos |, Ib, 11, 1,
IV e V) com base na sequéncia nucleotidica (AMANO et al.,, 1999). Estudos

analisando a prevaléncia dos diferentes gendtipos fimA em individuos com



periodontite crénica demonstraram que o gendtipo fimA Il € o mais prevalente entre
pacientes com periodontite (AMANO et al., 2004; EICK et al., 2002; MISSAILIDIS et
al., 2004), inclusive no Brasil, seguido pelo tipo Ib (MISSAILIDIS et al., 2004).
Também em lesdes periapicais 0 gendtipo fimA se distingue, sendo que os
genotipos fimA Il, IV e |b estéo relacionados a etiologia de doencas perirradiculares
sintomaticas enquanto o genoétipo | foi mais prevalente em periodontites apicais
assintomaticas, sugerindo um importante papel das fimbrias também na periodontite
apical (WANG et al., 2010).

Em estudo através de PCR em tempo real analisando amostras subgengivais
de pacientes fumantes com periodontite crénica, verificamos que o gendtipo fimA IV
foi mais prevalente que fimA I, e que os niveis de fimA IV se relacionavam a
profundidade da bolsa periodontal (TEIXEIRA et al.,, 2009). Apesar da alta
prevaléncia do genotipo fimA Il em periodontite, outro estudo também havia
demonstrado por analise heteroduplex da regido intergénica rRNA (ISR), uma
associacao entre cepas de P. gingivalis com genadtipo correspondente a fimA 1V,
denominadas como “W83-like strains” e a severidade da periodontite (GRIFFEN et
al., 1999).

O método de genotipagem baseado em fimA, entretanto, deve ser reavaliado
devido a existéncia de amostras nao tipaveis e amostras classificadas em mais de
um tipo (ENERSEN et al., 2008; MISSAILIDIS et al.,, 2004). Além disso, a
determinacao do tipo Ib é dificultada, pois o gene fimA Ib apresenta homologia aos
iniciadores utilizados para identificacdo dos tipos | e Il, mas o produto de
amplificacdo tem sequéncia distinta, demonstrada por analise de restricdo (AMANO
et al., 1999; ENERSEN et al., 2008).

Embora apresentem o gene fimA no genoma, extratos celulares de algumas
cepas de P. gingivalis, como a cepa W83, ndo reagem a anticorpos anti-FimA,
sugerindo que essa cepa nao expressa a fimbria (LEE et al., 1991; SUZUKI et al.,
1988). A expressdo da fimbria nessas cepas poderia ser regulada por condi¢des
ambientais, mas a auséncia de expressao da fimbria pela cepa W83 pode também
ser observada em ensaio in vivo, apds a inoculacdo da bactéria em camera inserida
no subcutaneo de ratos (YOSHIMURA et al., 2008).

As cepas ATCC33277 e 381, que apresentam o gendétipo fimA |, produzem
uma fimbria muito longa e frouxamente ligada a superficie celular (YOSHIMURA et

al., 1984) devido a uma mutagdo em fimB que poderia causar essa alteracado na



fimbria (NAGANO et al., 2010). Os dados indicam que a maior expressao de FimA
causa o alongamento da fimbria enquanto a maior expressdo de FimB as tornam
mais curtas. Outros estudos devem ser realizados, visando analisar outras cepas
com o gendtipo fimA | para determinar se elas possuem uma fimbria FimA longa e
frouxa e para determinar morfologicamente a fimbria Mfa 1 (YOSHIMURA et al.,
2008).

E interessante notar que certas amostras de P. gingivalis sdo consideradas
de maior viruléncia em modelos experimentais devido a sua capacidade de induzir
abscessos difusos, entre elas as cepas W83 e W50, encapsuladas, afimbriadas e
classificadas no genotipo fimA IV, enquanto a amostra 33277 que é fimbriada e ndo
encapsulada, é capaz de induzir apenas abscessos localizados (GRENIER;
MAYRAND, 1987; LAINE; VAN WINKELHOFF, 1998).

Apesar de estes dados sugerirem uma baixa relevancia da expressao de
fimbrias na viruléncia de P. gingivalis, muitas questdes ainda devem ser respondidas
para que possamos tirar conclusdes definitivas. A literatura ainda ndo apresenta
dados sobre os mecanismos e as condicfes ambientais que regulam a expresséo de
fimA em diferentes isolados de P. gingivalis, pois os estudos restringem-se a analise
de baixo numero de amostras de referéncia e a poucas condicbes ambientais
(MASUDA et al., 2006; XIE; CAI; LAMONT, 1997). Além disso, o papel das fimbrias
na colonizacdo da cavidade oral pode ser relevante, diferindo do modelo animal
onde as células bacterianas foram inoculadas diretamente no subcutaneo
(GRENIER; GOULET; MAYRAND, 2001). Estas situacfes sdo particularmente
diferentes do que ocorre na cavidade oral, onde a capacidade de agregar a outras
bactérias no biofilme, e a fixacdo a superficies do hospedeiro sédo pré-requisitos para
a colonizacdo. Como relatado anteriormente, as fimbrias sdo associadas ao
desenvolvimento da periodontite induzida por P. gingivalis em modelos animais
experimentais (JOTWANI; CUTLER, 2004;. MALEK et al., 1994; SHARMA et al.,
2001).

A expressao de fimbrias esta associada com a formacdo de biofilmes por P.
gingivalis (KUBONIWA et al., 2009). Assim, a utilizacdo de agentes que alteram a
expressao do gene fimA, como extrato de tabaco, induziu a aumento na formacéo de
biofiimes por P. gingivalis e foi associado com expressdo reduzida de céapsula
(BAGAITKAR et al.,, 2010). Por outro lado, concentracdes subinibitérias de

azitromicina e temperaturas elevadas induzidas pelo processo inflamatorio



resultaram em menor expressdo de fimbrias em P. gingivalis (AMANO et al., 1994;
LO BUE et al., 1997).

A biossintese das subunidades protéicas da fimbria FimA é regulada por um
sistema de dois componentes FIimS—-FimR (HAYASHI et al., 2000). Sistemas
regulatérios de dois componentes sdo reconhecidos como mecanismos de
transducdo comuns em procariotos que levam a regulacao das fungdes celulares em
resposta as mudancas nas condicdes ambientais. Consistem em uma proteina
histidina quinase sensora localizada na membrana citoplasmatica e um regulador de
resposta citoplasmatico. Apés a percepcdo do estimulo externo, que pode ser um
fon, molécula, temperatura, pressdo osmética e outros, pelo dominio sensor
periplasmatico da histidina quinase, ocorre a inducdo da autofosforilacdo de um
residuo conservado de histidina no dominio quinase citoplasmatico. O grupo fosforil
€ entdo transmitido para um residuo aspartato conservado no dominio receptor do
regulador de resposta, induzindo sua alteracdo conformacional. O regulador de
resposta ativado funciona entdo como um regulador da transcricdo modulando a
expressao dos genes alvo (CHANG; STEWART, 1998).

FimS €& uma proteina histidina quinase e FimR, o regulador de resposta. A
interrupcédo de fimR ou de fimS causa uma deficiéncia na transcricdo de fimA e
assim a expressao de FimA é drasticamente reduzida em mutantes fimR deficientes
(HAYASHI et al., 2000). O grupo da Profa. Margaret Duncan, do Forsyth Institute
demonstrou que fimR ndo se liga diretamente ao promotor do operon fimA, mas a
regido promotora do primeiro gene (pg2130) no cluster fimA. O produto de pg2130
regula por sua vez a expressao de outros genes no cluster fimA, incluindo o gene
fimA (NISHIKAWA et al., 2004), como apresentado na Figura 1.



Figura 1 - Cascata de regulacao da expresséo do gene fimA.
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Como exposto anteriormente, a cepa W83 é afimbriada, diferindo da cepa
33277, fimbriada. Os genes fimS, fimR e o cluster fimA estdo presentes em ambos
genomas e apresentam grande homologia (dados ndo demonstrados).

No entanto, uma notavel diferenca entre essas duas cepas pode ser
detectada nas sequéncias contendo a porcdo N-terminal e regido promotora de fimS.
Esta diferenca poderia explicar a diferenca no fenotipo entre 33277 e W83, e poderia
interferir na expressao de fimS e consequentemente na regulacdo do cluster fimA,
cuja transcricdo depende da ligacdo a FimR fosforilada por FimS, apés o
recebimento do sinal pelo sensor. Curiosamente, uma sequéncia altamente
homdloga a esta porcdo esta presente em outra regido no genoma da cepa W83
(HAYASHI et al., 2000), sugerindo que alteracBes na regido promotora de fimS
foram resultado da plasticidade do genoma, como a insercdo de uma regido por
transferéncia horizontal. A regido a montante de fimS (900pb) tem conteddo G+C de
43% enquanto o genoma de P. gingivalis tem 48%. No entanto, € dificil dizer se
somente esta regido foi transferida horizontalmente, pois a %GC de fimS é de 41%.

Pelas evidéncias apresentadas sobre a variabilidade de fatores de viruléncia
como fimbria e cédpsula em P. gingivalis, este estudo avaliou o polimorfismo da
regido fimS / fimR e do gene pg2130 e sua relacdo com a regulacdo de fimA em
cepas de P. gingivalis caracterizadas filogeneticamente. Devido a intensa
recombinacdo relatada para P. gingivalis, selecionamos para a caracterizagcdo a
técnica de PFGE (OLIVE; BEAN, 1999), uma metodologia capaz de discriminar a



presenca de grandes inser¢cdes ou delecdes, que foi anteriormente utilizada com
éxito para estudos epidemiolégicos com P. gingivalis (ASANO et al., 2003).

Como um importante patdgeno periodontal, P. gingivalis depende da
interacdo com o epitélio gengival para a colonizacdo dos sitios subgengivais e
inducdo do processo inflamatério destrutivo dos tecidos periodontais. Embora as
fimbrias sejam consideradas a principal estrutura de superficie bacteriana para esta
interacdo, estudos relataram que cepas nao fimbriadas apresentam viruléncia
aumentada em modelos animais. Assim, a fim de contribuir para o conhecimento
sobre a expressao de fimbrias em P. gingivalis, testamos a hip6tese de que o
polimorfismo de fimS poderia resultar em expresséo diferencial de fimbrias em P.
gingivalis, e que essas diferengas estariam associadas com certas linhagens. Além
disso, o efeito da interacdo com células epiteliais e outras alteracbes ambientais
sobre a transcricdo de fimA, fimS e fimR, foram avaliados em cepas clinicas de P.

gingivalis.



6 CONCLUSOES

N&o houve correlacdo entre os gendtipos fimA ou a presenca de fimbrias e/ou
capsula e perfis de macrorestricdo determinados por PFGE.

A maior parte das cepas possui a regido promotora de fimSR semelhante a
cepa W83.

fimA foi regulado positivamente apds interacdo com células epiteliais na
maioria das cepas fimbriadas e ndo-fimbriadas.

Todas as cepas foram capazes de aderir as células eucaribticas, nédo
havendo alteracéo entre fimbriadas e nao fimbriadas.

Foi detectada a proteina FimA por Western Blot nas cepas classificadas como
fimbriadas pela analise por MET.

Os dados obtidos indicam que a regulacédo da transcricdo de fimA é cepa
especifica, e outros componentes além da fimbrias principais podem estar

envolvidos na interacdo com as células epiteliais.
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