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1 INTRODUCAO

A cavidade oral humana ¢ habitada por mais de 500 espécies bacterianas,
sendo a maioria comensal e uma pequena parte considerada periodonto patogénica, com
potencial de causar doengas periodontais.

As doencas periodontais englobam um numero de entidades clinicas
distintas que afeta o periodonto, incluindo gengiva, gengiva inserida, ligamento periodontal,
cemento e osso alveolar de suporte. Considerando a natureza inflamatdria envolvida, esses
quadros patologicos estdo diretamente relacionados com a resposta imune ao agente
etioldgico e ou seus produtos, acarretando no dano ao tecido do hospedeiro.

O diagnostico das patologias periodontais, principalmente da periodontite, ¢
dificil e na maioria das vezes, feito tardiamente, diminuindo a eficiéncia do tratamento, uma
vez que, a destrui¢dao do osso alveolar ¢ naturalmente irreversivel.

A presenga de patdgenos na cavidade oral implica inicialmente na instalagao
de doengas bucais, porém tudo indica que pode haver uma relacdo com doengas em outros
locais, apontando a disseminag¢do de microrganismos dos tecidos bucais para outros tecidos
através da corrente sanguinea.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, patogeno da cavidade bucal, tém
sido relacionado a endocardites, doencgas arteriais periféricas, infec¢cdes urindrias entre outras.
Essa associagdo ¢ reforcada pelo isolamento do microrganismo nos tecidos infectados.

Dessa maneira o estudo da doenca periodontal desencadeada pelo A.
actinomycetemcomitans, bem como a sua disseminagdo para outros Orgdos, ¢ de extrema
importancia para o desenvolvimento e aplicacdo de diagnostico, tratamento e monitoramento

de forma adequada e eficiente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal ou periodontite, definida como uma doenga
inflamatoria dos tecidos de suporte dos dentes, ¢ causada por microrganismos especificos
resulta em uma destruigdo progressiva do ligamento periodontal e do osso alveolar de suporte
(NOVAK, 2004).

O carater destrutivo da periodontite cronica (PC) e sua progressdo sdo
mantidos na presenga de placa bacteriana subgengival e pode estar associado a grupos
especificos de bactérias. Dados clinicos revelam que esta patologia ¢ a maior responsavel pela
perda de dentes, devido a sua natureza clinica e indolor, desenvolvendo-se de forma gradativa
e assintomatica. Somente nos Ultimos estidgios, com a presenga de bolsas periodontais
profundas ¢ mobilidade dental acentuada, ela ¢ percebida (MACHION et al., 2000).

A PC embora ocorra mais comumente em individuos adultos, pode ocorrer
em qualquer idade e ¢ a patologia periodontal mais freqiiente na populacdo. A doenca ¢
caracterizada clinicamente por perda de insercdo Ossea e conjuntiva, formagdo de bolsa
periodontal e inflamagdo gengival. Em muitos casos, também pode ser observado o aumento
ou recessdo do tecido gengival, sangramento gengival a sondagem, mobilidade dental
aumentada e, finalmente, inclinagdo e esfoliagdo dental (PAGE & SCHROEDER, 1976). A
quantidade de destrui¢do tecidual observada na periodontite cronica ¢ consistente com a
presenga de fatores locais como presenca de diferentes espécies bacterianas e célculo
subgengival (Querido et al., 2006).

Em contrapartida, a forma agressiva da doenga ¢ caracterizada por uma
rapida perda de inser¢do conjuntiva e destruicdo 6ssea, podendo ocorrer de forma localizada
ou generalizada. A severidade do quadro observado na periodontite agressiva ndo ¢
proporcional a quantidade de placa bacteriana, ou seja, a rapida destrui¢do dos tecidos
periodontais ndo condiz com o pequeno numero de bactérias (CORTELLI et al., 2002).

Na periodontite agressiva localizada (PAL) ocorre o comprometimento,
principalmente, dos dentes incisivos e primeiros molares permanentes. E a forma de doenca
periodontal mais associada com A. actinomycetemcomitans e com disfungdo de neutrofilos.

Em alguns estudos com individuos apresentando periodontite agressiva, A.
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actinomycetemcomitans foi isolado de bolsas periodontais em uma propor¢do de 75 a 100%
(ZAMBON, 1996). Ja a forma generalizada (PAG) apresenta episoddios pronunciados de
destruicdo periodontal, sinais mais evidentes de inflamacao dos tecidos periodontais e maior
quantidade de placa bacteriana e célculo dental, quando comparada a forma localizada.

Em pacientes com doenga periodontal observa-se niveis séricos elevados de
mediadores inflamatérios incluindo IL-6, proteina-C-reativa, TNF-a, INF-y e IL-1f em

comparagdo com individuos periodontalmente saudaveis (GARLET et al., 2005).

2.2 AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS

A relagdo entre a presenca de periodonto patdégenos e bolsa periodontal ¢é
evidente em diversos estudos (SLOTS, 1986; SOCRANSKY et al., 1990; SOCRANSKY &
HAFFAIJEE, 1994; TAKEUCHI et al., 2001; TRAN et al., 2001).

Em populacdes brasileiras, a presenca de periodonto patdégenos tem sido
relacionada a diferentes condigdes clinicas. Patogenos como T. forsythia, A.
actinomycetemcomitans e P.gingivalis apresentam maior prevaléncia em individuos com
periodontite em comparagdo aos periodontalmente saudaveis (KLEIN & GONCALVEZ,
2003). Entretanto, também podem ser encontrados em individuos com saude periodontal
(AVILA-CAMPOS & VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002).

Zambon (1985) retratou que A. actinomycetemcomitans associado aos
primeiros relatos de casos de actinomicose cervico-facial humana foi inicialmente
denominado de Bacterium actinomycetum comitans, por Klinger em 1912. Mais tarde, em
1921 esse nome foi alterado para Bacterium comitans por Lieske; em 1929 passou a ser
chamado de Actinobacillus actinomycetemcomitans por Topley & Wilson, ¢ mais
recentemente reclassificado como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (NORSKOV-
LAURITSEN & KILIAN, 2006).

Trata-se de um cocobacilo, gram-negativo, ndo formador de esporos, nio
movel, microaerofilo (5-10% CO2), fermentativo e produtor de catalase (ZAMBON, 1985).
Apresenta desde formas cocodides até pequenos bastonetes encurvados, podendo aparecer
individualmente, em pares ou pequenos agrupamentos (HOLT et al., 1980). Em isolamento
primario, as colonias sdo translucidas, com estrutura interna em forma de estrela e aderidas

fortemente a superficie do meio sélido (SLOTS et al., 1980).
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O referido cocobacilo ¢ classificado em dez biotipos conforme a utilizagao
dos agucares (SLOTS, REYNOLD, GENKO, 1980) e dividido em sorotipos a, b, ¢, d, e,
baseado nos antigenos de parede celular (ZAMBON, SLOTS, GENKO,1983b, GMUR et al.
1993; KAPLAN et al.; 2001).

A morfologia e/ou genotipo de A. actinomycetemcomitans varia entre duas
formas: a aderente, com presenga de fimbrias sendo caracteristico de cepas recém isoladas in
vitro e; a forma ndo-aderente; obtido apOs varios repiques também in vitro. A perda
irreversivel de fimbrias parece ndo afetar a capacidade de formacdo do biofilme pelo A.
actinomycetemcomitans, no entanto, pode ser relacionado com a redugdo de viruléncia da
cepa (FINE et al, 1999).

A. actinomycetemcomitans foi primeiramente reconhecido como um
provavel patégeno periodontal por sua freqiiente detecgdo em lesdes de periodontite agressiva
(CHUNG et al., 1989). Trata-se de um microrganismo que pode ser transmitido entre
individuos de uma mesma familia na periodontite agressiva ¢ em algumas formas de
periodontite cronica (SLOTS & HAFAJEE, 1994).

Ha uma forte correlacdo entre a perda de ligamento do tecido periodontal e a
alta propor¢ao de A. actinomycetemcomitans nos locais afetados (VAN WINKELHOFF et al.,
1994). Além disso, essa bactéria pode ser responsavel por infecgdes nao-bucais incluindo
endocardites, pneumonia, artrite infecciosa, osteomielite, infec¢gdes do trato urinério e varios
tipos de abscessos (VAN WINKELHOFF et al.,2002). Também tem sido detectada em
amostras de placas aterosclerdticas, sugerindo que hd uma ligacdo entre a bactéria e doencas
cardiovasculares (HARASZTHY et al., 2000).

Cortelli e colaboradores (2005) observaram que A. actinomycetemcomitans
de maxima leucotoxicidade esteve associada ao diagnostico de periodontite agressiva e a
presenga de bolsas periodontais maiores do que 6 mm de profundidade em individuos

diagnosticados com periodontites cronica e agressiva.

2.2.1 Leucotoxina

Muitas substancias biologicamente ativas sdo produzidas por essa bactéria e
estas, individual ou coletivamente, podem estar envolvidos na instalacdo e progressdo da

doenca (SLOTS, 1994). Os fatores de viruléncia associados as células ou aos produtos
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secretados sao importantes na colonizagdo e no crescimento no tecido hospedeiro. A interacao
entre o hospedeiro e os componentes bacterianos determina o desenrolar € o prognostico de
qualquer infeccao

Dentre os fatores biologicamente ativos que podem atuar prejudicando a
resposta do organismo hospedeiro, a leucotoxina ¢ o melhor caracterizado, sendo considerado
o principal fator de viruléncia com potencial para causar dano tecidual.

Leucotoxinas sdo um grupo de exotoxinas que produzem seus primeiros
efeitos toxicos contra leucdcitos, especialmente células polimorfonucleares (PMNs).
Leucotoxinas podem apresentar uma grande variedade quimica. Exemplos de bactérias Gram-
negativas que produzem leucotoxina sdo Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, A.
actinomycetemcomitans e Fusobacterium necrophorum.

A primeira descricdo da atividade leucotoxica foi em 1979 por Baehni e
colaboradores, na cepa FDC Y4 isolada da bolsa periodontal de paciente com periodontite
agressiva ¢ caracterizada por atuar tanto na destruigdo de células fagociticas
(polimorfonucleares, neutrdfilos, monocitos e macréfagos humanos), como também na
destruicdo de células apresentadoras de antigeno (mondcitos € macréfagos humanos) durante
resposta imune especifica.

A obtencao da leucotoxina pode ser feita de diversas maneiras, tais como
por incubacdo de A. actinomycetemcomitans viaveis em agua destilada, a 37°C durante seis
horas, ou em soro humano normal (inativado a 56°C por 30 minutos) a 37°C durante 45
minutos, resultando na liberagdo dessa toxina soluvel (TSAI et al., 1979), ou extraida por
sonicac¢do do microrganismo (TSAI et al., 1979; SUSUKI; PARK; FALKER, 1984), ou ainda
por cultivo de A. actinomycetemcomitans com antibidtico polimixina B que atua na membrana
citoplasmatica (TSAl et al., 1984).

A leucotoxina apresenta massa molecular entre 115 a 180 kDa (TSAI et al.,
1984) e pode ser inativada a 56°C por 30 minutos ou por agdo de proteases (TAICHMAN et
al., 1980). A purificagdo pode ser feita por cromatografia por gel filtragdo e de troca i6nica ou
pela cromatografia de afinidade utilizando anticorpos monoclonais a leucotoxina (TSAI et
al.,1984).

Estudos durante a década de 80 revelaram que havia variagdes na produgao
de leucotoxina entre diferentes isolados (ZAMBON et al, 1983a). Mais tarde, Brogan e
colaboradores (1994) também verificaram varia¢des semelhantes ¢ elucidaram o mecanismo
responsavel pela variagdo na produg¢do de leucotoxina, ficando evidente que, cepas que

apresentavam alta leucotoxicidade apresentavam uma delecdo de 530 pb no operon da
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leucotoxina. Estas cepas que produzem grandes quantidades de leucotoxina tém sido
relacionadas com individuos de familias com histéorico de periodontite agressiva
(MOMBELLLI, 1999; HARASZTHY et al., 2000).

Altos niveis de leucotoxina sdo produzidos durante a fase de crescimento
ativo, sendo que, a producdo decresce substancialmente quando as células se aproximam da
fase estacionaria se a bactéria estiver sendo cultivada em condigdes anaerobicas, sugerindo
que o operon da leucotoxina responde ao estimulo ambiental (SPITZNAGEL; KRAIG;
KOLODRUBETZ, 1995).

Estudos demonstraram que a produgdo de leucotoxina ¢ regulada pelo
oxigénio (SPITZNAGEL et al., 1995; HRITZ et al., 1996; KOLODRUBETZ et al., 2003;),
mas muito pouco ¢ conhecido sobre outros fatores que poderiam regular a producdo e/ou
secre¢ao de leucotoxina.

Recentemente, foi demonstrado que a leucotoxina de A.
actinomycetemcomitans ¢é capaz de lisar eritrocitos humanos (BALASHOVA et al., 2006).
Como resultado, a lise de eritrocitos mediada por leucotoxina confere atividade beta-
hemolitica a bactéria. A lise de eritrocitos € um dos mecanismos pelos quais a bactéria pode
adquirir ferro.

Em funcdo desta recente descoberta, levantou-se a hipdtese de que a
producdo de leucotoxina seria regulada também pelo ferro, uma vez que, outras proteinas
envolvidas na captacdo e metabolismo do ferro sdo também reguladas por ele. Dessa forma,
seguindo este raciocinio, Balashova e colaboradores (2006) demonstraram que a secre¢ao de
leucotoxina ¢ severamente afetada pela presenca de ferro livre no meio. Esta foi a primeira
comprovagdo da regulacao da produgao/liberacio de leucotoxina mediada pelo ferro.

Mondcitos/macréfagos humanos, em contraste com neutroéfilos e linfocitos,
sdo lisados por um mecanismo que envolve a ativagdo da caspase-1 e a secre¢do da IL-1p
bioativa pela leucotoxina de A. actinomycetemcomitans (KELK et al., 2003; 2005). Este
processo representa um recém descoberto mecanismo de morte celular chamada piroptose,
que ¢ descrita como uma morte celular programada caspase-1-dependente (FINK &
COOKSON, 2006). A habilidade de cepas de produzir leucotoxina tem sido correlacionada
com a instalagdo e progressdo da doenca (BUENO et al., 1998; HARASZTHY et al., 2000;
HAUBEK et al., 2001; HAUBEK &WESTERGAARD, 2004).

A perda do osso alveolar ¢ causada por um aumento local na formagao e
ativacao de osteoclastos (TAUBMAN & KAWAI 2001), e sua diferenciagdo pode ser

parcialmente causada por citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1 (LERNER, 2004). A
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expressao elevada de IL-1 no tecido periodontal e concentragdes aumentadas dessa citocina
no fluido gengival, estdo relacionados com a progressao da doenga (ROBERTS et al., 1997,
McGEE et al., 1998; GRAVALLESE & GOLDRING, 2000; RASMUSSEN et al., 2000). Em
modelos primatas de periodontite experimental, antagonista de IL-1, inibiu a perda 6ssea a
inflamagao (ASSUMA et al., 1998; DeLIMA et al., 2001, 2002;).

Macrofagos participam tanto da resposta imune inespecifica quanto da
especifica, nesta tltima participam via apresentagdo de antigenos e liberagdo de IL-1, sendo
principal fonte de IL-1 no tecido inflamado. IL-1B ¢ produzida na forma de um precursor
inativo, pro-IL-1B e necessita ser ativada por uma enzima especifica, caspase-1. Esta enzima ¢
uma cisteina proteinase e ¢ responsavel pela ativacdo e secre¢ao de IL-1p Muitos produtos
bacterianos como o lipopolissacarideo (LPS) sdo conhecidos por aumentar a expressdo de
pro-IL-1B em macrofagos. Contudo, um estimulo secundario ¢ necessario para a secrecao
substancial de IL-1 bioativa (THORNBERRY et al., 1992).

Recentemente, foi demonstrado que a leucotoxina purificada de A.
actinomycetemcomitans ativa caspase-1 em mondcitos/macroéfagos humanos in vitro e
conseqiientemente promove a secrecao de IL-1B (KELK et al., 2003, 2005).

A leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, assim como a leucotoxina de
M. haemolytica, ¢ um membro de da familia de toxinas RTX que age contra granuldcitos ¢
linfocitos de humanos e macacos do continente europeu (LALLY et al., 1999). A leucotoxina
de Aa (LtxA) tem a organizacdo genética e os dominios estrutural e funcional similares a da
M. haemolytica. LtxA apresenta de 40-50 % de homologia (em relagdo a seqiiéncia de
aminoacidos) com a hemolisina de E. coli (HlyA) e com a leucotoxina de M. haemolytica
(LktA). Os dominios repetidos contém multiplas copias de seqiiéncias que parecem ser
importantes para a atividade citolitica.

O dominio hidrofébico na regido N-terminal das toxinas RTX, além de ser
conservada, ¢ provavelmente a regido que expande a membrana celular das células do
hospedeiro causando a formag¢do dos poros. Primeiramente pensava-se que a leucotoxina de
A. actinomycetemcomitans nao era secretada, mas sim, associada a superficie celular (LALLY
et al.,, 1991; OHTA et al.,1991). Porém, estudos demonstraram que certas cepas de A.
actinomycetemcomitans que sao lisas (ndo-aderentes), incluindo a JP2, que produz um alto
nivel de leucotoxina, liberam altos niveis de leucotoxina no sobrenadante da cultura durante
os primeiros estagios de crescimento (KACHLANY et al., 2000).

O gene da leucotoxina de A. actinomycetemcomitans foi clonado ¢ expresso

em E. coli por Kolodrubetz e colaboradores (1989). Lally et al. (1991) além da clonagem,
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determinaram a seqiiéncia inteira de quatro genes relacionados e descreveram que o gene ItxA
codificava a proteina. Sugeriram também que os produtos dos genes ItxB, ItxC e ItxD estavam
envolvidos na modificagdo pds-translacional da membrana, translocacdo e inser¢do. O papel
de transporte dos genes ItxB e ItxD foram determinados através de mutagdes. Os mutantes
produziram niveis significantemente menores de leucotoxina, embora a quantidade de RNAm
fosse compativel a quantidade apresentada por cepas selvagens (ndo mutantes). Os autores
propuseram que a queda dos niveis de leucotoxina era um efeito indireto da localizagdo errada
dos genes mutantes ltxB-e [txD-(GUTHMILLER et al.,1995). Estudos envolvendo a produgio
de hibrido da leucotoxina com a HlyA de E. coli e a produgdo de anticorpos monoclonais
especificos contra varias regides da proteina LtxA permitiram aos autores determinar a
relacdo entre a estrutura e a fungdo de varios dominios desta proteina. A estrutura funcional
de leucotoxina de A. actinomycetemcomitans possui uma intima correlagdo com a estrutura da
leucotoxina de M. haemolytica. Tem sido demonstrado que a regido repetida rica em glicina
presente na leucotoxina de A. actinomycetemcomitans interfere na ligagao especifica de alta
afinidade com moléculas de B2-integrina da superficie de células hospedeiras, dessa forma

definindo o “local” no hospedeiro para esta toxina (LALLY et al., 1999).

2.2.2 Anticorpos Especificos

Muitos estudos visaram avaliar a eficacia da utilizagdo de parametros
clinicos e laboratoriais para diagnosticar a doeng¢a periodontal.

O aumento na freqiiéncia de deteccdo e no nivel de anticorpos especificos a
determinados microrganismos tém sido considerado uma importante ferramenta para o
diagnostico e monitoramento de doenga periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1990).

Embora alguns trabalhos ndo tenham identificado relagdo entre os niveis de
anticorpos contra A. actinomycetemcomitans e o desenvolvimento de periodontite
(HIDALGO et al., 1998), outros estabelecem essa relagdo. Ebersole et al. (1982)
demonstraram que individuos com periodontite agressiva localizada apresentavam niveis
aumentados de anticorpos contra A. actinomycetemcomitans quando comprados a individuos
periodontalmente saudaveis. Estes mesmos autores, em estudo posterior descreveram um
aumento significativo nos niveis de IgG contra A. actinomycetemcomitans sorotipo b em 90%

dos pacientes com PAL, em 40% dos individuos com PAG e apenas 25% dos pacientes com
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PC (EBERSOLE et al.,1990). Outros trabalhos envolvendo a populagdo americana apontaram
uma forte associacao entre os niveis destes anticorpos especificos (especialmente sorotipo b) e
a PAL (FARIDA et al., 1986; VINCENTI et al., 1985). Gmiir e Bachni (1997) demonstraram
uma alta prevaléncia de niveis aumentados de anticorpos contra A. actinomycetemcomitans
sorotipo b em um grupo etnograficamente heterogéneo de jovens com periodontite na Europa.
Outro trabalho, realizado no Brasil, revelou que esse aumento também era observado em
pacientes com Sindrome de Down diagnosticados com periodontite (SANTOS et al., 1996).

A pesquisa de anticorpos especificos a leucotoxina de A.
actinomycetemcomitans também tém sido alvo de estudos, Nagakawa e colaboradores (2001)
utilizaram leucotoxina semi purificada em coluna Sephadex G-200, para verificar a presenca
de anticorpos contra esta proteina no soro de pacientes com PAL. Os resultados obtidos por
ELISA classico demonstraram um nivel sérico de IgG (anti-leucotoxina) significativamente
maior em pacientes com PAL em relag@o aos soros de individuos periodontalmente saudaveis.

O mesmo ocorreu quando analisados por ELISA captura.

2.2.3 Modelo Experimental de Doenga Peridontal em Camundongos

A patogénese da doenga periodontal envolve fatores mecanicos e biologicos,
dentre os quais citocinas, fatores quimiotdticos e células inflamatorias exercem papéis
importantes na sua progressao. Garlet e colaboradores (2005) caracterizaram a evolugao da
doenca periodontal induzida por A. actinomycetemcomitans em camundongos, mostrando que
a inoculacdo bucal dessa bactéria promove a migracdo de leucécitos para o tecido periodontal
e o desenvolvimento de reabsor¢do do osso alveolar. Nesse estudo, também revelaram a
expressao de citocinas pro-inflamatorias do tipo-Thl incluindo TNF-a, INF-y e IL-12 em
tecido periodontais apds a infeccdo desde estagios inicias e que se mantém no decorrer da
doencga. Cinética similar de expressdo foi encontrada para as quimiocinas CCL5, CCl4, CCI3
e CXCL10 e para os receptores CCR5 e CXCR3, todos esses ligados ao padrao Thl. A
expressao de mediadores tipo-Th2, como IL-10, CCL1 e seus receptores CCR4 e CCR8 foram
detectadas somente ap6s 30 dias da infec¢do, determinando uma resposta imune tempo-
dependente. A expressdo de quimiocinas estava diretamente relacionada a presenca de
leucocitos polimorfonucleares, macréfagos, linfocitos CD4 e CDS e linfocitos B no infiltrado

inflamatorio.
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Garlet e colaboradores (2005) também demonstraram que durante o
predominio da resposta tipo Th1, ha um aumento no nimero de células inflamatorias e intensa
perda 6ssea. Em contraste, apds o aumento da expressdao de mediadores tipo Th2, o numero de
células inflamatdrias permanece constante. Os dados deste estudo, apontam que camundongos
sujeitos a inoculag¢dao bucal de A. actinomycetemcomitans representam um modelo adequado
para o estudo da doenca periodontal. Sugerem também que, a expressao de citocinas e
quimiocinas pode dirigir o recrutamento seletivo de subpopulagdes leucocitarias para o tecido

periodontal, o que pode determinar o estacionamento ou progressdo natural da lesdo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar nivel de leucotoxina e avaliar a resposta imune humoral especifica

em camundongos infectados com A. actinomycetemcomitans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

m Obter antigenos soluveis de A. actinomycetemcomitans;

m Fracionar antigenos de A. actinomycetemcomitans através de
cromatografia de gel filtragao;

m Analisar o nivel de IgG anti-leucotoxina no decorrer de infec¢do bucal de
camundongos BALB/c com A. actinomycetemcomitans.

m Analisar o nivel de imuno complexo leucotoxina-IgG anti-leucotoxina
circulante no decorrer de infeccdo bucal de camundongos BALB/c com
A. actinomycetemcomitans.

m Analisar nivel de microrganismo e/ou leucotoxina em 6rgaos/ tecidos no
decorrer de infeccdo bucal de camundongos BALB/c com A.

actinomycetemcomitans.
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5.ARTIGO

5.1 TituLo: INFECCAO BUCAL, NiVEL DE LEUCOTOXINA LOCALIZADA E SISTEMICA E,
RESPOSTA IMUNE HUMORAL A LEUCOTOXINA DE AGGREGATIBACTER
ACTINOMYCETEMCOMITANS EM CAMUNDONGO
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INFECCAO BUCAL, NiVEL DE LEUCOTOXINA LOCALIZADA E SISTEMICA E, RESPOSTA IMUNE
HUMORAL A LEUCOTOXINA DE AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS EM

CAMUNDONGO

5.2 RESUMO

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ¢ um cocobacilo Gram-negativo, anaerobio
facultativo, freqiientemente produtor de leucotoxina e associado a periodontites. Dados
recentes evidenciam possivel ligacdo entre essa bactéria e doengas cardiovasculares. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar nivel de leucotoxina em camundongos infectados
por inoculagdo bucal de A. actinomycetemcomitans e avaliar a resposta imune humoral
especifica. Foram utilizados camundongos BALB/c infectados por inoculagao bucal de A.
actinomycetemcomitans (ATCC 43718 sorotipo b) e os niveis plasmaticos de IgG anti-
leucotoxina e de leucotoxina em tecido palatal, cardiaco e esplénico avaliados por ELISA
indireto e ELISA captura, respectivamente, nos dias 15, 30 e 60 pds-infeccdo. Os resultados
obtidos demonstraram niveis plasmaticos de IgG anti-leucotoxina significativamente elevados
nos animais com 15, 30 e 60 dias pds-infeccdo em relacdo ao grupo ndo infectado. Aumento
significativo no nivel de leucotoxina também foi observado em amostras de tecido palatal,
cardiaco e esplénico. Andlise adicional de imuno complexo circulante (IC) por ELISA
evidenciou aumento no nivel de IC nos animais infectados o que pode ter contribuido para a
neutralizacdo das IgG anti-leucotoxina. Com os resultados obtidos pode-se concluir que em
camundongos BALB/c a inoculag@o bucal com A. actinomycetemcomitans induz aumento no
nivel plasmatico de IgG anti-leucotoxina; ¢ possivel detectar leucotoxina em tecido infectado
por meio de ELISA captura e possivelmente ocorre a disseminacdo de A.
actinomycetemcomitans ou de leucotoxina de tecido bucal para tecido cardiaco e esplénico.

Palavras-chave: IgG. ELISA. Periodontite agressiva. Leucotoxina. Imunocomplexo.

5.3 ABSTRACT

Aggregatibacter actinomycetemcomitans is a facultative anaerobic Gram-negative coccus-
bacillus frequently leukotoxin producer and associated with periodontitis. Recent data
evidence a possible connection between this bacteria and cardiovascular diseases. This
present paper has as objective to investigate the specific humoral immune response and to
detect leukotoxin in mice infected by A. actinomycetemcomitans. BALB/c mice were infected
with A. actinomycetemcomitans (ATCC 43718 “b” serotype) by oral inoculation and
plasmatic level of anti-leukotoxin IgG and leukotoxin in palatal, cardiac and splenic tissues
were valued by indirect ELISA and capture ELISA, respectively, at 15, 30 and 60 days post-
infection. The results showed increased plasmatic levels of anti-leukotoxin IgG in infected
mice in all periods (15, 30 and 60 days) in relation to control not infected. Also increased
leukotoxin level in palatal, cardiac and splenic samples tissues was observed. The additional
circulating immune complex (IC) analysis by ELISA demonstrated an IC increased level in
infected animals, suggesting that it could be contributed to anti-leukotoxin IgG neutralization.
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In conclusion, BALB/c mice infected with A. actinomycetemcomitans by oral inoculation
induce anti-leukotoxin IgG increased plasmatic level, leukotoxin present in tissues can be
detected by ELISA capture and it is possible to occur that A. actinomycetemcomitans or
leukotoxin from oral tissue disseminate to cardiac and splenic tissues.

Keywords: IgG. ELISA. Aggressive periodontitis. Leukotoxin. Immune complex.

5.4 INTRODUCAO

Aggregatibacter actinomycetemcomitans freqlientemente associado a
quadros de periodontite, ¢ um cocobacilo, Gram-negativo, microaerédfilo (5 a 10% CO2),
fermentativo e produtor de catalase (ZAMBON, 1985).

Um dos fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans mais
investigado ¢ a leucotoxina que ¢ uma proteina hidrossoltvel, termolabil, com massa
molecular (MM) de aproximadamente 115-180 kDa, com capacidade tdxica sobre mondcitos,
polimorfonucleares e macrofagos humanos, e atuarem em linhagens celulares tais como
Jurkat e P3U1 (ZAMBON, 1985; NAKAGAWA, 2000).

Esse cocobacilo tem sido isolado com maior freqiiéncia de diversos quadros
de periodontites (CHRISTERSSON et al., 1987, VAN-STEENBERGEN et al.,1994) e ha
uma forte correlacdo entre a perda do ligamento do tecido periodontal e a grande propor¢ao de
A. actinomycetemcomitans nos locais afetados (VAN WINKELHOFF et al., 1994). Também
tem sido isolado de abscessos abdominais, cerebrais e faciais (TOWNSEND &
GILLENWALTER, 1969), de endocardites (KAPLAN et al., 2001), de infec¢ao pulmonar, de
abscesso de glandula tiredide, de infec¢des do trato urinario, de osteomielite vertebral
(SLOTS, 1994; ZAMBON, 1997) e de amostras de placas ateroscleroticas, sugerindo que ha
uma ligagdo entre a bactéria e doengas cardiovasculares (HARASZTHY et al., 2000).

Garlet e colaboradores (2005) caracterizaram a evolucdo da doenca
periodontal induzida por A. actinomycetemcomitans em camundongos, mostrando que a
inoculacdo bucal dessa bactéria promove a migragdo de leucdcitos para o tecido periodontal e
o desenvolvimento de reabsor¢ao do osso alveolar.

A partir dos resultados obtidos por Garlet e colaboradores (2005), ¢ possivel
considerar que camundongos sujeitos a inoculacdo bucal de A. actinomycetemcomitans
representam um modelo adequado para o estudo da doenga periodontal. O objetivo do

presente trabalho foi avaliar a resposta imune humoral especifica bem como detectar a
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leucotoxina em  camundongos BALB/c  infectados  bucalmente com  A.

actinomycetemcomitans.
5.5 MATERIAL E METODOS
5.5.1 Microrganismo

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43718 sorotipo b) foi
cultivado sob condi¢des de microaerofilia em agar-soja-tripticaseina acrescido de bacitracina
e vancomicina (TSBV), como previamente descrito (AVILA-CAMPOS et al., 1988) para a
posterior infec¢do dos camundongos. Paralelamente, a bactéria também foi cultivada em caldo

infuso cérebro-coracdo (BHI) suplementado com 0,5% de extrato de levedura em condigdes

o
de microaerofilia e incubada a 37 C por 72 horas, para obtencdo de extrato sonicado.
5.5.2 Animais

Camundongos BALB/c machos, de 56 dias (aproximadamente 25g)
mantidos no Biotério de Imunologia do Departamento de Ciéncias Patoldgicas, CCB, da
Universidade Estadual de Londrina a temperatura constante de 25 °C e alimentados ad

libidum com ragdo e agua estéreis.
5.5.3 Obtencao de Extrato Sonicado

Amostras de extrato sonicado foram obtidas por meio de centrifugacdo de A.
actinomycetemcomitans (centrifuga: Himac CR 21: Hitachi, Japdo) a 18.000 rpm durante 20
min, a 4°C, seguida de 3 lavagens em solugdo salina-fosfato tamponada (PBS), 0,15M, pH
7,2. Apos re-suspensao em PBS foi sonicada segundo Susuki e colaboradores (1984), e
modificado quanto ao ntimero e duracdo dos ciclos necessarios, que foram em média de 30
(50 volts), de um minuto ligado com intervalo de 2 minutos desligados em tubo imerso em
gelo triturado. A ruptura das células foi verificada por microscopia ¢ a suspensdo sonicada
centrifugada a 18.000 rpm durante 20 minutos a 4°C. A dosagem de proteina foi realizada
pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Os extratos foram aliquotados e armazenados

a—80°C.
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5.5.4 Cromatografia em Coluna Sephadex G-200

Amostras de 2 ml de extratos sonicados de A.actinomycetemcomitans
ATCC 43718 foram aplicadas em coluna de Sephadex G200 (2 X 50 cm) equilibrada com
PBS. Fragdes foram separadas por meio de um coletor automatico de fragdes (1ml em cada
tubo) e analisadas em espectrofotometro (Ultrospec-200 Pharmacia Biotech UV/Visible) a
280 nm. Foi considerada como fracdo contendo a leucotoxina as fracdes de aproximadamente
150 kDa baseado em resultados obtidos anteriormente (GUAZELI-AMIN,1998,
NAKAGAWA etal., 2001).

5.5.5 Infecg¢do de Camundongos com A. actinomycetemcomitans (Aprovado pelo Comité de
Etica em Experimentacio Animal/UEL — CEEA n°68/07)

Camundongos (n = 24) foram divididos em quarto grupos: GRUPO I:
infectado com A. actinomycetemcomitans e sacrificados apds 15 dias da ultima inoculagéo;
GRUPO II: infectado e sacrificado apds 30 dias da Gltima inoculagdo; GRUPO III: infectado e
sacrificado apés 60 dias da ultima inoculagio e GRUPO IV: controle, ndo infectado

(inoculados com PBS estéril) e sacrificados 15, 30 e 60 dias pos-inoculagdo (2 cada periodo).

9
Inicialmente, os animais receberam uma injecdo direta de 1x10 células de A.

actinomycetemcomitans diluidas em 10 pl de PBS na gengiva palatina do segundo molar.

Imediatamente apos, IXIO9 células de A. actinomycetemcomitans diluidas em 100 ul de PBS
foram colocadas na cavidade oral do camundongo, sendo este procedimento foi repetido apos
48 e 96 horas. Os controles foram submetidos ao mesmo procedimento com PBS (acordo com
Garlet et al., 2005). Apods o periodo acima, foram coletadas amostras de sangue e a seguir

eutanasiados com éter etilico para a retirada de 6rgdos: coracdo, bago, cérebro e palato.

5.5.6 Obten¢do dos Anticorpos Policlonais Anti-leucotoxina A. actinomycetemcomitans
ATCC 43718

Amostras de 200 pg de leucotoxina (fracdo I -coluna G200) de A.
actinomycetemcomitans ATCC 43718 foram inoculadas subcutaneamente em coelhos. A
primeira imunizag¢ao foi realizada com adjuvante completo de Freund, utilizando 800 pl dele

para 800 pl de leucotoxina, e depois a intervalos de duas semanas (2° e 3° dose) utilizando
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adjuvante incompleto. A partir da amostra de soro imune foi purificada a IgG por meio de
cromatografia em coluna de Sepharose proteina G (KAMIJI, 2007), seguida de dosagem de

proteina pelo método Lowry e colaboradores. (1951).

5.5.7 Obtengdo dos Anticorpos Monoclonais Anti-leucotoxina A. actinomycetemcomitans
ATCC 43718

Camundongos BALB/c (fémeas) foram inoculadas com as fracdes de
leucotoxina semi purificada (137 pg de proteina/100 pL). Os antigenos foram emulsificados
com adjuvante incompleto de Freund e utilizados em trés inoculagdes subcutaneas com
intervalos de quinze dias. Apos este periodo, foi realizada uma sangria de prova e o soro foi
analisado por dot blotting. Uma nova inoculagio foi realizada, desta vez, por via endovenosa.
As células P3U1 foram fundidas com células de bago de camundongos imunizados com
leucotoxina de A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 por meio de Polietilenoglicol,
selecionadas e clonadas por diluicdo limitante. Apds expansdo em cultura ou ascite, os
anticorpos monoclonais anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans foram fracionados em

coluna de Sepharose proteina G (OSHIRO, 2005).

5.5.8  Analise de Reatividade dos Anticorpos Monoclonais e Policlonais Anti-leucotoxina

de A. actinomycetemcomitans as Fragdes de Cromatografia

Placas de ELISA de 96 orificios foram sensibilizadas com 50 [l de cada
fracdo (Sephadex) diluidas com 100 pl de tampdo carbonato-bicarbonato, em duplicata,
incubada a 37°C por 1 h e seguida de 18 h a 4°C. Apds bloqueio por 1 h (leite desnatado 5% e
Tween 20 0,5%, diluido em PBS) e lavagens (leite desnatado 0,5% diluido em PBS e Tween a
0,05%), foram incubadas por 2 h a 37°C com IgG monoclonal anti-leucotoxina de A.

actinomycetemcomitans, e posteriormente, com 100 pl de conjugado peroxidase anti-IgG de

camundongo (A-8924, SIGMA®), para anticorpos monoclonais. Para a analise de anticorpos
policlonais, foi adicionada anticorpos de coelho e conjugado peroxidase anti-IgG de coelho.
Ap6s lavagem, foram adicionados 100 pl de solucdo reveladora e a reagdo foi interrompida
ap6s 30 min com 50 pl de solugdo acido sulfurico 4N. A leitura da placa foi realizada em

leitor ELISA Multiskan EX (Uniscience — Labsystems) a A=492nm.
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5.5.9 Detecgdo de A. actinomycetemcomitans em Amostras de Coragdo Amostras de Coragdo

Amostras de coragdo foram macerados com 400 pl de PBS estéril em placa
de 24 orificios utilizando gaze e émbolo de seringa estéril descartavel de 3 ml. 80 pl de casa
amostra foi semeada em TSBV e mantido sob condi¢des de microaerofilia, a 37°C, por 72 h.
E entdo, foi feita a contagem das coldnias. O restante das amostras de coragdo coletadas foi

utilizado posteriormente para ELISA captura.

5.5.10  Analise de IgG Anti-leucotoxina Plasmatica de A. actinomycetemcomitans por
ELISA

A placa de ELISA foi sensibilizada com 100 pl/pocinho de fracdo de
leucotoxina de A. actinomycetemcomitans (12.5ug/ml diluido em tampao carbonato-
bicarbonato e incubada a 37°C por 1 h, seguida de 18 h a 4°C). Ap6s o bloqueio por 1 h a
temperatura ambiente, foi seguido de 4 lavagens. Posteriormente, a placa foi incubada com
amostras de plasma (1:400) em duplicata e incubadas a 37°C por 2 h. Apos a incubagdo e as
quatro lavagens da placa, foi adicionado 100 pl do conjugado peroxidase anti-IgG de
camundongo (Sigma A8924) diluido em tampao dilui¢do (1: 12.000) e incubados por 2 h a
37°C. A revelagdo foi realizada com o OPD e paralisada com solugdo de acido sulfurico 4N.
A leitura da placa foi realizada em leitor ELISA Multiskan EX (Uniscience — Labsystems) a A
=492nm.

5.5.11 Analise de Imuno Complexo Plasmatico por ELISA

A sensibilizagdo da placa de ELISA foi realizada com a imunoglobulina
G de coelho anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans na concentragdo de 25 pg/ml
diluido em tampdo carbonato-bicarbonato (100 pl/pocinho) e incubada a 37°C por 1 h,
seguida de 18 h a 4°C. Apds o bloqueio por 1 h a temperatura ambiente, foi seguido de 4
lavagens. Posteriormente, a placa foi incubada com amostras do plasma dos camundongos,
diluidas 1:10 em tampao dilui¢do, em duplicata e incubadas a 37°C por 2 h. Apds a
incubagdo e as lavagens, foi adicionado 100 pl do conjugado peroxidase anti-IgG de
camundongo (Sigma A8924) diluido (1: 12.000) e incubados por 2 h a 37°C, seguida de

mesmo procedimento do item anterior.
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5.5.12 ELISA Captura para Deteccio de Antigeno em Orgdos

Inicialmente as amostras de 6rgdos foram macerados com 400 pl de PBS
estéril em placa de 24 orificios utilizando gaze e émbolo de seringa estéril descartavel de 3
ml. Os sobrenadantes foram coletados para analise. A sensibilizagdo da placa de ELISA foi
realizada com a imunoglobulina G de coelho anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans
na concentracdo de 100 ng/ml diluido em tampao carbonato-bicarbonato (100 pl/pocinho) e
incubada a 37°C por 1 h, seguida de 18 h a 4°C. Apds o bloqueio por 1 h a temperatura
ambiente, foi seguido de 4 lavagens. Posteriormente, a placa foi incubada com amostras (100
ul) dos 6rgaos macerados em triplicata e incubadas a 37°C por 2 h. Realizadas novas
lavagens, a placa foi incubada com a IgG anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans
monoclonal na dilui¢do de 600 ng/ml e incubado a 37°C por 2 h, seguida de mesmo

procedimento do item anterior.
5.5.13 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos resultados de ELISA entre grupos foi aplicado o
teste ANOVA, seguido pelo teste Tukey, considerando estatisticamente significativo os
resultados com valores p < 0,05.

5.6 RESULTADOS

5.6.1 Andlise de Reatividade dos Anticorpos Monoclonais e Policlonais Anti-leucotoxina de

A. actinomycetemcomitans as fragdes de Cromatografia

O processo de fracionamento de 3 ml de leucotoxina parcialmente
purificada através de coluna Sephadex G-200 resultou no perfil espectrofotométrico mostrado
na Figura 1, apresentando reatividade com anticorpos monoclonais e policlonais, por ELISA,

para as fracOes 3 a 18.

5.6.2 Detec¢do de A. actinomycetemcomitans em Amostras de Coragao

Os resultados obtidos demonstram a presenca de A. actinomycetemcomitans

em todas as amostras de coracao analisadas (Tabela 1).
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5.6.3 Analise de IgG Anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans no Plasma

Os resultados obtidos demonstraram nivel elevado de IgG anti-leucotoxina
de A. actinomycetemcomitans em amostras de plasma de animais infectados em relacdo aos
animais ndo infectados, sendo a diferenga estatisticamente significativa para todos os grupos

(Figura 2).

5.6.4 Analise de Imuno Complexo no Plasma

Os resultados obtidos demonstraram nivel elevado de IC em amostras de
plasma de animais infectados em relagdo aos animais ndo infectados, sendo a diferenga
estatisticamente significativa entre o grupo controle em relagcdo ao grupo 15 e 60 dias pos-

infeccdo. (Figura 3).

5.6.5 Andlise da Infeccdo por meio de Detecgdao de Leucotoxina em Amostras de Mucosa /

Gengiva Palatina

Os resultados obtidos demonstraram nivel elevado de leucotoxina em
amostras de mucosa/gengiva palatina de animais infectados em relagdo aos animais ndo
infectados, sendo a diferenga estatisticamente significativa entre o grupo controle em relagao

ao grupo 15, 30 e 60 dias pos-infecgdo (Figura 4).

5.6.6 Deteccao de Leucotoxina em Amostras de Coracao e Bago

Os resultados obtidos demonstraram nivel elevado de leucotoxina tanto em
amostras de coragdo como de bago de animais infectados em relacdo aos animais nao
infectados, sendo a diferenca estatisticamente significativa entre o grupo controle em relagao

ao grupo 15, 30 e 60 dias pos-infecgdo (Figuras 5 e 6).

5.7 DISCUSSAO

A utilizacdo de modelo animal para investigacdo de doenga periodontal ¢é

escasso, principalmente quando associado ao microrganismo A. actinomycetemcomitans.

Garlet e colaboradores, (2005) desenvolveram doenca periodontal em camundongos
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(C57BL/6) por inoculagdo bucal de A. actinomycetemcomitans para investigacdo de
quimiocinas.

O presente trabalho utilizou a mesma metodologia e avaliou resposta imune
humoral especifica bem como detectou a presenga de leucotoxina circulante em camundongos
BALB/c. Para isso, foi utilizada a leucotoxina obtida por fracionamento em coluna Sephadex
G-200 apresentado resultados concordantes com as fragdes obtidas por Guazeli-Amin e
colaboradores (1998). Os niveis plasmaticos de IgG anti-leucotoxina de A.
actinomycetemcomitans foram significativamente elevados nos animais infectados em relagao
ao nao infectados. Esses resultados estdo de acordo com os dados de aumento no nivel de
anticorpos a leucotoxina em pacientes com periodontites (NAKAGAWA, 2000). No entanto
nao houve aumento significativo no nivel de anticorpos no decorrer da infecgdo (15, 30 e 60
dias pés-infecgdo). Esse resultado poderia ser decorrente de neutralizacdo de anticorpos pelos
antigenos circulantes, formando imuno complexos (IC). A contagem de IC circulante
demonstrou aumento no nivel de IC no periodo avaliado, porém significativo apenas nos dias
15 e 60 dias pds-infecgdo. Possivelmente a ndo significAncia em um periodo seja devido a
pequena amostragem utilizada. Assim, um dos fatores que devem ter contribuido para a
manuten¢do no nivel inalterado de anticorpos seja a formacao de IC circulante. Porém, existe
também a possibilidade de ter ocorrido algum mecanismo de controle evitando o aumento no
nivel de anticorpos pela a¢do imunossupressora de A. actinomycetemcomitans .

A. actinomycetemcomitans além de produzir uma proteina de 60 kDa com
capacidade de inibir a sintese de IgG e IgM pelos linfocitos (SHENKER et al.; 1990), possui
enzimas proteoliticas capazes de clivar in vitro imunoglobulina G (IgG), IgA ¢ IgM
(GREGORY et al., 1992). Apresentam também a atuagdo indireta da toxina citoletal (Cdt)
que induz apoptose de linfocitos T humanos ativados (CELLEN et al., 2006) ¢ a agdo de
leucotoxina que em altas concentragcdes também podem eliminar os linfécitos T tanto por
necrose como por apoptose (MANGAN, 1991).

A detec¢do de antigenos tem sido utilizada como meio de diagnoéstico e
acompanhamento de diversas doengas infecciosas (MIURA et al., 2001; MARQUES-DA-
SILVA et al., 2003). No presente trabalho foi introduzida a detecgdo de leucotoxina pela
metodologia de ELISA captura padronizada previamente (KAMIJI, 2007). Por essa
metodologia foi observado aumento no nivel de leucotoxina em amostras de mucosa/gengiva
palatina de animais infectados em relacdo aos ndo infectados, evidenciando dessa forma a

efetividade da metodologia empregada. A infeccdo pelo A. actinomycetemcomitans deve ter
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permanecido durante o periodo avaliado, considerado aumento significativo de leucotoxina
mesmo apds 30 e 60 dias pos-infeccao.

A. actinomycetemcomitans pode ser responsavel por infecgdes nao-bucais
incluindo endocardites (VAN WINKELHOFF et al.,1994) e tem sido detectado em amostras
de placas ateroscleroticas, sugerindo que ha uma relagdo entre a bactéria e as doencas
cardiovasculares (HARASZTHY et al., 2000). Considerando assim a possibilidade ocorrer
dissemina¢do do microrganismo, o presente trabalho investigou também os tecidos cardiaco e
esplénico. Os resultados obtidos evidenciaram o aumento significativo no nivel de
leucotoxina em tecido cardiaco e esplénico, sugerindo a disseminagdo de A.
actinomycetemcomitans da mucosa bucal para outros tecidos. No entanto a analise de
amostras de cérebro ndo evidenciou a presenga de leucotoxina (dados ndo demonstrados),
possivelmente pela barreira hemato-encefalica ou pela falta de afinidade pelo referido tecido.
A presenca de leucotoxina foi considerada como infec¢do pelo fato da contagem de CFU no
coracao também ter sido positiva. Todavia, considerando que a leucotoxina pode ser
encontrada na forma solivel, ndo se pode descartar a hipotese de que a infec¢do seja
localizada oralmente e que os seus fatores soluveis como a leucotoxina difundam para os
outros Orgaos.

Os resultados obtidos poderao contribuir tanto para diagnostico como para
acompanhamento do tratamento de periodontites. E também considerando que os estudos
epidemioldgicos evidenciaram uma possivel relacdo etiologica entre periodontites e doenga
arterial periférica (PAD) (MENDEZ et al., 1998, HUNG et al., 2003), com risco maior de
desenvolver a doenga (CHEN et al., 2007), se torna importante um estudo sistémico além da
investigacdo local. Neste contexto considera-se importante a pesquisa da leucotoxina pelo fato
de poder ser encontrada tanto no microrganismo como na forma solivel. Em estudo futuros
adicionais com introdugdo in vivo de leucotoxina purificada em modelos experimentais
poderdo contribuir para a melhor compreensao da patogénese de outras afecgdes nao

periodontais.
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CONCLUSOES

Ocorre aumento no nivel de IgG anti-leucotoxina no decorrer de infec¢ao
experimental de camundongos BALB/c com A. actinomycetemcomitans.
E possivel utilizar a ELISA captura para detec¢io de leucotoxina em
tecido infectado.

Os niveis de leucotoxina sao mantidas no periodo de 15 a 60 dias pos-
infeccdo em  camundongos BALB/c  infectados com A
actinomycetemcomitans.

Ocorre aumento no nivel de imunocomplexo no decorrer da infec¢ao
Ocorre disseminagdo de A. actinomycetemcomitans ou de leucotoxina do

tecido bucal para os tecidos cardiaco e esplénico.
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ANEXO A
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Figural- Obten¢do da fragdo de leucotoxina por cromatografia de extratos sonicados de

A.actinomycetemcomitans em coluna de Sephadex G200.

Amostras de extratos sonicados de A. actinomycetemcomitans ATCC 43718
foram aplicadas em coluna de Sephadex G200 (2 X 50 cm) e as fragdes obtidas analisadas em
espectrofotometro a 280 nm e por ELISA utilizando anticorpos policlonais € monoclonais a
leucotoxina. O perfil espectrofotométrico foi construido com base nos resultados expressos

em densidade optica (D.O.) a A = 280 nm e + indicam as fra¢des reativas por ELISA (fragdes
positivas 3 a 18).

Tabela 1 — Contagem de Unidade Formadora de Colonia.

15 dias (pos- 30 dias (pos- 60 dias (pos-
infeccéo) infeccao) infeccao)
Cam. 1 01 01 03
Cam. 2 01 0z 02
Cam. 3 01 01 02
Cam. 4 01 0z 02
Cam. 3 02 02 02
Cam. 6 02 03 02
Media/Desvio padrao 1.33 =0,51 1.83 =075 2,16 = 0,98

*Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos.
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Figura 2 — Nivel de IgG anti-leucotoxina plasmatica de camundongos obtido por ELISA classico.

O ELISA foi realizado em placas sensibilizadas com fragdes de leucotoxina

e incubadas com amostras de plasmas de camundongos infectados bucalmente com A.

actinomycetemcomitans ATCC 43718 (15d, 30d e 60d = periodo de 15, 30 e 60 dias pds-

infeccdo) e camundongos controles nao infectados (C), em triplicata. Os resultados foram

expressos em densidade Optica (D.O.) a A = 492 nm, considerando * p < 0.05 significante em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 3 — Nivel de imuno complexo IgG-anti-leucotoxina —leucotoxina no plasma de camundongos

por ELISA.
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Placas de ELISA foram sensibilizadas com IgG de coelho anti-leucotoxina,
amostras de plasmas de camundongos infectados bucalmente com A. actinomycetemcomitans
ATCC 43718 (15d, 30d e 60 d = periodo de 15, 30 e 60 dias pds-infeccdo) e camundongos
controles ndo infectados (C) diluidas a 1/10 e conjugado peroxidase anti-IgG de camundongo,
em triplicata. Os resultados foram expressos em densidade optica (D.O.) a A = 492 nm,

considerando * p < 0.05 significante em relagdo ao grupo controle.
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Figura 4 — Nivel de leucotoxina no tecido palatino de camundongos por ELISA.

Placas de ELISA foram sensibilizadas com IgG de coelho anti-leucotoxina
seguida de amostras de oOrgdos macerados provenientes de camundongos infectados
bucalmente com A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 (15d, 30d e 60 d = periodo de 15,
30 e 60 dias pds-infecgdo) e camundongos controles nao infectados (C) e IgG monoclonal de
camundongo anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, em triplicata. Os resultados
foram expressos em densidade optica (D.O.) a A = 492 nm, considerando * p < 0.05

significante em relagdo ao grupo controle.
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Figura 5 — Nivel de leucotoxina em amostra de coragdo de camundongos por ELISA.

Placas de ELISA foram sensibilizadas com IgG de coelho anti-leucotoxina
seguida de amostras de orgdos macerados provenientes de camundongos infectados
bucalmente com A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 (15d, 30d e 60 d = periodo de 15,
30 e 60 dias pos-infec¢@o) e camundongos controles ndo infectados (C) e IgG monoclonal de
camundongo anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, em triplicata. Os resultados
foram expressos em densidade optica (D.O.) a A = 492 nm, considerando * p < 0.05

significante em relagdo ao grupo controle.
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Figura 6 — Nivel de Leucotoxina no Bago de Camundongos por ELISA.

Placas de ELISA foram sensibilizadas com IgG de coelho anti-leucotoxina
seguida de amostras de oOrgdos macerados provenientes de camundongos infectados
bucalmente com A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 (15d, 30d e 60 d = periodo de 15,
30 e 60 dias pos-infec¢do) e camundongos controles ndo infectados (C) e IgG monoclonal de
camundongo anti-leucotoxina de A. actinomycetemcomitans, em triplicata. Os resultados
foram expressos em densidade optica (D.O.) a A = 49 2nm, considerando * p < 0.05

significante em relagdo ao grupo controle.



