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OGAWA, Alice Tayoko. Caracterizacdo das atividades proteoliticas da bactéria
anaerdbica Fusobacterium nucleatum. Londrina, 2004. 60f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2004.

RESUMO

Foram determinadas as atividades proteoliticas do bacilo anaerébio Fusobacterium
nucleatum, presente em varias infecgdes oral e sistémica humana. As reagdes foram
otimizadas quanto a pH, temperatura, tempo de reagdo, volume da fonte de enzima e
concentragdo de substrato. Foram utilizados os substratos sintéticos [/-naftilamida (Cys-Na,
Ser-Na, Leu-Na, Glu-Na, Lys-Na e BANA), o carboxi-L-tirosina p-nitrofeniléster (CTN) ¢ o
substrato natural azoalbumina. Rea¢do do sobrenadante ocorreu apenas com o substrato Glu-
Na. Nas células vivas, as reacdes ocorreram com Cys-Na, Ser-Na e Glu-Na; e com as células
lisadas, com os substratos Glu-Na, Leu-Na e CTN. O pH 6timo variou de 6,0 a 7,5 em todas
as reagoes, com excessdo para o CTN (pH 13). A temperatura 6tima oscilou entre 30 e 40°C.
O tempo 6timo de reagdo foi 60 minutos, exceto para as células vivas com o Glu-Na (40 min),
células lisadas (20 min) e o substrato CTN (80 min). Nao houve atividade com a azoalbumina.
A atividade enzimatica foi avaliada por varios inibidores de protease, sendo detectada a
presenca de metalo, serina, cisteina e aspartato proteases.

Palavras-chave: Fusobacterium nucleatum. Enzimas proteoliticas. Inibidores de proteases.



OGAWA, Alice Tayoko. Characterization of proteolytic activities of anaerobic bacteria
Fusobacterium nucleatum. Londrina, 2004. 60f. Dissertation (Master of Microbiology) —
Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2004.

ABSTRACT

The proteolytic activities of the anaerobe bacillus Fusobacterium nucleatum present in several
oral and systemic human infections were determined. The reactions were optimized in their
pH, temperature, reaction time, enzyme source and substrate volume. The synthetic substrates
[J-naphthylamides (Cys-Na, Ser-Na, Leu-Na, Glu-Na, Lys-Na and BANA), carboxi-L-
tyrosine p-nitrophenylester (CTN), and natural substrate azoalbumin were used. With
supernatants reaction occurred only with Glu-Na. In the living cells, reacted with Cys-Na,
Ser-Na and Glu-Na; and lysate cells with Glu-Na, Leu-Na and CTN. Optimal pH ranged from
6.0 to 7.5 in all the reaction, except for CTN (pH 13). Optimal temperature oscillated between
30 and 40°C. The optimal reaction time was 60 minutes, except for Glu-Na with living cells
(40 min), lysate cells (20 min), and CTN substrate (80 min). There was no activity with
azoalbumin. The enzyme activity by several protease inhibitors was assessed and the presence
of metallo, serine, cysteine and aspartato protease was detected.

Keywords: Fusobacteriun nucleatum. Proteolytics enzymes. Proteases innibitors.
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1 INTRODUCAO

A cavidade bucal representa um dos habitat microbianos mais complexos e
heterogéneos do corpo humano. Mais de 300 espécies bacterianas sdo reconhecidas como
componentes de sua microbiota. Nos ultimos anos, novas espécies tém sido descritas, embora
muitas ainda permanecam sem classificacio (SUNDQVIST, 1992).

A natureza da microbiota bucal ¢ influenciada pelo surgimento dos dentes.
As bactérias encontradas na boca durante os primeiros meses de vida, quando os dentes estio
ausentes, sdao predominantemente anaerobios facultativos, tais como estreptococos e
lactobacilos. Uma variedade de outras bactérias, incluindo alguns aerobios, pode estar
presente. Com o aparecimento dos dentes, altera-se a microbiota bucal, predominando os
anaerobios e varias bactérias especialmente adaptadas para crescerem sobre superficies e
fissuras dos dentes formados (NISENGARD: NEWMAN, 1997).

A densa massa bacteriana que se forma sobre a superficie dentdria ¢
denominada placa dental. Alguns autores utilizam os termos placa dentaria e biofilme dentario
com a mesma finalidade. Essa estrutura ¢ composta principalmente por bactérias que se
apresentam densamente dispostas numa matéria amorfa, denominada matriz. Nessa matriz
intermicrobiana ocorre a predomindncia de polimeros extracelulares, sintetizadas pelas
bactérias. A placa dental pode ser arbitrariamente classificada como supragengival, quando se
apresenta depositada sobre as coroas dentarias, e subgengival, quando se localiza no sulco
gengival ou na bolsa periodontal. As caracteristicas ambientais do sulco gengival apresentam
diferencas na composi¢do bacteriana comparada com a da placa supragengival. A maior
disponibilidade de nutrientes do exsudato gengival e a acdo protetora da estrutura periodontal
aos agentes mecanicos ¢ quimicos permitem a coloniza¢ao de bactérias que ndo possuem
mecanismos especificos de aderéncia. Na microbiota do sulco gengival sadio sao
predominantes bactérias Gram-positivas (85%), principalmente espécies de Streptocococus e
Actinomyces. No entanto, com o desenvolvimento de gengivite, verifica-se o acentuado
aumento de microrganismos Gram-negativos (45%), representados principalmente por
Fusobacterium nucleatum, espécies de Bacteroides e Prevotella intermedia. Ja, no quadro de
periodontite avangada, destacam-se os bacilos Gram-negativos e microrganismos espiralados
anaerdbios (cerca de 75%), incluindo Porphyromonas gingivalis, Bacterodides forsythus, F.
nucleatum e Treponema denticola (UZEDA, 2002).
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Das 300 espécies de bactérias identificadas em placas dentais, apenas alguns
organismos especificos tém sido relacionados como agentes etioldgicos primarios das
periodontites. F. nucleatum estd incluido nesse grupo juntamente com Actinobacillus
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, Eikenella corrodens, T. denticola e
Campylobacter rectus (MELVIN et all, 1994). Essas bactérias sdo responsaveis pela gengivite
e periodontites cronica, agressiva e necrosante

A presenca de associacdes bacterianas nas periodontites fez com que
Socransky (1998), através da técnica de hibridizagdo DNA-DNA, empregando sondas
genOmicas, realizassem uma ampla pesquisa sobre os complexos de espécies bacterianas
existentes no sulco gengival. A metodologia permitiu a analise da presenca de 40 espécies
bacterianas em amostras de placa subgengival, coletadas de 160 individuos adultos com
periodontite e 25 sem sinais clinicos de doenca periodontal. As diferentes associa¢des
bacterianas foram divididas em cinco complexos. O complexo denominado vermelho
apresenta trés espécies bacterianas (B. forsythus, P. gingivalis e T. denticola) e esta
fortemente associado com bolsas periodontais profundas e sangramento a sondagem. Na
categoria do complexo laranja, determinaram as associagoes de F. nucleatum com as bactérias
P. intermedia, Prevotella nigrescens e Peptostreptococcus micros, relacionando suas
presencas com bolsas profundas, e sugeriram que esse grupo parece preceder a colonizagao do
complexo vermelho. O terceiro grupo, denominado complexo amarelo, contém cinco espécies
de Streptococcus. O quarto grupo, o complexo verde, apresenta associagdes de trés espécies
de Capnocytophaga, Campylobacter concisus, E. corrodens e A. actinomycetemcomitans e,

finalmente, o complexo roxo, Veillonella parvula e Actinomyces naeslundii.

1.1 FUSOBACTERIUM NUCLEATUM

Fusobacterium nucleatum ¢ uma bactéria anaerdbia estrita, Gram-negativa,
imovel, ndo esporulante ¢ uma das mais comuns nas infeccdo humana e animal. Segundo
Bolstad (1996), ¢ um patogeno encontrado na cavidade bucal principalmente nas periodontites
laterais e apicais e polpas necrosadas, podendo provocar também abscesso peritonsilar,
piomiosite, artrite séptica, abscesso hepatico, tlceras dérmicas, infec¢des intrauterina, do trato

urindrio, do pulmio e pleuropulmonar, pericardite e endocardite. Seu estudo ganhou
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importancia devido a sua capacidade de sinergismo com outros géneros e espécies nas
infecgOes mistas.

Até 1984, havia 10 espécies pertencentes ao género Fusobacterium, listadas
no Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica, sendo estas: F. necrogenes, F.
gonidiaformans, F. varium, F. mortiferum, F. russii, F. naviforme, F. perfoetans, F.
prausnitzii, F. necrophorum e F. nucleatum. Apés 1984, foram incluidas cinco espécies: F.
simiae, F. periodonticum, F. alocis, F. sulci e F. ulcerans; cinco subespécies: F. nucleatum,
subsp. nucleatum, vincentii, polymorphum, animalis e fusiforme, sendo ainda a espécie F.
necrophorum dividida em F. pseudonecrophorum e F. necrophorum subsp. necrophorum e
subsp. funduliforme. Dentre as fusobactérias, somente a espécie F. nucleatum realmente se
apresenta na forma fusiforme, ou seja, bacilos com as extremidades afiladas, quando na
coloracdo de Gram (MORAES, 2001).

F. nucleatum requer um meio de cultura rico para seu crescimento, ¢
geralmente cresce bem em meio contendo tripticaseina, peptona e extrato de levedura. E uma
das poucas espécies anaerdbias ndo esporulante que utiliza aminoacidos para catabolizar suas
fontes de energia. Segundo Dzink e Socransky (1990), bactérias do género Fusobacterium séo
dependentes de aminoacidos e geralmente utilizam para seu metabolismo lisina, metionina,
treonina e serina. Wyss (1993) concluiu que, para o crescimento de F. nucleatum, a
fenilalanina € essencial, porém o aspartato ndo, e o adocante aspartame pode ser usado como
fonte de fenilalanina. Segundo Buckel e Barker (1974), sdo a Unica bactéria Gram-negativa
capaz de fermentar o glutamato via 2-hidroxiglutarato. Essa bactéria ndo utiliza a glucose
como fonte de energia, mas sim na biossintese das moléculas intracelulares (SHAH;
GHARBIA, 1989a).

Segundo Bolstad (1996), o principal produto do metabolismo da peptona ou
de carboidratos por Fusobacterium ¢ o butirato, freqiientemente com acetato ¢ lactato e em
menor quantidade propionato, succinato, formato e alcoois de cadeias curtas. F. nucleatum
produz propionato a partir da treonina e ndo do lactato; ndo hidroliza a esculina, produz indol;
butirato, propionato e ions de amonio que inibem a proliferagdo dos fibroblastos da gengiva
humana, auxiliando assim a penetracdo da bactéria no epitélio gengival (BARTOLD et all.
1991).

A distribuigdo ecoldgica de F. nucleatum pode residir nas diferengas
nutricionais nos sitios em que esses organismos colonizam. Periodos de atividade patologica

coincidem com a liberagdo de aminoacidos e peptideos os quais constituem os primeiros
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substratos para seu crescimento, ¢ se originam da atividade hidrolitica tanto do hospedeiro

como da bactéria (SEDDON; SHAH, 1989; SHAH; GHARBIA, 1989 b).

1.2 F. NUCLEATUM NO PERIODONTO

A freqiiéncia de F. nucleatum na cavidade bucal varia de uma pesquisa para
outra. O local da coleta e/ou a metodologia utilizada podem influenciar no resultado final. No
estudo de Souto (2000), em 4.032 amostras, coletadas de sulcos gengivais (em seis sitios de
cada dente) de 25 pacientes com e sem doencas periodontais, com o minimo de 20 dentes
presentes, F. nucleatum foi prevalente juntamente com outras bactérias, como P. gingivalis,
B. forsythus, A. actinomycetemcomitans, T. denticola, assim como espécies ndo comuns a
microbiota bucal (A. baumannii, Enterococus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Bartonella sp).

Soler (1993), utilizando sonda de DNA em amostras coletadas de bolsas
periodontais de 20 pacientes adultos, com periodontite severa, detectou F. nucleatum, T.
denticola e Eikenela corrodens em todas as amostras.

Kamma (1994), em um estudo com 73 amostras, coletadas de sulcos
gengivais de 10 pacientes adultos, com peridontite, variando de moderada a severa,
verificaram que, cultivadas em anaerobiose durante cinco dias, as bactérias de maior
frequéncia foram P. gingivalis (91,7%), F. nucleatum (90,4%), Streptococcus intermedia
(87,7%) e B. forsythus (53,4%).

A presenga freqiiente de F. nucleatum, nas lesdes do periodonto, fez com
que Suchett-Kaye (1999) selecionassem quatro familias, sem placa dental e com gengivas
sadias sem bolsas periodontais, para um estudo. Observaram a alta ocorréncia de F.
nucleatum, com excegdo na crianga de 10 meses. Este estudo detectou a colonizagdo precoce
da bactéria na cavidade bucal, sugerindo que ¢ uma bactéria residente e, quando ocorre uma
doencga na gengiva, ¢ uma das primeiras a se instalar.

A presenga de F. nucleatum, em pessoas com gengivas sadias, foi também
observada por Avila Campos (2003), por meio de reagdo em cadeia de polimerase (PCR), nas
placas subgengivais de 50 pacientes (entre 18 a 65 anos de idade), com problemas

periodontais, e 50 pacientes (de 18 a 51 anos) com gengivas sadias, uma porcentagem de 96 ¢
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92%, respectivamente, ndo havendo, portanto, diferencas significativas. Nenhum dos
pacientes fazia uso de antimicrobianos, pelo menos trés meses antes das coletas das amostras.

Ao analisar culturas de amostras coletadas de cuspideiras e seringas de agua,
apods 40 minutos do ultimo paciente atendido, dos equipamentos odontolégicos da Clinica de
Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, Gaetti Jardim Junior
e Avila Campos (1997) constataram a presenga do F. nucleatum em 60% e 3,3%,
respectivamente. Os autores comprovaram a capacidade dessas bactérias anaerobias em se
manterem viadveis extra oralmente e em ambientes externos.

As mesmas bactérias encontradas nas periodontites também se fazem
presentes nas pericoronarites, que ¢ uma condicao inflamatoria bastante dolorosa. Acomete os
tecidos moles que revestem a coroa de dentes parcialmente erupcionados, em especial os
terceiros molares inferiores. A literatura aponta para a participagdo de microrganismos
residentes na cavidade bucal na sua etiologia, em especial os anaerobios obrigatorios, Gaetti
Jardim Junior e Pedrini (1997) analisaram 15 pacientes portadores de pericoronarite € 15
individuos sadios, de ambos os géneros na faixa etaria de 17 a 25 anos. As amostras foram
plaqueadas em agar sangue com hemina e menadiona, meios seletivos Omata e Disraeli e
TSBV e incubadas em anaerobiose a 37°C, por trés, quatro e dez dias, respectivamente. Nos
pacientes com pericoronarite foi detectada a presenca das seguintes bactérias e sua freqiiéncia:
bactérias de pigmentos negros (BAPPN) em 100%, F. nucleatum 100%, Peptostreptococcus
spp. 73,3% e A. actinomycetemcomitans em 20%. Nos individuos sadios, BAPPN estava
presente em 66,6%, F. nucleatum em 73,3% e Peptostreptococcus spp. em 53,3% das

amostras.

1.3 F. NNUCLEATUM NO ENDODONTO E PERIAPICE

Todas as bactérias que normalmente habitam a cavidade bucal tém
teoricamente, a capacidade de invadir o espaco do canal radicular dentario, durante ¢ apds a
necrose pulpar, para participar na infec¢do do canal e invadir os tecidos periapicais.
Entretanto, as bactérias presentes no canal radicular infectado, comparado com a microbiota
da cavidade bucal, sdo bastante restritas, e isto estad relacionado as pressdes seletivas
resultando na sobrevivéncia de certas bactérias e nao de outras (SUNDQVIST, 1994). Em um

estudo em 1992 com cultivo de polpas necrosadas de 65 dentes humanos que apresentavam
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radiograficamente radioluscéncia periapical, Sundqvist obteve um total de 353 cepas
bacterianas, com uma média de 5,4 cepas por canal e o isolado mais freqiiente foi F.
nucleatum com 48% de presenga. Nesse estudo, o autor observou uma associagdo positiva de
F. nucleatum com Peptostreptococcus micros, Porphyromonas endodontalis, Selenomonas
sputigena e Wolinella sp.

Rocha (1998) analisaram culturas de amostras coletadas de lesdes
perirradiculares de dentes humanos extraidos de 30 pacientes. Desses pacientes, 14 (46,7%)
procuraram o servigo de cirurgia, queixando-se de dor, enquanto 16 (53,3%) pacientes ndo
relataram dor. Nenhum dos pacientes fazia uso de antimicrobianos, no dia da consulta nem
nos ultimos 30 dias antes da coleta. Foram isoladas 137 cepas bacterianas que, em ordem
decrescente de freqiiéncia de isolamento de lesdes periapicais, foram: F. nucleatum, bacilos
Gram-negativos pigmentados anaerdbios estritos, Peptostreptococcus sp, Streptococcus mitis
e bacilos Gram-positivos ndo esporulados anaerobios estritos. F. nucleatum foi encontrado em
28 dos 30 casos estudados com uma freqiiéncia de 93,3%. De 14 casos de lesdo periapical
cujos pacientes relataram sentir dor, em 12 havia a presenca do F. nucleatum e bacilos Gram-
negativos pigmentados.

Brauner e Conrads (1995) obtiveram resultados diferentes, quando
analisaram 43 dentes humanos dos quais cultivaram amostras de 19 polpas que apresentaram
sintomas de pulpite e 24 granulomas periapicais de dentes extraidos. Em apenas um caso de
cada grupo F. nucleatum estava presente, representando 5,3 e 4,2%, respectivamente, das
bactérias encontradas.

No estudo de Iwu (1990) com cultura de amostras de granulomas periapicais
(confirmacdo histopatologica), coletadas durante curetagem periapical, apicectomia e
obturacdes retrogradas de 16 pacientes, a presenga do F. nucleatum ocorreu apenas em uma
amostra.

Wayman (1992) analisaram 58 lesdes perirradiculares, através de cortes
microscopicos e cultivos. Na andlise histopatologica, os autores diagnosticaram 41
granulomas, 16 cistos € um abscesso. Obtiveram 51 culturas positivas, porém observaram a
presencga de bactérias no estudo histopatologico em apenas oito casos. Nas culturas, obtiveram
cinco isolados mais comuns em ordem decrescente, Staphylococcus epidermidis, F.
nucleatum, Propionibacterium acnes, P. micros e Bacteroides gracilis. Dentre os anaerobios,
F. nucleatum foi observado em 15% dos isolados.

Kiilekei (1996) estudaram amostras de pus coletadas de 13 pacientes com

abscesso dentoalveolar que tinham recebido terapia antibidtica prévia, e as amostras foram
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cultivadas em anaerobiose. De 70 isolados, 38 (40%) eram microrganismos facultativos e 42
(60%) eram anaerdbios. F. nucleatum esteve presente em 7,1% de todas as amostras.

Gomes (1996) analisaram 70 dentes de pacientes (de 12 a 77 anos) com
sintomas e sinais distintos, como polpa viva e necrosada, canais previamente obturados, com
abscesso perirradicular, fistula e, na radiografia, apresentando alteragdo na regido do apice
dentario. As amostras coletadas foram cultivadas em anaerobiose por 14 dias para permitir o
crescimento de cepas de crescimento lento. Isolaram 242 cepas com 65 bactérias de espécies
diferentes. Os anaerobios, mais comumente encontrados, foram P. micros (14,2%), Prevotella
melaninogenica (6,4%), Prevotella oralis (5,2%), Eubacterium aerofaciens (4,5%), F.
nucleatum (3,9%), Prevotella buccae (3,2%) e P. intermedia (2,6%).

O estudo de Assed (1996) com 25 polpas necrosadas de dentes incisivos
centrais e laterais superiores com periodontite apical cronica, utilizando o método da
imunofluorescéncia indireta, detectou a presenga do F. nucleatum em 10 dentes (40%).

No estudo de Siqueira Junior (2001), através do método de hibridizagao
“Checkerboard DNA-DNA” com 27 amostras coletadas de abscessos perirradiculares
dentarios de pacientes adultos, no setor de emergéncia de trés hospitais do Rio de Janeiro,
cujos dentes eram acompanhados de dor e tumefagdo, a presenca do F. nucleatum foi 18,5%.
Utilizando esse mesmo método Moraes (2001) analisou 13 polpas necrosadas de dentes
monorradiculares com evidéncia radiografica de perda déssea perirradicular e encontrou F.
nucleatum em quatro (31%) dos 13 espécimes. Nesse estudo, o autor comparou outras
metodologias para detecgdo de F. nucleatum, que foram: técnica de PCR e culturas das
amostras. Detectou 15,4% e 10% respectivamente. Utilizando técnicas diferentes com as
mesmas amostras, o autor obteve resultados diferentes entre si e observou maior sensibilidade
de deteccao no primeiro método.

Em 2002, Rogas utilizou o método do PCR com primers de 16s rDNA em
material coletado de 22 dentes com polpas necrosadas e lesdes perirradiculares assintomaticos
e 19 com lesdes sintomaticas. A bactéria mais encontrada foi o T. denticola, com 77,3% e
80%, respectivamente. F. nucleatum nao foi detectado.

Debelian e Tronstad (1995) estudaram a probabilidade das bactérias
presentes nos canais radiculares se espalharem sistemicamente durante e apds as
instrumentagdes endodonticas. Analisaram amostras sanguineas de 26 pacientes, apresentando
dentes com polpas necrosadas e com periodontites apicais. Das bactérias encontradas no
interior do canal, F. nucleatum foi o mais freqiiente com 53,8% (14 dentes). Nas amostras

sangiiineas, coletadas durante o tratamento do canal, isolaram apenas em um caso
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Fusobacterium no sangue e 10 minutos apds o encerramento do tratamento endoddntico, ndo

observaram mais sua presenga.

1.4 ANTIMICROBIANOS PARA F. NUCLEATUM

A preocupacdo em eliminar F. nucleatum, nas doengas produzidas por esta
bactéria, tem levado varios pesquisadores a procura de um medicamento eficiente no seu
combate. No estudo de sensibilidade do F. nucleatum a antimicrobianos realizado por
ROCHA et al. (1998), com 16 amostras isoladas de lesdes periapicais, pelo método de
diluicdo em agar, recomendado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards —
NCCLS (1993), utilizando-se o meio de cultura Wilkins-Chalgren agar e os antimicrobianos:
penicilina G, eritromicina, tetraciclina, metronidazol e cefoxitina, verificaram que houve
resisténcia a eritromicina em 68,8% das amostras e 12,5% a penicilina. Para a cefoxitina,
tetraciclina e metronidazol, a concentrag@o inibitoria minima em 90% das amostras tiveram
valores abaixo da concentragdo critica.

O uso do metronidazol no combate a F. nucleatum foi bem sucedido por
Siqueira Junior (1995), em um caso clinico de infec¢ao persistente de abscesso perirradicular
com fistula ativa.

No estudo de Landucci (2003), utilizando 21 isolados de F. nucleatum de
polpas necrosadas e antimicrobianos (clorexidina, amoxicilina e metronidazol) pela
metodologia da concentragdo inibitéria minima, a clorexidina (84,21%) e o metronidazol
(78,95%) foram os que apresentaram maior suscetibilidade.

A eliminagdo de F. nucleatum e outras bactérias do interior dos canais
endodonticos também tem sido a preocupagdo de muitos pesquisadores. Estudo in vitro,
realizado por Ferreira (2002) utilizando bactérias anaerobias, (F.nucleatum, Prevotella
nigrescens, Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis) através da técnica de diluigdo em
caldo com diferentes solugdes irrigadoras e medicamentos utilizados no interior dos canais
como: digluconato de clorexidina 2%, detergente de mamona 10%, p-monoclorofenol
canforado e hidroxido de célcio 10%, observaram que todos apresentaram atividade contra as
bactérias analisadas, sendo o digluconato de clorexidina aquele que demonstrou melhor

eficiéncia.
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Sassone (2003) estudaram in vitro a atividade antimicrobiana do hipoclorito
de sodio (1% e 5%) e clorexidina (0,12% e 1%) utilizando as amostras bacterianas de
Staphylococcuss aureus, Enterococcus faecalis, E. coli, P. gingivalis e F. nucleatum por meio
do teste de contato. As solu¢des foram avaliadas em intervalos de tempos diferentes:
imediatamente, 5, 15 e 30 minutos ap6s o contato e repetido 10 vezes. O resultado
demonstrou que a clorexidina a 0,12% nao eliminou E. faecalis em todos os intervalos,
enquanto que na concentracdo de 0,5% e 1% de clorexidina e hipoclorito de s6dio a 1% e 5%
tiveram acdo antimicrobiana.

Siqueira Junior (1995) avaliaram a atividade antibacteriana de
medicamentos, usualmente utilizados como medicagdo intracanal nos tratamentos
endodonticos, como o paramonoclorofenol (PMC) canforado, PMC associado ao furacin e,
PMC aquoso a 2% e também, pastas de hidroxido de céalcio em agua destilada ou PMC
aquoso a 2% sobre bactérias anaerdbias (Porphyromonas endodontalis, P.gingivalis, F.
nucleatum, Propionibacterium acnes e B. fragilis). O método utilizado foi o teste de difusdo
em agar com as medidas dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano. O PMC canforado,
o PMC associado ao furacin e a pasta de hidroxido de calcio associada ao PMC apresentaram
os maiores halos de inibi¢cdo de crescimento bacteriano, principalmente frente as bactérias P.
endodontalis, P. gingivalis e F. nucleatum, em uma média aproximada de 25 mm de didmetro.
O PMC a 2% apresentou baixa atividade antibacteriana, evidenciada pelos pequenos halos de
inibicdo observados com excegdo de F. nucleatum que apresentou maior sensibilidade (13
mm) em relagdo ao préximo com halo de 3 mm. Nenhuma atividade antibacteriana foi
observada para a pasta de hidroxido de célcio em agua destilada.

No tratamento das periodontites, uma boa higiene associada com a remogao
mecanica das placas supra e subgengivais ainda sdo os métodos mais eficazes no combate aos
microrganismos. Para o controle da placa, a utilizagdo de anti-sépticos tem sido recomendada
como coadjuvante dos meios mecanicos. Anti-sépticos como PVP-iodine (ROSLING et all.,
2001); gluconato de clorexidina na forma de gel (VINHOLIS et all., 2001), de “chip” (GRISI
et all, 2002) ou solug@o para bochecho (SEGRETO et all,.1986); triclosan na pasta de dente
(BRUHN et all., 2002), e anmicrobianos como a amoxicilina e metronidazol (BUCHMANN
et all 2002) apresentaram-se bastante eficientes. Roldan (2003) associaram trés anti-sépticos
(clorexidina, cloreto de cetilperidinio e lactato de zinco) para reduzir a halitose, provocada por
bactérias anaerobias (F. nucleatum, P. intermedia e P. gingivalis) em pacientes sem
periodontites, e obtiveram bons resultados desse enxaguatorio bucal na redugdo significativa

dos microrganismos e conseqiiente elimina¢do do mau odor.
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Medicamentos alternativos como propolis, utilizada como agente
antimicrobiano no combate as bactérias periodontopatogénicas in vitro, foi estudada por
Gebara (2002) através de concentragdes seriadas pelo método de CIM. Verificaram que a
suscetibilidade do F. nucleatum a propolis foi com uma concentragdo menor, com apenas 0,25

[lg/mL, contra 14 [1g/mL para as bactérias S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e E. coli.

1.5 Viruléncia do F. Nucleatum

1.5.1 Adesao

As bactérias aderem aos tecidos do hospedeiro por uma interagao especifica
mediada por macromoléculas de sua superficie e que possibilitam sua unido as estruturas da
superficie das células do hospedeiro. A adesdo bacteriana ¢ essencial na colonizagdo e fixacao
durante o processo infeccioso em um hospedeiro suscetivel, sendo, portanto importante fator
de viruléncia dos microrganismos (HOLT; BRAMANTI, 1991).

As adesinas sdo proteinas localizadas na superficie da bactéria que mediam
sua adesdo ao substrato especifico como primeiro passo na coloniza¢do. As adesinas de F.
nucleatum podem ser detectadas pela hemaglutinagdo de ovinos e humanos (FALKLER
JUNIOR; HAWLEY, 1977); aderidas as células epiteliais da cavidade bucal, aos fibroblastos
gengivais e neutrofilos polimorfonucleares (FALKLER JUNIOR et al.,1982); e ao coldgeno
(XIE et al., 1991) e tém atividade hemolitica (FALKLER JUNIOR et al., 1983).

A adesdo de F. nucleatum em isolados de pacientes com periodontite, em
cultura de tecido epitelial in vitro, foi analisada por Babu (1995). Quando esse tecido epitelial
foi recoberto por fibronectina plasmatica purificada, apresentou adesdo bem como quando
recoberto por saliva humana, porém a adesdo ficou prejudicada quando foi retirada a
fibronectina da saliva. Foi analisada a adesao a superficie de vidro, recoberta com fibronectina
e outra com saliva. A adesdao ocorreu em ambas superficies sempre que a fibronectina estava
presente e teve influéncia da temperatura, obtendo melhor resultado a 37°C.

Em um estudo com cultura de células epiteliais de gengiva humana e células
KB, F. nucleatum apresentou capacidade de aderir e invadir os dois tecidos e estimulou a

producdo da interleucina-8 pelo tecido epitelial (HAN et al., 2000).
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Em F. nucleatum foi demonstrada a presenga de mecanismos de evasido ao
sistema de defesa do hospedeiro, por sua capacidade de aderir e provocar a apoptose das
células mono e polimorfonucleares sanguineas in vitro JEWETT et al., 2000).

Pode ocorrer também a adesdo do plasminogénio presente no soro humano
sobre a superficie externa do F. nucleatum. Na pesquisa de Darenfed (1999), a bactéria
demonstrou propriedade de transformar em plasmina esse plasminogénio, que € uma proteina
com capacidade de degradar tecidos e a bactéria utiliza esse artificio para aumentar a

capacidade de invasdo ao 6rgdo onde estd instalada.

1.5.2 Coagregacéao

Quando a bactéria adere a outra bactéria, o fenomeno ¢ chamado de
coagregacao, e esta interacdo ¢ definida como o reconhecimento entre superficies moleculares
de dois tipos de bactérias diferentes (KOLENBRANDER, 1988). Coagregacao ¢, portanto,
uma interagdo direta bactéria/bactéria altamente especifica, em que apenas alguns tipos de
células sdo capazes de se associar. O reconhecimento pode ser intragenérico (do mesmo
género), intergenérico (géneros diferentes) ou multigenérico (com trés ou mais géneros).

F. nucleatum participa tanto na adesdo ao hospedeiro como na coagregagao
as outras bactérias e desempenha um papel importante na rede de coagregagdo multigenérica
nas bolsas periodontais (KOLENBRANDER: LONDON, 1993), ndo ocorrendo coagregacao
entre espécies deste género (KOLENBRANDER et al., 1989). Estes autores descreveram
ainda a capacidade de F. nucleatum em coagregar com varias espécies de Selenomonas, e que
o quelante acido etileno diamino tetracético (EDTA) inibiu a coagregagdo de Fusobacterium
com outros Gram-negativos estudados.

Kinder e Holt (1989), num estudo in vitro com bactérias selecionadas
(Bacteroide gingivalis, F. nucleatum, Canocytophaga spp, Bacteréides intermedius, Wolinella
recta, Actinomyces viscosus) verificaram que a coagregacdo de B. gingivalis com F.
nucleatum foi a mais forte e evidente. F. nucleatum também interagiu seletivamente com
outras espécies subgengivais coagregando com A. viscosus e Actinomyces spp. Nesse estudo,
os autores verificaram que na coagregacao de B. gingivalis com F. nucleatum, o pH do meio
(5-10) ndo interferiu significativamente e na temperatura de 37°C foi atingido o méaximo. A

adic¢ao de fibronectina e fibrinogénio numa concentragao inferior a 300pug/mL ndo aumentou a
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porcentagem da coagregacdo. Incorporagdo de asialfetuina resultou em 35% de inibig¢do e
EDTA e EGTA a 5mM resultou em 100 e 80% em inibicdo, respectivamente. O pré
tratamento das bactérias (F.nucleatum e B. gingivalis) com enzimas pronase (protease XIV
de Streptomyces griseus), tripsina, proteinase, papaina, a-amilase e metaperiodato de sodio,
para verificar o efeito das enzimas sobre as proteinas ou carboidratos das superficies
bacterianas, resultou na inibi¢do da coagregacdo em presenca de pronase, metaperiodate de
sodio e a-amilase.

No estudo de Andersen (1998) com Helicobacter pylori, utilizando 79 cepas
bacterianas representando 16 géneros, isoladas na sua maioria da cavidade bucal, H. pylori
ndo apresentou coagregacdo com qualquer das cepas, exceto com o género Fusobacterium,
ocorrendo forte coagregagdo com quatro subespécies de F. nucleatum e F. periodonticum,
todos originarios da placa dental humana. F. nucleatum também coagrega com Streptococcus
salivarius (LEVESQUE et al., 2003).

A viruléncia de F. nucleatum foi testada em camundongos machos (Balb/c)
por Gaetti e Jardim Junior (2000), com inoculacdo intraperitoneal de 5x10° CFU/mL da
bactéria. Foram constatadas alteracdes patoldgicas no figado, sistema nervoso central, coracao
e rim com reagdo inflamatoria e congestdo vascular. Ocorreu morte em 61,2% dos animais
apos 48 horas quando eram utilizados isolados de pacientes com doencas periodontais, em
57,1% quando se tratava de pacientes saudaveis ¢ 60% quando inoculado F.nucleatum isolado
de macacos (Cebus apella). A utilizagdo de bactérias inativadas das mesmas fontes, nesse
experimento, também provocou a morte dos camundongos em 22,5%; 19,1% e 10,0%,
respectivamente, sugerindo a a¢do dos lipopolissacarideos (LPS) bacteriano na morte desses
animais. A inoculagdo do sobrenadante, livre de células, ndo apresentou letalidade aos
animais, porém provocou a perda de peso ¢ dos movimentos.

Ebersole (1995) avaliaram a viruléncia de diversos microrganismos
periodontopatogénicos e concluiram que tém habilidades distintas para promover patologias
individuais, podendo agir em sinergismo ou antagonismo, e levando a diferentes formas de
destrui¢do dos tecidos. Nesse estudo, P. gingivalis, F. nucleatum e T. denticola foram as
espécies mais virulentas causando lesdes associadas ao tecido conjuntivo, enquanto A.
actinomycetemcomitans e Campylobacter rectus estavam associados a lesdes no tecido
epitelial.

O sinergismo de F. nucleatum com outra bactéria foi observado também,

por Kuriyama et all (2000), onde a associa¢do deste com Streptococcus constellatus,
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inoculados em camundongos, provocou a morte dos animais, enquanto, inoculando-se as
bactérias separadamente ndo ocorreu morte alguma.

Muitos fatores podem influenciar a relacdo parasita‘hospedeiro nas
infecgoes. Um deles ¢ a suscetibilidade dos microrganismos ao soro humano que participa na
resposta de defesa contra invasdes microbianas. Gaetti, Jardim Junior, Avila Campos (1999)
utilizaram 80 cepas de F. nucleatum isolados de pacientes com alteragdo periodontal, sadios ¢
macaco prego, sendo 49, 21 e 10 isolados; respectivamente, para testar suas suscetilidades ao
efeito antibacteriano do soro humano. Os isolados de pacientes sadios apresentaram maior
suscetibilidade ao soro em 71,4% contra 53,1% e 60% dos pacientes com periodontites e
macaco prego, respectivamente. Este estudo sugere a maior resisténcia das bactérias
residentes em tecidos inflamados as defesas naturais do hospedeiro, porém, reforca a

propriedade antibacteriana do soro.

1.5.3 Enzimas como fator de vuruléncia

A incapacidade das proteases de plantas e animais de suprir a demanda
comercial mundial tem aumentado o interesse pelas proteases microbianas. Atualmente, ¢
estimado que 40% das proteases comercializadas sdo de origem microbiana. Para a produ¢ao
de enzimas de uso comercial, as microbianas tém sido preferentemente utilizadas devido a sua
diversidade, ao rapido crescimento desses organismos, ao cultivo em espagos pequenos e pelo
fato de poder manipular geneticamente para gerar novas enzimas com propriedades alteradas
que serdo utilizadas em vérias aplicagcdes (GODFREY; WEST, 1996).

A manuten¢do da vida celular depende da ocorréncia continua de um
conjunto de reacdes quimicas, que devem atender a duas exigéncias fundamentais: precisam
ser altamente especificas, de modo a gerar produtos definidos, e deve ocorrer em velocidade
adequada a fisiologia celular.

Como catalisadores, as enzimas aumentam em varias ordens de grandeza a
velocidade das reacdes e, por serem altamente especificas, no metabolismo primario,
selecionam, entre todas as reagdes potencialmente possiveis, aquelas que efetivamente
deverdo ocorrer. Geralmente ha uma grande diferenca de tamanho entre as moléculas de
enzimas ¢ as de seus substratos. As enzimas sdo macromoléculas proteicas e seus pesos

moleculares variam de 10.000 a alguns milhdes, enquanto o peso molecular dos substratos ¢
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muitas ordens de grandeza inferior. Embora a molécula enzimdtica como um todo seja
necessaria para o papel catalitico, a ligacdo com o substrato da-se apenas em uma regiao
pequena e bem definida da enzima. Esta regido a qual o substrato se liga ¢ chamada centro
ativo ou sitio ativo da enzima, sendo formado por residuos de aminoacidos e constitui uma
estrutura com forma definida, que permite a enzima “encaixar” no substrato. Como cada
enzima possui uma organizagao estrutural especifica, o seu centro ativo permite a ligagao
apenas do seu substrato, conferindo grande especificidade para a catdlise. As enzimas
proteoliticas sdo especificas para a hidrélise de proteinas, ndo atuando sobre carboidratos ou
lipidios, para cujas hidrdlises sdo necessarias enzimas proprias (MARZZOCO; TORRES,
1999).

A estrutura e a forma do centro ativo sdo uma decorréncia da estrutura
tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de provocar
mudangas conformacionais na proteina. Isso torna a atividade enzimatica dependente das
caracteristicas do meio, notadamente do pH e da temperatura. A maioria das enzimas
apresenta um valor de pH para o qual a sua atividade ¢ maxima — a velocidade da reagdo
diminui & medida que o pH se afasta do valor 6timo, que € caracteristico para cada enzima,
mas com freqiiéncia estd proximo do pH neutro. Como ocorre com a maioria das reagdes
quimicas, a velocidade da reacdo enzimatica, que a 0°C apresenta valores proximos de zero, €
favorecida pela elevacdo da temperatura. Acima de 50-55°C, a maioria das proteinas
globulares — incluindo as enzimas — ¢ desnaturada. As amplas variagdes de pH e temperatura
sdo pertinentes ao estudo da atividade enzimatica in vitro. Os seres vivos, entretanto, tém suas
reacoes ocorrendo em ambiente tamponado, ja que todas as células dispdem de mecanismos
de manuten¢do do pH (MARZZOCO; TORRES, 1999).

O estudo das reagdes enzimaticas e de uma série de propriedades das
enzimas baseia-se em medidas da velocidade da reag@o, que é diretamente proporcional a
concentracdo do reagente. O estudo das velocidades de reacdo e como elas mudam em
resposta a mudancas nos parametros experimentais ¢ conhecida como cinética. Para
estabelecer essa cinética, mede-se a velocidade inicial da reacdo e sua velocidade méaxima as
quais sdo diretamente proporcionais a concentragdo do substrato. A dosagem de enzimas ¢
sempre feita através da medida de sua atividade que ¢ avaliada pela velocidade da reagao que
a enzima catalisa. Para avaliar a eficiéncia das enzimas, utiliza-se a constante de Michaelis-
Mentem (Km), cujo valor indica a afinidade que uma enzima apresenta pelo seu substrato.
Quanto mais baixo é o valor do Km maior a afinidade da enzima pelo substrato

(MARZZOCO; TORRES, 1999).
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As proteases sdo classificadas de acordo com trés principais critérios: tipo
de reagdo catalisada; natureza quimica do sitio catalitico e relacdo evolucionaria com
referéncia a sua estrutura. As proteases sdo subdivididas em dois principais grupos:
exopeptidase e endopeptidase, dependendo dos seus sitios de acdo. A exopeptidase cliva a
ligagdo peptidica proxima ao terminal amino ou carboxi do substrato, sendo denominado de
amino ou carboxipeptidase, respectivamente. A endopeptidase cliva a ligacdo peptidica na
regido central do substrato. Com base na presenca do grupo funcional no sitio ativo, as
proteases sdo também classificadas em serina, aspartato, cisteina e metalo-proteases (RAO et
all 1998).

Entre as familias das enzimas proteoliticas, a das serina-protease ¢ a maior.
Sdo chamadas de serina aminoacidos quando o grupo hidroxil estd envolvido na ligag¢do e
catalise do substrato no sitio ativo e sao produzidas por varias bactérias, fungos, leveduras e
outros microrganismos. Nas cisteina ou tiol proteases, cuja atividade depende da integridade
do grupo SH no seu sitio ativo, o seu mecanismo de acao ¢ semelhante ao da serina proteases.
As metalo-proteases contém um ion metalico divalente no sitio ativo e t€ém os mais diversos
tipos de catdlise. Incluem enzimas de origens variadas como as colagenases dos grandes
organismos, toxinas hemorragicas de venenos de cobras e termolisina das bactérias. Foram
identificadas 30 familias de metalo-proteases das quais 17 contém apenas endoproteases, 12
contém exopeptidases e uma contém ambas, endo e exo peptidases. A colagenase foi a
primeira a ser descoberta em cultura da bactéria anaerobia Clostridium hystolyticum, como
um dos fatores toxicos da bactéria. A acdo da colagenase ¢ muito especifica, isto €, atua
apenas sobre colageno e gelatina e em nenhum outro substrato proteico. O mecanismo de
acdo das metalo-proteases ¢ ligeiramente diferente das demais. Essa enzima depende da
presenca da ligacdo do cation divalente e pode ser inativada pela didlise ou pela adi¢do de
agentes quelantes. Aspartato-proteases, geralmente conhecidas como proteases acidas, sdo
endopeptidases que dependem do residuo do acido aspartico para sua atividade catalitica. Sao
inibidas pela pepstatina (RAO et all. 1998).

As proteases executam grande variedade de fungdes fisiologicas complexas.
Sua importancia em conduzir fungdes metabolicas e regulatorias essenciais € evidente pela
sua ocorréncia em todas as formas de organismos vivos. As proteases t€m um papel critico em
muitos processos fisiologicos e patoldgicos, tais como o catabolismo protéico, coagulagdo
sanguinea, crescimento e migragdo celular, estruturagdo tissular, morfogénese no
desenvolvimento, inflamagdo, crescimento e metastase tumoral, ativagdo dos zimogénios,

liberacao de hormonios e peptideos farmacologicamente ativos, dos precursores de proteinas e
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transporte das proteinas secretdrias através das membranas. Algumas das principais atividades
em que as proteases participam sdo: turnover protéico, esporulacdo e liberagdo conidial,
germinagdo, modificagdo enzimatica, nutri¢ao e regulagdo dos genes de expressdo. Em geral,
as proteases extracelulares catalisam as hidrolises de grandes proteinas em pequenas
moléculas para subseqiiente absor¢do pelas células, enquanto as proteases intracelulares t€m
um papel critico na regulagao do metabolismo (RAO et al., 1998).

A viruléncia das bactérias ¢ decorrente de varios fatores. Além de estruturas
especificas da sua superficie que a protege das defesas do hospedeiro, e capacidade de
aderéncia e colonizacdo no tecido infectado, as bactérias possuem um arsenal de enzimas
hidroliticas que podem ser utilizadas por diversos meios para catabolizarem macromoléculas,
tanto para seu metabolismo como também para destruir barreiras encontradas no tecido do
hospedeiro para sua fixacao (RAO et all.,1998).

As bactérias Gram-positivas e Gram-negativas da microbiota do sulco
gengival elaboram uma série de enzimas que podem hidrolisar substratos encontrados no
epitélio e no tecido conjuntivo do periodonto. Assim, a presenga de varios microrganismos
com atividades proteoliticas no sulco gengival pode ser significativa, uma vez que varios
peptideos podem ser liberados, provocando aumento da permeabilidade capilar, migragdo
leucocitaria e dor (SCHULTZ HAUDT et all., 1953).

As proteases de bactérias patogénicas sdo fatores de viruléncia que podem
atuar como ativadores proteoliticos das procolagenases humanas a degradarem fragmentos de
colageno e participarem na destruicdo do periodonto dental (SORSA et al., 1992). Varios
estudos demonstraramm que as proteases liberadas por F. nucleatum podem degradar os
principais constituintes dos tecidos periodontais, incluindo coldgeno, fibronectina e laminina
(HOLT; BRAMANTI, 1991).

A importancia das enzimas no estudo in vitro de Uitto (1989), que
analisaram efeito direto de B. gingivalis em cultura de fibroblastos gengivais humanos e
também a acdo do extrato celular de B. gingivalis e a enzima tripsina-like purificada da
bactéria, demonstraram que a fibronectina (com peso molecular 220.000 Da) e algumas outras
moléculas glicoproteicas com peso molecular acima de 100.000 Da foram degradadas na
superficie celular pela protease de B. gingivalis. Nesse mesmo estudo, os autores verificaram
que a protease estimulou a secre¢do do ativador de plasminogénio e colagenase pelos
fibroblastos.

A produgdo de proteinases por patdogenos, como Candida albicans ¢

importante no processo de infeccao, pois € capaz de degradar varios substratos, tais como:
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queratina, colageno, albumina, fibronectina e hemoglobina (KAMINISHI et al., 1986).
Oliveira et all (1998) observaram a producao de fosfolipase e de proteinase por amostras de
C. albicans isoladas de 44 pacientes portadores de candidiase. Em outro estudo, a presenga de
fosfolipase, que ¢ uma enzima hidrolitica, foi observada em sobrenadante de cultura de C.
albicans (PRICE et all., 1982).

Ueno (1996) e Itow Jankevicius (1978) detectaram e caracterizaram a
presenga de enzimas nos extratos celulares de varios géneros de tripanossomatideos e
analisaram o papel dessas proteases no ciclo de vida desses isolados. Oliveira (2004)
caracterizaram uma aspartato-protease de tripanossomatideo de vegetais, responsavel pela
morte de insetos Veneza zonata (Hemiptera Coreidae) em 24 horas.

Estudos com o protozoario intestinal Entamoeba histolytica apresentaram
correlagdo entre viruléncia e a atividade proteolitica e a secregdo amebiana com o extrato
celular lisado (KEENE et all., 1990; GUIMARAES et al., 2003).

Qin (2000), estudando genes de Enterococcus faecalis ¢ sua expressao,
identificaram quais eram responsaveis pela producdo de gelatinase e serina proteases e
relacionaram essas enzimas com a viruléncia da bactéria.

Collin e Olsén (2003) citam a propriedade dos microrganismos patogénicos
de clivar imunoglobulinas do hospedeiro para escapar do sistema imune, através da produgdo
de enzimas. E descrita a producio de imunoglobulina A protease pelas bactérias
Streptococcus sanguis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae. Os autores
citam Streptococcus pyogenes produtor de varias enzimas, como a serina protease para clivar
o complemento C5a; a endo-b-N-acetilglicosamidase para hidrolisar a IgG; a cisteina
proteinase para clivar IgG e inibir a opsonizagdo da fagocitose; NAD-glicohidrolase para
alterar a migracao dos neutréfilos; arginina deiminase para atividade antitumoral e inibigdo da
proliferacdo de linfocito T; superoxido dismutase (SOD) para detoxificacdo do radical
oxigénio e cisteina protease para liberagdo de bradicinina, ativacdo da interleucina 13,
degradagdo do peptideo LL-37, clivagem da IgG, degradacdo de IgA, IgM, IgD e IgE e
liberacao de histamina pelos mastocitos.

As bactérias podem também ativar a producdo de enzimas, como a
gelatinase e colagenase, na bolsa periodontal por neutr6filos polimorfonucleares (PMN).
Essas células contém uma variedade de enzimas de largo espectro com capacidade hidrolitica
(WEISS, 1989). A presenga de microrganismo, ou seus produtos, pode induzir a liberacao das
enzimas lisossomais dos PMNs (PAGE, 1991; DING et al., 1995). Ding et al. (1997)

estudaram a capacidade fagocitica de PMN in vitro frente a bactérias (F. nucleatum, P.
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gingivalis e T. denticola) isoladas de pacientes e verificaram a liberacdo de metalo e serina
proteinases pelo PMN. F. muleatum demonstrou forte capacidade de disparar a libera¢do de
colagenase pelos PMNs comparado com T. denticola e P. gingivalis. Os sobrenadantes dos
PMNs, quando incubados com as trés cepas, também provocaram a liberacdo de gelatinase
pelas células. A atividade da elastase presentes nos sobrenadantes dos PMNs, quando
incubados com F. nucleatum, nos periodos de 5, 30, 60 ¢ 120 minutos, foi maior do que
incubados com P. gingivalis ou T. denticola.

Para bloquear a agdo das proteases, o hospedeiro possui defesas naturais e
os inibidores seriam uma delas, que agiriam na defesa das células, impedindo a acdo das
enzimas na destruicao tissular. Considerando que o inibidor ¢ produzido pelas proprias
células, elas os empregam no controle da velocidade de muitas reacdes, permitindo mudanga
das condig¢des fisiologicas e patologicas (MARZZOCO; TORRES, 1999).

A presenca e/ou produgdo por organismos vivos de inibidores de proteases
da propria célula ou para protease de origem estranha, ¢ um fator de regulagdo e protecdo para
a célula. Os inibidores estdo distribuidos nos mais diversos seres vivos, considerando que as
proteases sdo onipresentes, muito provavelmente os inibidores também o sdo (ITOW
JANKEVICIUS, 1978).

Atualmente os inibidores de proteases despertam grande interesse, em
particular, nas areas de parasitologia e microbiologia, pois muitos estdo relacionados aos
processos de invasdo e sobrevivéncia do parasita no hospedeiro (BLUNDELL et al., 1990;
McKERROW, 1988).

Inibidores de proteases sdo também utilizados no tratamento de doengas
inflamatorias e/ou infecciosas. Inibidores de proteases como a das familias serina e
metaloproteases tém papel importante em minimizar a progressdo das otites médias
(ANTONELLI et al., 2003). Pacientes tratados com alta terapia anti-retroviral, contendo um
inibidor de protease, podem reduzir risco de sarcoma de Kaposi e alguns tipos de linfomas
nao-Hodgkins (SGADARI et al., 2003).

Muitas vezes, ha necessidade de aferir a quantidade de uma enzima presente
em solugdes que contém também outras proteinas, como a dosagem de enzimas em plasma
sanguineo e outros fluidos corpdreos ou em extratos celulares. A dosagem de enzimas ¢
sempre feita através da medida de sua atividade, que ¢ avaliada pela velocidade da reagdo que
a enzima catalisa. Dada a especificidade das enzimas, essa medida ¢ possivel, mesmo na

presenca de outras proteinas.
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Devido a enorme gama de proteases existentes em microrganismos, sendo
muitas delas inespecificas aos substratos disponiveis e empregados na sua deteccao, o estudo
das atividades proteoliticas das enzimas intra e extracelulares das bactérias ¢ bastante
complexo O uso de substratos sintéticos e naturais ndo ¢ suficiente para identificar uma
protease, uma vez que um substrato pode ser degradado por varias proteases diferentes ou

uma protease pode degradar diferentes substratos (MARZZOCO; TORRES, 1999).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Considerando a importancia das proteases no processo patologico das
infecgoes dentérias, o objetivo foi detectar as enzimas proteoliticas de superficie, intra e
extracelulares de Fusobacterium nucleatum, utilizando células vivas, células lisadas e

sobrenadante de cultura celular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Otimizac¢do das condi¢cdes do ensaio enzimatico (pH, temperatura,
tempo da reacao, fonte de enzimas e concentragdao do substrato) sobre
os substratos sintéticos: N2-Benzoil-DL-Arginina-f-Naftilamida
(BANA), L-Cistina-DL-B-Naftilamida (Cys-Na), Glutamil-f-
Naftilamida (Glu-Na), Leucina-p- Naftilamida (Leu —Na), Lisina-[3-
Naftlamida (Lys-Na) e Serina-f-Naftilamida (Ser-Na).

» Otimizac¢do das condi¢cdes do ensaio enzimatico (pH, temperatura,
tempo da reagdo, fonte de enzimas, volume do substrato) sobre o
substrato N-carbobenzoxi-L-tirosina p-nitrofenil éster (CTN).

» Otimizac¢do das condi¢des do ensaio enzimatico (pH, temperatura,
tempo da reacdo, fonte de enzimas, volume do substrato) sobre o
substrato natural azoalbumina.

» Caracterizagdo das atividades proteoliticas através da agdo de
inibidores enzimaticos sobre os substratos sintéticos BANA, Cys-Na,
Glu-Na, Leu-Na, Lys-Na e Ser-Na.

» Caracterizacdo das atividades proteoliticas através da agdo de
inibidores enzimaticos sobre o substrato CTN.

» Caracterizagdo das atividades proteoliticas através da acdo de

inibidores enzimaticos sobre o substrato natural azoalbumina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA DE FUSOBACTERIUM NUCLEATUM

F. nucleatum ATCC 10.953 foi gentilmente cedido pelo Laboratorio de
Anaerdbios do Instituto de Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro. A
cultura foi realizada em meio TSB-PRAS (Soy Broth and Tripticase — Biobras preparado

como pré-reduzido) em presenca de CO,, a temperatura de 36°C durante 48 horas de cultivo.

3.2 OBTENCAO DAS CELULAS E SOBRENADANTE DA CULTURA

As células bacterianas (2x10'") foram centrifugadas a 3,86x10* g por 5 min
a 4°C e ressuspendidas em 1 a 3 mL de solucdo de NaCl 0,85% resfriada a 4°C. As células no
sedimento e o sobrenadante do meio de cultura foram utilizados para o estudo das atividades
proteoliticas. As células foram divididas em aliquotas para serem utilizadas uma parte no seu
estado integro e outra sonicada até a lise total das células com comprovagdo microscopica.

Os experimentos foram realizados em duplicatas, com trés repetigoes.

3.3 ATIVIDADES ENZIMATICAS

Para a determinacdo das atividades enzimaticas foram utilizados os
seguintes substratos sintéticos na concentracdo de 1mM: L-cistina-DL-3 naftilamida (Cys-
Na), L-Leucil B naftilamida (Leu-Na,), N2 benzoil-DL-arginina B naftilamida (BANA),
serina-B-naftilamida (Ser-Na) L-glutamil-B-naftilamida (Glu-Na), lisina-B-naftilamida (Lys-
Na ) (SIGMA); para a determinagdo da atividade esterasica foi utilizado o substrato

carbobenzoxi-L-tirosina-p-nitrofenilester (CTN) e finalmente o substrato natural,

azoalbumina a 1g% (SIGMA).
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A metodologia utilizada foi proposta por Goldbarg e Rutenburg (1959) para
a determinag@o enzimatica sobre os substratos aminoacidos sintéticos B—naftilamida que ¢ um
substrato para aminopeptidases.

A atividade esterdsica foi testada com o carbobenzoxi-L-tirosina-p-
nitrofenilester (CTN 0,1mM) como substrato e a metodologia descrita por Walsh e Wilcox
(1970).

A atividade sobre a azoalbumina foi determinada pelo método de Charney e
Tomarelli (1947). Este método ¢ baseado na hidrolise dos substratos, com a liberagdo do

composto diazotado, gerando cor alaranjada forte, mensurdvel no comprimento de onda de

440 nm.

3.4 OTIMIZACAO DAS REACOES

As reagdes para determinacdo das atividades enzimdticas, para cada
substrato utilizado, tiveram suas condig¢des otimizadas em relagdo a: pH, temperatura, tempo
de incubagdo, volume da fonte de enzimas e concentragdo do substrato.

Foram utilizados os seguintes tampdes para os substratos sintéticos: pH de
4,0 a 5,0 (Tris citrato), pH 5,5 a 6,5 (Tris maleato) e pH de 7,0 a 13 (Tris-HCI).

Todas as reagdes seguiram o procedimento abaixo, variando de acordo com
a determinag¢do de cada efeito desejado: pH (4,0 a 13,0, sendo 4,0 a 8,0 com intervalo de 0,5 e
acima de 8,0 com intervalo de 1,0), temperatura (15° a 70°C com intervalo de 10°C), tempo
de incubagdo (10 a 120 minutos com intervalo de 20 minutos), volume da fonte de enzima
(para o sobrenadante: 100 a 3000 uL. com intervalo de 100 uL e células: 10 a 100 uL com
intervalo de 10 ul) e volume de substrato (50 a 500 uL com intervalo de 50 uL).

Tubos Tampao Substrato H,0 Células
Controle 450uL - 250 pL 50 uL
Branco 450uL 250 uL 50 uL --

Teste 450uL 250 uL -- 50 uL
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Tubos Tampéo Substrato H20 Meiode  Sobrenadante
cultura
Controle 450uL -- 250 uL -- 2000 pL
Branco 450uL 250 puL -- 2000 pL --
Teste 450uL 250 uL -- -- 2000 pL

Foram utilizadas, para o padrdo inicial, as temperaturas de 36°C e tempo de
60 minutos até a determinagao dos valores 6timos.

Apos incubagdo, todas as reacdes foram interrompidas com 250 uL de 4cido
tricloracético (TCA) 20%, mantidas em banho de gelo por 15 minutos e em seguida
centrifugadas a 4°C por 5 minutos a 5000 r.p.m. Foram adicionados 500 pL de nitrito de
sodio a 0,1%, 500 pL de sulfamato de amonia 0,5% e 1000 uL de N-1-etilenodiamino di HCI1
0,05%. Com a hidrolise do substrato, ocorreu liberacao da B-naftilamida, a qual ao reagir com
0 N-1naftil etileno diamino di-HCI (reativo cromédgeno) gerou um produto de coloragdo azul,
o qual foi medido no espectrofotdometro (Pharmacia) em comprimento de onda de 580 nm.

Para a determinacdo da atividade enzimatica sobre o N-carbobenzoxi-L
tirosina p-nitrofenil éster (CTN), foi utilizada uma mistura de 3,0 mL de tampao Tris-maleato
(pH 7,0) com CTN (0,08 mM) e 1,3 mg de proteina célular. A reacgdo foi efetuada nas proprias
cubetas do espectrofotometro, pré incubando-se os reagentes separadamente a 36°C durante o
tempo usual de reagdo para evitar eventual degradagao espontanea do substrato. Os resultados
foram expressos em nanomoles de p-nitrofenol formado por mg de proteina por minuto.

Para a hidroélise do substrato natural azoalbumina, que resulta na liberagado

de composto diazotado, de cor alaranjado forte, que obedeceu ao seguinte procedimento:

Tubos Tampao H,0 Substrato Células
Tris-HCI
Controle 100 pL 100 pL - 200 pL
Branco 100 pL - 100 pL -

Teste 100 pL -- 100 pL 200 pL
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Tubos Tampéo Substrato H20 Meio de Sobrenadante
Tris-HCI cultura
Controle 100 ul -- 100 uL -- 2000 pl
Branco 100 ul 100 ul - 2000 pL --
Teste 100 pl 100 pl - - 2000 pl

Apos a incubagdo, as reagdes foram bloqueadas com 1,6 mL de acido

percloro acético (PCA) 5%, mantidas em banho de gelo por 15 minutos e centrifugadas (3000

rpm/3 min). Ao sobrenadante foi adicionado 1,6 mL de NaOH IN, seguido de repouso

durante 10 minutos e leitura espectrofotométrica a 440 nm.

3.5 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A dosagem de proteinas totais foi realizada segundo o método preconizado

por Bradfor (1976), empregando soro albumina bovina (BSA) como padrao.

3.6 ACAO DE INIBIDORES SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA

Foram testados os seguintes inibidores para:

» Serina e cisteina-proteases: leupeptina (1mM).

» Cisteina-proteases: iodoacetamida (1mM).

» Serina-proteases: aprotinina (0,09 pg/mL), fenilmetilsulfonil fluoreto

(PMSF 2mM), N-a-tosyl L-lisina clometil cetona (TLCK 2 mM) e N-

tosyl-1-fenilalanina clorometil cetona (TPCK).

» Metalo-proteases: orto-fenantrolina (2 mM), etileno diamino tetracético
(EDTA 10 mM), etileno bis tetracético (EGTA 10mM) e os sais (2mM)
acetato de Pb, Al (OH),, CaCO,, CoSOs4, CuCl,, Fe,SO4, HgCl,,

MnSOy, ZnSO.

» Aspartato-proteases: pepstatina (1,0 pg/mL).
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Os inibidores foram incubados com as células bacterianas (vivas/lisadas) ou
sobrenadante de cultura, durante 10 minutos sob as condigdes Otimas para cada substrato
estudado, e em seguida foram adicionados os substratos correspondentes para determinagao

da inibi¢ao da atividade enzimatica.
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ABSLERACT

Ihe presence at proteolymc activilies of e bacillus Fuscdferiem nucieiin, w35
determuned The Teaclieny wele ophsnized in their (], rempeamre, FEAGLILI T, ENEYTE SOUTL
and shalate voinme The syniherlc subsictes {4~ naphibey larmudes {Cvs-Ra. Ger-Ma, Leu-Ta, Gilu-
Pgg. Lya-Iow and BANA) carbobonay T-twosine peaitropiienylise (CTM) and Rl
suinsliate wevalbuman wers wwed. The reatmen of suporaatant vealy gnied wilk Lo 1n iy
celle, the 1esetisn pocurred wegl Cws-ba, Sor-Ma and Gilu-Ma, and wall the cedl besutes with Cilu-
~Ja, Leu-Wa and OTh substrates. The optimal pf smged from G0 1 T.% in all reacrivng, CRLUH
far CTH (pet 13, and the optimal tenpealurg K nbl fonls was belwscn 30 amd e The
aptmal reachen fime was G0 uINtes, exCEpR fen Gilu-Won with D cells (40 o), with the
el 1 lysates (230 win d, and OTh subsirate (B0 ming ™o activily s werth weoalbunnn, Ehe

Prosease wnibiticn detectd metallo sering, Gysteing and Aspuiians proleases

Keywords: Frsobaci=rimdi Bicieaiiie, peotenlylic BREymes, proledse irhitters, endodonis.
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INTRODUCITTON

Fusobackeinn erclvamen 14 Gram-negative siricdy wmeecebic hacteria and one of the
fie3t commuons Bucleriom w1 infachons i humans and snimeals Aecardsog to Babsiol (11,
I nwclcanm s paliogen feund in the veal cawaty, perivdunlils, pulpal and peritadiculac
wisepstes, aleo, pontonsilar abscesses, pyomiosiis, seplee acnus, hepanc alscesses, skin uleers,
intraoterine inigsion, wsnacy treet mischon, lung wfection, ponczidibg and endocardins N
frequenasy in thy ad oerohieta s 70 7% in penodaaritis (23 and 4855 in ibe endedontic canal (3]
amil hus Leew redated o gcute mlamisdocy chanpes m the penodantitis (1.5% s0d pulpal and
perigpical infeewons (6,75} 18 srudy grow moimparlance due 1o s syTussm abulery with allar
wornea wnd specics inomixed inlecuens.

The ecoloaic distrrbuon vl 0 aeckanmer can be sunbuoesd w the mumitienal dilleieoces
proseil w different sites colemuzed. Aming acids and popdades are the first subslrale Lnus aroath
(10 Periods ol pathalegic activine malch the release of aming acuds and peptcdes thrgh Lhe
liydridy e poteaty of Both the bas) and the bacteria (L1 EL),

Several sludies show thal e prowease refessed by 0 aosfearmr can deprade the main
components o perodental tisswes, moludmg collagen, Sl and  lawinm (3 The
pathageme bacleriom pretesses ars viulence factars tac can act a3 proteslytic acuvalods of
human procellazenases, degrade collapen fragment: and 1ake past o the destiuzbon of the: denl
periadorsiv i)

The Tew! has naweal defenses = bluck die action of proteases, bewng the inhibilons ue or
them, wiuet veould act in the deteose ol cells obstruvtmy 1he acion of enzymes 0 the Lsgus

destruation
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‘Y he prusease inhiiors rse gredd ntarest, in partivudar in he felds ol parslology wnel
micTolnlomy, SIS ATy ProTeiss die Tepurted in e paTasive masod and sunvival processes
in the hase 14, 15].

Ihe ponl of his paner wis 10 S5 e imira adnd exera cellulas protelylic gerelles ol Lhe

lclesia & ancleotes ad it inhbors,

MATERIALS AND METHODE
Cnlure of Fafotacierism ruoledree

The ATCC LFAT A mwcleomen sk was hudly provided by the Tabomcerio de
Angerdlos - Trsh de slcrobivomaUnivesidade Federal die R iz T,

Ihe coltrs was pedonmed w medinny TSH-PRAS {Soy Broth wud Iriplease — Mo bwhs
preoaced pro-educed ) in prosence of £ al 3040 1o 48 hones,

Obtentinn of cells and suliure sapernatant

‘Lhe bactarat cells 12x10") wure centrifuged at 356x10° o for 5 oin ar 490 and
yessuspended i 1 to § ol of sat:] st ©,83% The cell suspension md the culore medium
supemalanl wens wied for ke shely of the proteolylic astivities The cells were divaded in
aliquens, one part was used as whols cells, and the other was somcaled ynlil otal cell lvsis, wilk
e roseupe contivroation The exporinels were perfarmed in duplicate with e rupetitions.

Freymulic activilics

T delermire e enrpnate setiviies, the Lollonwdnge sy mtlichs subsmiles wore AR
vl comentation [-cystine-TV-[-naphlielamide (Crz-Mad, L Louey! [i—naphibedaimide (Leu-
Nal, N2 hoewseii-D-argming p-naphthylonsds (RANAG swone [3-rgphielamde tsem-Toa, L-

plutamyl-f-napbthylasde {Glo-MNal, lysme J-paphihylamide (Lys-Ma)  (slGhIAY, and e
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navural substmle axoalounnn ac | (S hGAD, T profeolytic activilies delernmation, wid o
devermnine (e estersic acinaty, n;arl_‘nubl:nzeﬁ},‘-L-T}.rmf_-.mc-p-nit-rnp]wl':y.-'h:s.ter 102 LMY was wsed.

‘The spevhed of Goldbarg awd Rulenbury [16) was used Lor e eneymatic sty
determuiation or he syniletic amms: acyd 3 swaphunylamide. hasced < the substrate hydrolesiz,
with |ke velpase of B-naphibvlmmde which, s 1t roncled with N-1oaftil et lone diwmine d-HUL
{ehitingen resctant], produced a blue colin, The Line-volered cesulieg product wis rrasurl
she am waelenath, -naphthe i de is a subshale for aminopepiidises. The osletasis actrily
wins tosled wilk carhubiezos vsL -ty rasine-fr- nrephemy lester JCTLT hmib) a5 3 substratu and with
e mehosoluey discibed by Walsh and Wikewe [ T

(he Chymey and Tomaelh (i8] method deszrmmmed Hie activily on azoglbumm. ‘This
metod 15 based an the substrate hydsolysis. aprh e release ol digrouesd compeund, Aty
o slrong wiange calay. meszmable al 0 nmwavetength

Optimisation of TeacLions

Uhia crsy A1 ACRiyILeE Tur anch swbstle used had b conditipd opienizod ezaning:
plLEd 0 1o 13 teruperiiuce Q15 L AR, incubation tirae (10 e 120 mmuses), ensyme suuret
volume (suprnglant. 190 0 30060 pl. and cells: 10 Eo 108 =1 and substiane e (51 @ 500
N1

Todal protein dosage

Phe lomal protsin dosage Wis perfiamed accordhag 1o e method of [radéed (191

caziplovy g boviee: seum alluumnin (BAR] 18 standard profam saluwi
Action of inhibitors i the CAZVImATC #ctivicy
The fullawaing uhibiuees were fosted: Laupesptin serme and cystoine prolslies milulairar,

t Toesy | -Phenylakaning £ rormethyl Kerone (TPCR 100 wanly inlnboter uf chynuotripsnt -
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like and serinc-protease; N-a-Teeyl-1-lyzine vhiloromethyl ketone (VLCR Znbd} = toypsi. i iy
and  senge-proteases  inhubmer:  4) Ihenanline {2mM) metallu-pratease ahibilo,
Indoacetantide {1 mbdl ewstoine-prereqsy whibiter Phanyhethylsalizay] fiyucde (PMEE 2
fdd]-sesine pralease inhalaior, Dithylene daromne tetracerie seud (ELYTA 10mMy und Ethylene bis
lemravchie [BGTA] - metallo-protease inhitnuar,  Aproune {209 pmmalp - SCTME-PRAGISE
wlimisen, Pepstmin §10 wgfmly — aspartate-paledss miibitor, and several salts wl 2o1M
comconlation Phoacetate, FauS0y, Cull, Mnsoy, 7nso, Cofily, Call, Hell AOH R
mutalio- pretese whibiters.

The inhibitns wers ncubarsl widy cobls ueang anl Lysorbe) L Culbme supema for 10
mamtes ander opnmisl conditiens for exch substeale studicd and wers e wlied woshe
comresponding substeate fon detemunadlen of Uhe enzymalic activily

EES1ILTS
Delerminaion of optimal reaction comlitions:
pll effeci: When The synthele subeirates BANA 20d Days-Na sl the nalual subsoare
wroalbnmsin were used, thete was no chramogenic change n e reaerivre of anulvesd samples
compag to conlol Pwathiu sbsnale), ot in the Superatnes, iving celis and cell byate,
deteruaing Tack of pralsalytic welivtics 0 the Tepclwns. Thete wis alse no acliciry in L
supemarants whet Cya-Ma. Su-ha. Leu-Ma andg 1N subshates yere used. Only whan Lilu-My
subalrate was used walll the supernawnt there was intemse chromesenic change Thers wis
Laeyrmatic activity when the g cells were wied for the Ces-ha, Ser-Ma and Gilu-Ma, 'Lhere
was chromogesic change m the soneaton-lysates colls i Tau-ha and Glo-Ma and CTH

sibaizanes. The pH camge was hetseen 68 and 8.0 for all dewarrminatens exeept TN {Talble 1)
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Teaperaiure effect: There was litie vanubon 0 this tteen under optima] conditions, rangine
feoem 30 [y 0% for the studied sanples [Tabhe 13,
‘Time effeet: Where Uiere was protenlytic sclvity, theie was p 60 minute Imearity in ceactians,
enept lor Ll Ka syihetic subsuace snd TN (Table 1)
Enzyme somree: Reaction happened in the supeinatin b by wlien {3l syndieric substrate
s el Lhere was a variatwon of $ ol dbe Glu-Na qod 150 il fen Uva-My and Ser-Na Aclivier
wis aplimal in the cell ysate when 1501 for Len-Ry anad 70 for Gdu-a wns used (Tablel )
Gopstrate volume: There was 1 300 13 inifomwly iy the lving ectl T all subsiales, whetcas
thute was varalwn ol the vell lysate with 250 b G Leu-Poa and 400 il v Gla-b aml CUM
iabie 1)
Ty iaric kinetics: Tn ehe erzymatic kinerics, the lvine colls showed s maximum velosty warth
lovaver valies (Uws-Roa &2 mbd Ser-Ma 0,16 mid, Cilu-Wa 0.5 shan the celk Tysawes (Lou-Ma
masml, ko Ba L Amdd) with gxception with O (D05mAYL and alan » fow Km in the
supeneiant with Gli-MNa substrabe (0,1 Zmhdh.
fuhibilor action: hetallo-rret=ase inhibives showed significant aclivities. when Len-sa, Cys-
Ko, Serha and Glu-Ma substrales wene w.ed, 1 doenasmg order Owaleine-prolease inhihikns
had higher activities: Lwa-Ma, Ser-dda, Teu-Ma and iy, in decreazing weder. Aclion was
ighuse with suimie-protcise mbubimoms when Cys-MNa substrate was sed, followed Ly Ber-ta,
Teu-Ma and Glu-Ma, Aspanales protsse mhibitoes wers quils seenifican w Cys-Ma aond Ser-Na
suberrate when living cells weve wead Clable 2)
DISCUSSI0N
‘Vhe anzyme dosige s always done dnough the measuremen al s activily, which

nasessed by lhe spead of the reaction cutalyesd By che enzyme Civen e specidioty of the
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cieyies, thas assessmont is pogalle even o the prezencs of sther protams (200 Due to the wile
Citize 87 cwishng promasss o uercelganizme, many al then unespecific e the avinlable
substrates cmpluyesd inois detection. the study of pruteolyle actvities of the bacterinin s wtcs
and exsracellular pronsdylic enzvmes is guite complex The use ab syntherie and majural
substrotes 15 nor envugh o sdenlily a proteass, ence s ubstrale can he degraded by sevemal
cliiTerent proteasas o @ protogsy can demade differen substraress.

Vwperimental stndies hove shown ehag dhe abrope drop i pll i the sivaenent can
sin ifivartly change the balawe ol ok micrabiolegio] conmuinnes, speaally of the bacteripm
Fonred 191 thee periodontul pockets. and £ sicluomes 19 e cxample o (210 The chanas inocha
ecrvirsmoent pll oeas also sipmfcantly affecl the encyme profile and, congogquendy, e
pallosenie perential of the becteriy such as Bactarokfes gmoivels (e Sogiromaiis
mingivens) whawh, inog plT arawnd 7.0, carespending to s healily gumne wroove, show an
EnFYATC acsivity {hvaluroanibee imd coblagenase) capable of degrading the conjunchve tiesee
(22h ln ot expeciment. witls he pid ronge berwveen 6.0 and B0 o the unlzalon of several
sibatrazes, e there within the poasible pH o owarialwans o owd ecpdusal shem was no
sipn-fieangeg distorones,

The pofuslinl o cells, showed W the & aucfearen samples, @ deorade Cvs-Ta,
Ser-Ma, and Ghe-Ma subsirutes demonstrared swfaes aminopeptidases. o1z pessible that the
decraoation of these subsiates was perfonned by dsdinel proesses, once the neaclion
optimizaticon resuls vaned widsby, Teu-Na and Glu-Ma subsieates also shows! ammapaenhidases
achivt i The wse BANA substrate as 8 diagnosucs lest 1o verify the presence of the Daelens
Frepomema depmcoke. Borplifomonas grpnefly ad  Hocreroifes persafiey m periodonbile,
cxeluding £ omeclewden: 1230 The law abeity of #0 anclecinm 1 hydmlyvee this sulsioate was

conhrroed Ty von study,
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The eprinal operaniee around 30 amd HFC i al) reactisns of swdicd egnuples idicate
hetter enwy maLic auiy ities Aroand Lhe fuman brely janpLrat & PG

The optimul time ol i) qownules i the roactions suzoest the cxlended enzyme aclivi
whia in contuet w le Tissues on Ihe quling site o the RS

| hrougn e delerminaTion, ML okt frcror m the sludy of the cnaymatic effivienuy
anh 1p s potentiEl, s povibhe 10 sy Ul e surface roTeases ol 7 piedcsan have aeis
efficienl proenlyi Aelvily than the mlacailuln preHeqses, which suwncsls that The by
haciecal cells, regurdin it enrvemAlic oolen, lave proler pafouersty hecuuse b s physacal
e o Lhe host™s thaswe

A pread b af subsLanses, peoerally calleel mbitns g rodlve the ermaymalic
qutiviny Some of Lhese cuhslanes are aoTmal cell constiem, ouers ure alien Lo the oTgunias
wincl s proseuce  eler queiderual of inengieaal - i thae wells cose siganficant chanaes an 1ls
menbolism, Booause b enzyTnatic acti partrrols the micooial bz Lhe possibality L&
aibibl emeymalie TEARTAL 15 A0 Of1en fietd or pharmace ool apphcatans The Taclomy al 4
single TeaCTHI0 deprives the o rganisi ol the proodoes of 1har reacTion, which would e the
capstrte ab 4 sobscyuent regelied . Tl uge of suveral whiloters i onr exporinent, aflcting m
uregler or lezser extent lhe wresmatie aorivaly ul 2 rea el conlirme the effestive action 1
o whibiars, stcl g4 the ones which uctel on snetalle-prorsres when thuy wame umed 1
ceaclions wath 1 ew Nu and Cys-Na, The metallo-protinses we dutecied by action al indnlafers
aih s BLTA, COLA, artha phesantoline s several wans, Rlanuuee 8 Rdarhy 124 conbm 1
importunce vl the prosenue of ons i Uoe physiolegy and wimslenue, buli g strucnnes el
janctions of prokareerss, w e revigion of Zn ke, The pesars ol gysleine-proleases 10 Lhe
livirsz culls wens conliomed Dy Lo pre-inculiabion with wdoaretamads e contromit ol of gemine-

pruvidises & e by getion of lenpepas, TiCE and TLO L intubisins, Tle presence of 434110
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profease i3 windlmed by action of pepsatin. Thus, the fur pratoses fournlk wn & weecdoaram with
lheir proteoltic actvities ¢an PLOmos dividual  pahologics, aclng synerpetically ar

smiapomistcally, dupending oo the mtunitors presan it che oval cavin
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