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INTRODUCAO

A periodontite cronica é uma inflamacdo progressiva do periodonto, caracterizada
clinicamente por inflamacdo gengival, sangramento a sondagem, perda de insercdo
periodontal e do osso alveolar e por bolsa periodontal (CATON et al., 2018). Sua etiologia
estd relacionada a exacerbagdo da resposta imune inata e adaptativa diante da presenca de um
biofilme subgengival sinérgico e disbidtico. Dentre os microrganismos estudados, destaca-se
Porphyromonas gingivalis, considerado patdégeno-chave na disbiose oral (HAJISHENGALIS
& LAMONT, 2014). Em sua interacdo com o sistema imune do hospedeiro, P. gingivalis
apresenta fatores de viruléncia, tais como as gingipainas, suas principais proteases (GUO,
NGUYEN & POTEMPA, 2010).

As gingipainas apresentam capacidade de adesdo, degradacdo tecidual e evasdo das respostas
do hospedeiro. Sao moléculas que promovem aumento da permeabilidade vascular através da
liberacdo de bradicinina, o que contribui para a produgdo de fluido gengival e formacdo de
edema nos sitios periodontais infectados, suprindo a nutricao bacteriana IMAMURA, 2003).
Elas estdo envolvidas, especialmente a Lys-gingipaina (Kgp), na degradacdo de juncdes de
adesdo das células epiteliais, o que pode contribuir para a invasdo de tecido conjuntivo
periodontal por P. gingivalis (KATZ et al., 2002).

Identificar e analisar peptideos com atividade imunogénica em Kgp pode contribuir para a
compreensdo da influéncia do microrganismo na etiologia da doenga periodontal, bem como
para o entendimento dos mecanismos de resposta do hospedeiro a infecg¢ao.

A predicdo de peptideos imunogénicos por bioinformética tem sido uma ferramenta util para
estudos de imunogenicidade do patégeno (BITTNER-EDDY et al., 2013). Tal andlise in

silico possibilita a identificacdo na sequéncia proteica dos peptideos com potencial
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imunogénico, os quais, apds a sintese quimica, tornam-se promissores para aplicacdo
biotecnoldgica.

Assim, peptideos sintéticos de Kgp, obtidos a partir da andlise in silico da sua sequéncia de
aminodcidos, capazes de ser reconhecidos por IgG humana especifica, podem auxiliar no
estudo deste fator de viruléncia e na busca pelo entendimento da patogenicidade de P.
gingivalis.

Diante do exposto e por ser a periodontite uma doenca de alta prevaléncia na populacao
mundial (OPPERMANN et al., 2015), que pode levar a diversos agravos na saude do
individuo (DYKE & WINKELHOEFF, 2013; CATON et al., 2018), torna-se necessario o
estudo dos mecanismos de interacdo entre o patégeno e o hospedeiro, para o melhor

conhecimento da patogénese da doenca.

MATERIAL E METODOS

1. Coleta do sangue periférico e obtencao das amostras de soro

O sangue dos participantes da pesquisa foi coletado por pun¢do venosa na fossa antecubital,
seguindo as recomendacdes publicadas pela Sociedade Brasileira de Patologia Clinica /
Medicina Laboratorial (2009).

Foram utilizados tubos para coleta a viacuo (BD, SP, Brasil), obtendo-se 5 mL de sangue em
tubo com ativador de coagulacdo, a partir do qual foi obtido o soro apds centrifugacdo por 10
minutos. O soro foi conservado a -20°C.

2. Diluicao do peptideo

O peptideo K17 foi sintetizado pela empresa Aminotech Pesquisa e Desenvolvimento Ltda
(Diadema - SP). A solubilizac¢do do peptideo liofilizado foi realizada em tampao de trabalho
carbonato-bicarbonato 0,5 M (pH = 9,6) e as aliquotas foram armazenadas a -20°C.

3.Teste de imumorreatividade

O ensaio ELISA (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay) foi utilizado para avaliar a
imunorreatividade do peptideo sintético K17 ao anticorpo IgG humano, através da
mensuragdo indireta dos niveis de IgG no soro dos participantes. O extrato bruto sonicado de
P. gingivalis foi utilizado como padrao.

O soro foi aplicado em pocos da placa de microtitulagdo contendo o antigeno (peptideo K17)
aderido. Apds lavagem da placa, o anticorpo anti-IgG humano conjugado a uma peroxidase
foi aplicado. Apds lavagem, a presenca de peroxidase ligada ao complexo foi observada
mediante a adicdo do substrato cromogénico (H>O,-OPD). A concentragdo de IgG foi

mensurada por leitura da densidade 6tica (D.O.) em leitor de ELISA padrao.



4. Analise estatistica

Apos observar a imunorreatividade, a andlise estatistica foi utilizada para verificar a diferenga
dos niveis de IgG entre o grupo com periodontite cronica e grupo sem periodontite. Foi obtido
um quociente entre as médias da D.O. obtidas para cada grupo (Média Grupo PC/Média
Grupo SP). Quanto maior o quociente obtido, maior a diferenca do nivel de IgG entre os
grupos. O programa SPSS foi utilizado para gerenciar o banco de dados e para a andlise dos

valores de D.O.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A imunorreatividade do peptideo sintético K17 foi observada nos dois grupos e a diferenca
entre os grupos foi de 1,6 na concentracdo de soro 1:100 (Grafico 01); tendo assim uma
producdo de IgG contra K17 60% mais elevada nos individuos portadores de periodontite

cronica avaliados.
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Grifico 01: Coeficiente entre as médias dos niveis de IgG anti-K17 obtidas para cada
grupo (Média Grupo PC/Média Grupo SP). Brasil, 2018

O peptideo K17 foi reconhecido por IgG especifica presente no soro dos participantes. O
extrato bruto sonicado de P. gingivalis foi utilizado para comparacao.

O coeficiente encontrado nos imunoensaios feitos com K17 e soro 1:100 (1,6) foi
ligeiramente maior do que aquele encontrado com o extrato de Pg e soro a 1:250 (1,5). K17 se
mostrou capaz de induzir uma resposta de IgG nos individuos com periodontite 60% maior
que nos individuos sem a doenca. Esta taxa cai para 50% quando foi utilizado o extrato bruto
de Porphyromonas gingivalis, antigeno cuja inducdo de IgG ja vem sendo demonstrada na
literatura (TRINDADE et al., 2008; FRANCA et al., 2007).

O extrato bacteriano dispde de uma variedade de antigenos com potencial de ligacdo a
IgG, ofertando aumento substancial nas leituras de ELISA também nos individuos sem

periodontite, muito provavelmente em razdo de uma maior chance da ocorréncia de reagdo



cruzada, o que é minimizado quando proteinas ou peptideos isolados sdo empregados no teste
(TRINDADE et al., 2008; TRINDADE et al. ,2012).

Para confirmar estes resultados, ensaios utilizando amostras isoladas para a avaliagdo da
resposta imune humoral, bem como testes com cultivo celular (empregando K17) deverdo ser

realizados.

CONSIDERACOES FINAIS

O peptideo K17 possui potencial imunogénico e foi selecionado para utilizacdo em estudos in

vitro subsequentes.
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