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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Biolégicas e da Saude na Contemporaneidade” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora, em seus 22 capitulos do volume
Il, apresenta a importancia do desenvolvimento de novas pesquisas nos ambitos da
saude e da natureza e ainda a relevancia da busca de novas terapias para o tratamento
de variadas patologias.

O desenvolvimento de pesquisas no campo da saude representa uma ferramenta
importante para a busca de novas estratégias para o diagnéstico, acompanhamento
do curso e tratamento de doencas. E na area da saide que a biotecnologia encontra
algumas de suas aplicagdes mais benéficas e abrangentes. Por meio de diferentes
vertentes biotecnologicas, como a producéo e atuacéo de organismos geneticamente
modificados; a engenharia genética, que permite qualquer tipo de alteracao em nivel de
DNA e experimentos empregando espécies vegetais e/ou compostos isolados para o
desenvolvimento de terapias alternativas e aprimoramento das terapias convencionais.

Atualmente a busca por novos compostos com atividade terapéutica é feita
majoritariamente através da experimentacdo de produtos naturais, uma vez que
muitos destes tém comprovadas cientificamente suas propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatérias, antineoplasicas, analgésicas, entre outras.

Desse modo, este volume Il apresenta artigos que tratam: das propriedades
antioxidantes de espécies vegetais como o alecrim e o cha verde; estudos
microbiolégicos e de toxicidade de espécies vegetais e animais; caracterizacdo de
acidos nucleicos e proteinas; emprego da engenharia genética para elucidacéo de
mecanismos de acéo e desenvolvimento e experimentagao de alimentos funcionais.
Assim, esta obra é dedicada aos pesquisadores da area de saude, que buscam reciclar
seus conhecimentos por meio de pesquisas relevantes e se atualizar perante as novas
tecnologias e descobertas cientificas e biotecnologicas aplicadas as areas da saude.

Portanto, esperamos que este livro possa estimular outros estudantes e
profissionais de saude ao desenvolvimento de pesquisas e estudos a fim de incorporar
a literatura referéncias atualizadas e possibilitar a aplicabilidade dos resultados dessas
pesquisas as praticas profissionais diarias.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
Maria Vitéria Laurindo
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RESUMO: Porphyromonas gingivalis é um
dos principais microrganismos envolvidos na
etiologia da periodontite. Induz a inflamacao,
mas também evade a resposta imune,
devido aos seus fatores de viruléncia, como
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gingipainas, HmuY e neuraminidase. Estudos
sobre a imunogenicidade de seus fatores de
viruléncia podem contribuir para o entendimento
da resposta do hospedeiro a infec¢cao. Dessa
forma, a presente revisdo aborda tais proteinas
e a relevancia de se utilizar ferramentas in
silico em estudos dos fatores de viruléncia
de P gingivalis, os quais podem esclarecer
a patogénese, a evolucéo e a influéncia em
condicdes sistémicas da periodontite, bem
como auxiliar a emissdo do progndstico da
doenca e o tratamento de casos refratarios.
PALAVRAS-CHAVE: doenca
resposta imune, imunoinformatica.

periodontal,

PORPHYROMONAS GINGIVALIS IN
PERIODONTITIS: WHY STUDY ITS
VIRULENCE FACTORS WITH IN SILICO
TOOLS?

ABSTRACT: Porphyromonas gingivalis is one
of the main microorganisms involved in the
etiology of periodontitis. It induces inflammation,
but it also evades the immune response, due
to its virulence factors, such as gingipains,
HmuY and neuraminidase. Studies on the
immunogenicity of its virulence factors may
contribute to the understanding of the host’s
response to infection. The present study aimed
to conduct a literature review to comprehensively
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investigate these proteins and the relevance of using in silico tools to investigations of P,
gingivalis virulence factors that can better clarify the pathogenesis and the progression
of periodontitis, as well as can help to determine the prognosis of the disease and the
more appropriate treatment in refractory cases.

KEYWORDS: periodontal disease, immune response, immunoinformatics.

11 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca multifatorial que acomete os tecidos de protecédo e
suporte do dente. Pode ocasionar a perda das unidades dentarias acometidas devido
a destruicao de fibras colagenas e a reabsor¢cdo do osso alveolar. Trata-se de uma
doenca progressiva, caracterizada clinicamente por inflamagé&o gengival, sangramento
a sondagem do sulco gengival, perda de insercao periodontal e do osso alveolar e por
bolsa periodontal (CATON et al., 2018).

Sua etiopatogenia esta relacionada a resposta imune inata e adaptativa diante
da presenca de um biofilme subgengival sinérgico e disbiotico (HAJISHENGALLIS
& LAMBRIS, 2012; HAJISHENGALLIS & LAMONT, 2012). A partir da interagdo do
biofilme disbiético no ambiente subgengival, podera ocorrer alteracao no equilibrio
da producao de mediadores inflamatérios e, assim, a progressdo da doenca (ZHOU
et al., 2017). Dentre os microrganismos patogénicos presentes no biofilme, destaca-
se Porphyromonas gingivalis, considerado um patégeno-chave na disbiose oral
(HAJISHENGALLIS, 2014).

O desenvolvimento de mecanismos especificos de interacdo do patégeno com
o seu hospedeiro (ABDI et al., 2017) fortalece a necessidade de compreender de que
forma as moléculas estruturais e metabdlicas sintetizadas por P. gingivalis contribuem
para o desenvolvimento da doencga periodontal (NAKAGAWA et al., 2006; GUO et al.,
2010; SMALLEY & OLCZAK, 2017). Do mesmo modo, justifica-se o estudo de moléculas
expressas pelo hospedeiro em resposta a infeccéo pelo periodontopatégeno, diante
da possibilidade da ocorréncia de dano tecidual (MOUTSOPOQULOS et al., 2012).

O estudo in silico € uma ferramenta capaz de auxiliar na compreensao das
interagcdes moleculares. Assim, tal abordagem pode ser utilizada para os fatores de
viruléncia, buscando alvos terapéuticos (CUENO et al., 2014) e buscando compreender
sua interacdo com o sistema imune do hospedeiro. As gingipainas, o sideréforo HmuY
e a neuraminidase sao exemplos de proteinas sintetizadas por P. gingivalis, as quais
sao consideradas fatores de viruléncia, contribuindo para sua capacidade de induzir
a periodontite (GUO et al., 2010; LI et al, 2012; CARVALHO-FILHO et al. 2016;
DASHPER et al., 2017).

Identificar peptideos com atividade imunogénica em tais fatores utilizando
abordagens in silicopode contribuir para a compreensao da influéncia do microrganismo
na etiologia e patogénese da periodontite, bem como para o entendimento dos
mecanismos de resposta do hospedeiro a infeccao. Dessa forma, a presente reviséo
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narrativa da literatura aborda tais proteinas e a relevancia de se utilizar ferramentas in
silico para estudo dos fatores de viruléncia de P. gingivalis.

2|1 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Porphyromonas gingivalis, microbioma oral e modelo in silico

Porphyromonas gingivalis € uma bactéria pertencente ao filo Bacteroidetes
(SHAH & COLLINS, 1988). E um bacilo Gram-negativo, anaerébio estrito, imovel,
proteolitico e forma colénias marrons ou negras em agar sangue (MAYER et al.,
2013). Linhagens de P. gingivalis tiveram seu genoma sequenciado para analises
comparativas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/714). A linhagem ATCC
33277 (isolada de gengiva humana) é considerada menos virulenta e é utilizada para
caracterizagdo patofisiologica do microrganismo (NAITO et al.,, 2008). Seu genoma
foi publicado (NCBI Reference Sequence: NC_010729.1), bem como, as sequéncias
de suas proteinas e de seus epitopos candidatos tém sido depositadas em bancos
de dados publicos online, como o do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e 0 do Immune Epitope Database (IEDB) (NAITO et al., 2008; BITTNER-EDDY
et al., 2013; LI et al., 2016; LEONE et al., 2018). O NCBI apresentou 7.320 itens
referentes a proteinas dessa linhagem e o IEDB apresentou apenas 53 epitopos, em
22 de junho de 2018.

Em estudos classicos, P. gingivalis foi agrupado no “complexo vermelho”,
junto a Tannerella forsythia e Treponema denticola. Esse grupo apresentou uma
forte relagdo positiva com os indicadores profundidade de bolsa periodontal e
sangramento a sondagem e teve sua colonizagcdo precedida pelos microrganismos
do “complexo laranja” (Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum,
Peptostreptococcus micros, Prevotellaintermedia, Prevotellanigrescens, Streptococcus
constellatus, Eubacterium nodatum, Campylobacter showae, Campylobacter
gracilis e Campylobacter rectus). O biofilme subgengival de individuos adultos com
periodontite exibiu uma proporcdo maior de espécies dos complexos vermelho e
laranja, as quais foram detectadas em maior numero em bolsas = 3mm. O biofilme
subgengival analisado apresentou contagem mais alta de P. nigrescens, P. intermedia,
T. forsythia e P. gingivalis. E os sitios que abrigavam P. gingivalis exibiram a maior
média de profundidade de bolsa periodontal. Além disso, P. intermedia e P. gingivalis
foram detectados em sitios supragengivais sem concomitante deteccao subgengival
(SOCRANSKY et al., 1998; XIMENEZ-FYVIE, HAFFAJEE & SOCRANSKY, 2000).

Desde entdo, os conceitos de sucessao microbiana e de interac&o reciproca
desenvolvem-se e enfatizam a importéancia do relacionamento entre os microrganismos
(quorum sensing), entres esses e 0 ecossistema bucal e entre esses e a respostaimune
do hospedeiro nadoenca periodontal. Taldesenvolvimento ocorreu, principalmente, com
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o auxilio dos métodos moleculares para acessar o microbioma oral e da bioinformatica
para analisar e ajudar a compreender os dados gerados (SOCRANSKY & HAFFAJJE,
2005; PLANCAK, MUSIC & PUHAR, 2015; GUVEN-MAIOROV, TSAI & NUSSINOV,
2017). Diante da complexidade do microbioma oral (PROCTOR et al., 2018), entender
como 0S microrganismos atuam sinergicamente em um mecanismo de disbiose oral
amplia nosso conhecimento sobre a doenca periodontal e suas implica¢des sistémicas.
Nesse cenario, P. gingivalis é considerado um patdégeno-chave por conseguir interferir
na simbiose oral (HAJISHENGALLIS, 2014; 2015; FLETCHER, 2018).

Sabe-se que modelos in silico sao utilizados para a compreensao de sistemas
biolégicos, bem como para selecionar, complementar e inspirar os experimentos
laboratoriais necessarios (KOLLMANN & SOURJIK, 2007; SETTY, 2014; BRODLAND,
2015). Nesse contexto, a imunoinformatica traz avancos na imunologia e pode
contribuir para a compreenséao da resposta imune (LEFRANC, 2014; QIU et al., 2018).
A imunoinformatica traz ferramentas que proporcionam uma andlise ampla dos fatores
de viruléncia de P. gingivalis e de outros patbgenos periodontais, além disso, contribui
para a compreensao da interacdo entre o microbioma oral e seu hospedeiro. A analise
in silico possibilita, por exemplo, a predicao e a selecao de peptideos imunogénicos
antes de serem sintetizados e testados quanto ao seu potencial biotecnolégico, o que
diminui os custos na prospecc¢édo de moléculas promissoras.

2.2 Porphyromonas gingivalis e seus fatores de viruléncia

Apenas uma minoria de espécies bacterianas possui a capacidade de causar
doencas em humanos e um numero relativamente pequeno de genes, 0s genes de
viruléncia, sdo responsaveis pela diferenca entre um patdgeno e outro microrganismo
nao patogénico estreitamente relacionado. Os produtos desses genes séo os fatores
de viruléncia (ALBERTS et al., 2010). Os fatores de viruléncia dos microrganismos
periodontais subdividem-se, basicamente, em fatores que promovem a colonizagéo;
toxinas e enzimas que degradam os tecidos do hospedeiro; e mecanismos que
protegem as bactérias patogénicas do hospedeiro (TEUGHELS et al., 2011).

Em sua interacdo com o sistema imune do hospedeiro, P. gingivalis apresenta
fatores de viruléncia que se destacam, tais como capacidade de internalizacao
em células n&o fagociticas, polissacarideos de superficie resistentes ao sistema
complemento, fimbrias, lipopolissacarideo (LPS), proteases (e.g. gingipainas)
que degradam moléculas sinalizadoras e citocinas (PRESHAW & TAYLOR, 2011;
DASHPER et al., 2017), a lipoproteina HmuY (CARVALHO-FILHO et al., 2016) e a
neuraminidase (XU et al., 2017). A resposta inflamatéria do hospedeiro decorrente da
infeccao por P. gingivalis tem como consequéncia o dano tecidual. Portanto, o estudo
do comportamento da célula humana diante do fator de viruléncia e a mensuragéo
dos niveis, locais e sistémicos, de moléculas pro e anti-inflamatérias sdo estratégias
empregadas na pesquisa em Periodontia (CARVALHO-FILHO et al., 2013; GUMUS et
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al.; KATO et al., 2014).

As proteases sao secretadas por P. gingivalis para prover nutrientes ao degradar
proteinas do hospedeiro, como proteinas estruturais (e.g. colageno), proteinas do
sistema complemento e anticorpos. As cisteinoproteases, denominadas gingipainas,
degradam componentes do sistema complemento, inclusive o fator B, contribuindo para
evasao da resposta imune (TEUGHELS et al., 2011; MAYER et al., 2013). Murakami
et al. (2004) observaram a diminuicdo da expresséo de alguns fatores de viruléncia
de P. gingivalis ATCC 33277, incluindo gingipainas, com o aumento da temperatura
de 37 a 40°C em cultura. Essa caracteristica pode contribuir para evasao da resposta
imune no sitio periodontal inflamado, visto que adotar um fenétipo menos inflamatério
favorece a sobrevivéncia de P. gingivalis.

Outro fator de viruléncia relevante, a neuraminidase (sialidase) é expressa por
patdgenos, incluindo P. gingivalis, para a aquisicdo de acidos sialicos a partir de
sialoglicoconjugados do microambiente (HONMA et al., 2011; GUALDI et al., 2012;
LI et al., 2012; KURNIYATI et al., 2013). Além de serem nutrientes, os acidos sialicos
séo incorporados a estrutura bacteriana, ajudando a mimetizar a célula hospedeira e
confundindo a resposta imune (LI et al., 2012; STAFFORD et al., 2012). Além disso,
assim como outros patdgenos (SHTYRYA et al., 2009; BANERJEE et al., 2010; FREIRE-
DE-LIMA et al., 2015), P. gingivalis pode utilizar a sialidase para seu mecanismo de
invasao celular.

Componentes estruturais e metabdlicos de P. gingivalis constituem fatores de
viruléncia que podem desencadear a resposta imune humoral em humanos. Individuos
com periodontite apresentaram niveis séricos mais elevados de IgG que reconhece
o extrato total sonicado de P. gingivalis e a proteina HmuY, enquanto individuos
sem periodontite exibiram baixa imunorreatividade para esses antigenos (FRANCA
et al,, 2007; TRINDADE et al., 2008; 2012a). O extrato total P. gingivalis constitui-
se, basicamente, em proteinas somaticas e de membrana. Tal extrato sonicado de
P. gingivalis ATCC 33277 e fragbes proteicas obtidas ap0s Fast Performance Liquid
Chromatography (FPLC) foram capazes de induzir resposta humoral em pacientes com
diferentes tipos de condicao periodontal e as fracbes cromatograficas apresentaram
distintos perfis de resposta em Western Blotting. Diferentes niveis de imunoglobulinas
A e G e subclasses de IgG foram encontrados em soros de individuos com gengivite
e periodontite (TRINDADE et al., 2008). O sequenciamento e a identificacdo de
peptideos antigénicos em fatores de viruléncia presentes nas fracdes cromatograficas
de P. gingivalis podem contribuir para a compreensao da influéncia deste patdégeno na
etiologia da doenca periodontal.

2.3 Fator de viruléncia gingipaina

As gingipainas sdo as principais proteases de P. gingivalis (GUO et al., 2010)
e uma das suas principais fun¢des é a aquisicao de ferro, um nutriente essencial
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para essa bactéria (SMALLEY & OLCZAK, 2017). Imamura (2003) revisou a funcéo
das endopeptidases trypsin-like de P. gingivalis, as gingipainas, na patogénese da
doenca periodontal, observando que elas contribuem para a evasao dos mecanismos
de defesa do hospedeiro.

As gingipainas pertencem a familia das proteases de cisteina, que utilizam um
sitio ativo da cisteina residual para catalise (BARRETT & RAWLINGS, 2001). Sao
denominadas Arg-gingipainas (RgpA e RgpB) ou Lys-gingipaina (Kgp) de acordo
com sua capacidade de clivar Arg-xaa ou Lys-xaa. Contudo, as gingipainas séao
multifuncionais, apresentando funcdes de adesdo, degradacdo tecidual e evaséo
das respostas do hospedeiro, além de contribuirem para a colonizacdo de outros
patdbgenos (TEUGHELS et al., 2011; MAISETTA et al, 2011; BAO et al., 2014;
BENGTSSON, KHALAF & KHALAF, 2015; CHAIYARIT et al., 2018).

Gingipainas promovem permeabilidade vascular através da liberacdo de
bradicinina, o que contribui para a producéo de fluido gengival e formacéo de edema
nos sitios periodontais infectados, suprindo a nutricdo bacteriana. Kgp € a principal
gingipaina envolvida na degradacéo de fibrinogénio, contribuindo para a tendéncia ao
sangramento da gengiva doente (IMAMURA, 2003). As gingipainas, especialmente
Kgp, atuam na degradacao de jungdes de adesao das células epiteliais, 0 que pode
contribuir para a invasao do tecido conjuntivo periodontal por P. gingivalis (KATZ et
al., 2002). Por essas e outras fungdes, Kgp € considerada um dos principais fatores
de viruléncia de P. gingivalis (de DIEGO et al., 2014). O gene kgp da linhagem ATCC
33277 codifica uma endopeptidase composta por 1723 aa, que pode ser clivada em
quatro cadeias - a subunidade catalitica e trés adesinas (39kDa, 15kDa e 44kDa) - e é
secretada no meio extracelular (http://www.uniprot.org/uniprot/B2RLK2).

2.4 A lipoproteina HmuY

A lipoproteina HmuY é especifica de P. gingivalis e anticorpos anti-HmuY n&o
reconhecem proteinas homoélogas em outros periodontopatogenos (OLCZAK et al.,
2010; SMIGA et al., 2015). HmuY apresenta-se associada & membrana externa de P,
gingivalis e € também excretada; sendo, promissoramente, estudada em sua atividade
imunogénica (OLCZAK et al., 2008; WOJTOWICZ et al., 2009; TRINDADE et al.,
2012a; TRINDADE et al.; CARVALHO-FILHO et al., 2013).

HmuY foi previamente revisada por Carvalho-Filho et al. (2016) e Smalley &
Olczak (2017). Assim como as gingipainas, € uma proteina diretamente envolvida na
aquisicao de ferro pelo patégeno, porém é produzida quando o nutriente se apresenta
em baixa concentragdo no microambiente (SMALLEY & OLCZAK, 2017). Em células
mononucleadas do sangue periférico humanas, HmuY é capaz de induzir morte celular
por apoptose tardia e necrose, induzir a producéo das citocinas IL-18 e IL-10 e inibir a
producéo de IL-8 (TRINDADE et al., 2012a; b).

Embora P, gingivalis seja tipicamente um patdgeno extracelular que induz niveis
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mais altos de citocinas IL-1j3, IL-6, IL-22 e IL-23 no hospedeiro (MOUTSOPOULOS et
al., 2012), tem a capacidade de invadir células ndo-fagociticas do hospedeiro como
um de seus fatores de viruléncia (OLSEN & PROGULSKE-FOX, 2015) e de sobreviver
em células fagociticas, utilizando a proteina HmuY no mecanismo de sobrevivéncia
em macréfagos (GMITEREK et al., 2016). Portanto, esse mecanismo de evasao da
resposta imune merece ser mais investigado do ponto de vista da resposta imune
intracelular.

2.5 A neuraminidase de Porphyromonas gingivalis

A neuraminidase é uma sialidase, enzima que reconhece residuos de acido
sidlico presentes nas glicoproteinas e nos glicolipideos das células do hospedeiro e do
microambiente. O acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac), o acido sialico mais estudado
como nutriente, possui atividade antioxidante pela reacao de reducao do perdxido de
hidrogénio (H,0,), atuando como limpador do H,O, em condigGes fisiologicas, podendo
neutralizar sua citotoxidade. Tal reacéo pode envolver o residuo presente na cadeia
glicidica e ocorrer em variacéo de pH (IIJIMA et al., 2004; 2007).

A adicdo de acido sialico, a sialilacdo, € uma das etapas da glicosilacédo, um dos
mecanismos de modificacdo de proteinas para regulacéo de sua atividade (NELSON
& COX, 2004a; b). Periodontopatbgenos como T. forsythia e P. gingivalis utilizam a
glicosilagédo de suas proteinas para evadir a resposta imune e, assim, persistir no
hospedeiro causando destruicéo periodontal (SETTEM et al., 2013).

Moncla et al. (1990) identificaram a atividade de sialidase em P. gingivalis
(ATCC 33277) ao estudarem anaerdbios Gram-negativos. No entanto, atualmente,
estudos da sialidase de P. gingivalis ainda séo escassos (XU et al., 2017; YANG et
al., 2018), comparados a estudos da gingipaina. Aruni et al. (2011) observaram trés
genes relacionados a atividade de sialidase no genoma de P. gingivalis W83; destes
PG0352 tinha sido anotado como gene hipotético para sialidase e foi confirmado apoés
suas analises in silico e in vitro. Aruni et al. (2011) e Li et al. (2012) alinharam as
sequéncias de aminodacidos codificadas pelo gene NanH presente em outras espécies
bacterianas, inclusive em T. forsythia, em busca de correspondéncia em P. gingivalis. O
alinhamento das sequéncias mostrou que a por¢ao C-terminal da proteina codificada
por PG0352 possui um dominio catalitico conservado de neuraminidase, que consiste
em um motivo RIP e trés motivos Asp-box (LI et al., 2012).

No estudo realizado por Aruni et al. (2011), observou-se que a atividade
dessa sialidase e das duas sialoglicoproteases relacionadas pode estar envolvida na
regulacao da atividade de gingipaina e de outros fatores de viruléncia. Com a alteracao
da expressao dos trés genes (incluindo PG0352), houve a diminuicdo da atividade
de gingipaina, provavelmente por deficiéncia na sialilagdo. O mutante para PG0352
utilizado por estes autores apresentou reducéo de 5% da atividade de sialidase. Li et al.
(2012) demonstraram que a inativagcao de PG0352 aboliu completamente a atividade
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de neuraminidase, 0 que sugere que a enzima codificada seja a unica neuraminidase
de P. gingivalis.

O gene PGO0352 (P. gingivalis W83) codifica uma exo-a-neuraminidase que
contribui para formacao do biofilme, para a biossintese da capsula bacteriana e para a
patogenicidade. Amutacao deste gene implicou naformagao de uma capsula deficiente,
tornando o patégeno mutante menos resistente a acdo do complemento. Além disso, 0s
patdbgenos mutantes apresentaram reduzida viruléncia em camundongos, apés injecéo
subcutanea (Li et al,, 2012). Mutantes isogénicos apresentaram mais sensibilidade
ao H,O, que o tipo selvagem e foi observada uma alteragdo na parede celular em
tais mutantes, enquanto que o tipo selvagem apresentou uma parede celular intacta
(ARUNI et al. 2011).

A neuraminidase codificada por PG0352 possui 526 aminoacidos, com
uma massa molecular predita de 58,5 kDa, além disso, apresenta um peptideo de
sinalizacdo em sua porcéo N-terminal, sugerindo ser secretada (LI et al., 2012). Sua
modelagem in silico permitiu classifica-la estruturalmente em BNR-neuraminidase
(ARUNI et al.,, 2011). O gene PG0352 corresponde a PGN_1608 em P. gingivalis
ATCC 33277 (Acesso GenBank: 6330303) (NAITO et al., 2008), cuja neuraminidase
também possui 526 aa (Acesso GenBank: BAG34127.1).

2.6 Peptideos antigénicos de Porphyromonas gingivalis

Antigeno € qualquer molécula ou patdbgeno capaz de promover uma resposta
imune, podendo ser um virus, um fragmento de parede celular bacteriana, uma
proteina ou outra macromolécula. Um antigeno complexo pode se ligar a diferentes
anticorpos e cada anticorpo ou receptor de célula T liga-se a uma estrutura molecular
particular no antigeno, chamada de determinante antigénico ou epitopo (NELSON &
COX, 2004c).

As células apresentadoras de antigeno (APC) expressam em sua superficie as
moléculas do MHC que se ligam a peptideos. A maioria dos linfécitos T reconhece
apenas peptideos lineares curtos, pois os receptores de antigenos das células T
CD4+ e T CD8*sao especificos para antigenos apresentados por moléculas do MHC.
Além disso, as células T reconhecem peptideos lineares e ndo determinantes de
conformacdo de antigenos proteicos. As CD4* reconhecem peptideos provenientes
de proteinas extracelulares, apresentados pelas moléculas MHC de classe Il (ROCHA
& NEEFJES, 2008;_VYAS et al., 2008).

Epitopos imunodominantes candidatos de gingipainas foram testados em
camundongos sob a hip6tese que tais peptideos, que se ligam ao MHC Il I-Ab, seriam
apresentados as células T CD4* durante a colonizagéo oral por P. gingivalis. As
sequéncias das proteinas Kgp e RgpA de ATCC 33277 foram analisadas para a triagem
desses peptideos com atividade imunogénica, os quais foram depositados no banco
de dados publico online IEDB (http://www.iedb.org/sourceOrgld/431947). O peptideo
na posicao 467-477 de Kgp (ID 190728), por exemplo, obteve resultado positivo para
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producéo de IL-17A e IFN-y quando injetado em Mus musculus (http://www.iedb.org/
epld/190728) (BITTNER-EDDY et al., 2013). Outros peptideos de Kgp de P. gingivalis
W50 (ID 170347 / 173279) foram testados em M. musculus BALB/c, seguindo-se por
reestimularao in vitro, com resultado positivo na proliferacédo de células T (3H-timidina).
O peptideo (ID 170347) também apresentou resultado positivo na producao de IFN-y
e de IL-4 (TAM et al., 2008).

Epitopos de Kgp e da neuraminidase de P. gingivalis ATCC 33277 foram
recentemente obtidos por analise in silico das sequéncias proteicas, testados e
depositados no IEDB (Kgp: reference ID 1032999 / neuraminidase: reference ID
1033135). Nesse estudo, todos os peptideos de Kgp testados foram reconhecidos por
IgG presente no soro e o peptideo Kgp12 fez melhor distincdo entre os grupos com
periodontite crOnica e sem periodontite. Os peptideos da neuraminidase apresentaram
baixo reconhecimento por IgG, o que pode ser favoravel para a permanéncia do
patdgeno no hospedeiro (SANTOS-LIMA et al., dados néao publicados). No IEDB, néo
foram identificados epitopos referentes a sialidase / neuraminidase de P. gingivalis até
a publicacao decorrente deste trabalho e HmuY ainda n&o possui epitopos depositados
até 07 de novembro de 2018.

O peptideo sintético Kgp12 conseguiu diferenciar individuos com gengivite
de individuos com periodontite quanto aos niveis de IgG. Em cultura de células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) humano, os peptideos Kgp12, 17 e 18
induziram baixas concentracées de IFN-y e Kgp12 foi capaz de diferenciar a resposta
entre individuos com e sem periodontite quanto a producéao desta citocina pois as CMSP
de individuos sem periodontite foram capazes de produzir maiores concentracoes da
citocina em presenca deste peptideo. Kgp12 também induziu a producéo de IL-6 e IL-
18 em CMSP dos mesmos individuos (SANTOS-LIMA et al., dados ndo publicados).

Embora se saiba que a ligagdo ao MHC seja necesséaria, mas nao suficiente
para o reconhecimento do epitopo pelas células T, o uso das analises in silico para
predizer peptideos imunogénicos mostra-se uma ferramenta Gtil para estudos de
imunogenicidade de patdgenos. A analise permite selecionar peptideos para a sintese
quimica e teste de imunogenicidade, reduzindo o tempo e o custo na busca por
resultados promissores. Identificar peptideos antigénicos em fatores de viruléncia de
P. gingivalis pode contribuir para a compreensao da influéncia do microrganismo na
etiologia da doenca periodontal, bem como para o entendimento dos mecanismos de
resposta do hospedeiro a infeccao, visto que tais peptideos podem ser sintetizados,
utilizados em experimentos que avaliem a imunogenicidade do patégeno e podem
ser ferramentas uteis em aplicagdes biotecnologicas para emisséo assertiva do
progndstico da doenca.

2.7 Triagem virtual

As técnicas de triagem virtual, através da utilizacdo de métodos computacionais,
também conhecidos pelo termo in silico, auxiliam na sele¢cdo de compostos organicos
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promissores do ponto de vista biotecnologico (e.g. novos farmacos) (RODRIGUES
et al., 2012; CUENO et al., 2014). Tais métodos podem ser amplamente aplicados a
imunologia das doencas periodontais na prospeccéao de marcadores moleculares para
diagnostico / prognéstico e de peptideos quimeras para candidatos vacinais; e para
compreender a resposta frente aos diversos antigenos.

O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de complexos do
tipo ligante-receptor permite a aplicacéo de estratégias de planejamento de farmacos
baseadas na estrutura do receptor (do inglés, Structure-Based Drug Design - SBDD).
Em contrapartida, quando a estrutura do alvo estudado néo é conhecida, métodos de
planejamento de farmacos baseados na estrutura de ligantes (do inglés, Ligand-Based
Drug Design - LBDD) podem ser utilizados, explorando propriedades e caracteristicas
de um conjunto de ligantes bioativos. O uso integrado dessas estratégias pode gerar
informacdes uteis no planejamento de novos farmacos uma vez que os conhecimentos
das estratégias se complementam (GUIDO, ANDRICOPULO & OLIVA, 2010).

Tendo em vista a priorizacdo de moléculas com afinidade frente a um
alvo molecular em estudo, € possivel utilizar as estratégias de aplicagéo de filtros
moleculares, triagens biolégicas automatizadas em alta escala (do inglés, High-
Throughput Screening — HTS) e a triagem virtual (do inglés, Virtual Screening — VS)
em bancos de dados de estruturas (e.g. ZINC) que agregam compostos, 0s quais
podem ser avaliados posteriormente através de ensaios bioldgicos (STERLING &
IRWIN, 2015). Entre as abordagens baseadas na estrutura de ligantes, os modelos
farmacoféricos tém sido empregados em estudos de triagem virtual (LIU, SUN & HU,
2012).

O farmacoforo inclui todas as principais caracteristicas envolvidas na interagéo do
ligante com o sitio receptor (RODRIGUES et al., 2012). De acordo com a definicdo da
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), um modelo farmacoférico
consiste em um conjunto de caracteristicas estéricas e eletrénicas necessarias para
garantir as interagdes intermoleculares ideais com um alvo bioldgico especifico e
modular uma resposta bioldgica (WERMUTH et al., 1998). Os modelos farmacoféricos
podem ser derivados de abordagens baseadas na estrutura do alvo ou em ligantes,
dependendo da disponibilidade da estrutura tridimensional do sitio ativo do alvo. A
elucidacéo de um modelo farmacoférico envolve trés estagios principais: geracéo de
possiveis modelos usando métodos baseados em estrutura ou ligantes; preparacéo
da base de dados para a avaliacdo e avaliagao dos modelos farmacoféricos (BRAGA
& ANDRADE, 2013). Alguns programas como Catalyst, GALAHAD™, GASP e
LigandScout séo utilizados para a geracdo de modelos farmacoforicos.

Na construgdo do modelo farmacoférico baseado em ligantes, sdo utilizadas
moléculas com atividade bioldgica conhecida, que funcionam como moldes para
a triagem em bases de dados de novas entidades quimicas com algum nivel de
similaridade fisico-quimica e mecanismo de acao com estes moldes (RODRIGUES et
al., 2012). O modelo farmacoférico é construido através da sobreposicao de uma série
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de compostos ativos que reinem caracteristicas essenciais para a atividade (YANG,
2010).

Os célculos de acoplamento molecular, por sua vez, consistem em estratégias
baseadas na estrutura do receptor que permitem avaliar e diferenciar as diversas
conformacdes e orientagcdes que um mesmo ligante pode adotar no sitio do alvo, assim
como estimar a afinidade de ligacdo dos complexos ligante-receptor (RODRIGUES
et al., 2012). Essa estratégia pode ser dividida em duas etapas principais: busca
conformacional e pontuacéo das conformacgdes geradas (DIAS & AZEVEDO, 2008;
HUANG & ZOU, 2010). Os métodos de busca podem ser divididos em métodos
sistematicos (e.g. construcdo incremental); métodos estocasticos (e.g. algoritmo
genético, Monte Carlo) e métodos de simulacao (e.g. dinamica molecular) (KITCHEN
et al., 2004).

Os métodos sistematicos utilizam algoritmos que exploram os graus de
liberdade das moléculas, normalmente, através de sua construgdo incremental
através da fragmentacao inicial da molécula no sitio receptor. A simulagcéo se inicia
com o posicionamento de um fragmento do ligante, denominado ancora, no sitio
ativo do alvo molecular (RODRIGUES et al., 2012). O programa DOCK utiliza um
método sistematico de construgdo incremental, no qual as orientagbes dos ligantes
séo exploradas através da imagem negativa na superficie do receptor. A imagem é
gerada na superficie de acesso ao solvente com a sobreposicéo de esferas, das quais
sao selecionadas aquelas que representam o sitio ativo da proteina (BROZELL et al.,
2012). O programa Surflex-Dock (JAIN, 2003) também é um exemplo desse método.

Os métodos estocasticos de busca permitem mudancas aleatérias, geralmente
alterando um grau de liberdade da estrutura por vez. Exemplos de métodos estocasticos
séo o método Monte Carlo (MC) e os algoritmos genéticos ou evolutivos (BROOIJMANS
& KUNTZ, 2003), os quais permitem simular operacdes genéticas, como mutacdes
e recombinacdes. A conformac&o de uma molécula deve ser representada de modo
a permitir que um processo evolucionario de mutagdo e selecao ocorra. Ou seja,
todas as informacdes de angulos de torcao de ligacées de uma molécula (“gene”) sao
armazenadas como uma sequéncia numérica (“cromossomo”) (RODRIGUES et al.,
2012). Os programas Autodock Vina e GOLD s&o exemplos da utilizacéo do algoritmo
genético como estratégia.

As funcbes de pontuacédo podem ser classificadas em trés tipos: (1) funcdes
baseadas em campos de forca, (2) fungcées empiricas e (3) fungcdes baseadas no
conhecimento (CHENG et al., 2012). (1) As funcbes baseadas em campos de forca
utilizam os potenciais de campos de forga classicos para calcular as interagdes
intermoleculares néo covalentes, de acordo com os potenciais de Lennard-Jones
(interacOes estéreas) e de Coulomb (interacdes eletrostaticas) (SCHULZ-GASCH &
STAHL, 2003). Afuncéo Grid Score € um exemplo da aplicacao dessa abordagem. (2) As
funcbes empiricas calculam a energia livre global através da introducao de parametros
de ajuste que multiplicam termos que descrevem a energia de interacao, ligacoes
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de hidrogénio, contribui¢cdes entrépicas... (ELDRIDGE et al., 1997; HUANG & ZOU,
2010; CHENG et al., 2012). Programas como o AutoDock4, EADock e GOLD utilizam
essas fungodes. (3) As funcbes com base no conhecimento calculam as interagées do
ligante com a macromolécula como a soma de dados estatisticos dos potenciais de
pares atdmicos de ligacéo entre o alvo e o ligante. Esses dados sao obtidos a partir
de complexos cristalograficos proteina-ligante ou ligante-ligante (CAPRA et al., 2009).

Uma vez que as interagdes com alvos moleculares sao de natureza dinamica e,
portanto, a flexibilidade é uma caracteristica crucial para a identificacdo do modo de
ligacéo, as simula¢des de Dindmica Molecular (DM) séo capazes de descrever uma
variacao do comportamento molecular (conteudo da estrutura secundaria, orientacao
de cadeias laterais, conformacao de alcas e energia de interacdo entre diferentes
moléculas) em funcdao do tempo. Segundo a IUPAC, a DM é um procedimento de
simulag@o que consiste na computacédo do movimento dos atomos em uma molécula
ou de atomos individuais ou moléculas em soélidos, liquidos e gases, de acordo com as
leis de movimento de Newton (VERLI, 2014). Um dos pacotes de programas gratuitos
de alto desempenho para realizacédo das simulagdes de DM é o GROningen MAchine
for Chemical Simulation (GROMACS) (ABRAHAM et al., 2015). O campo de forca
GROMOS53A6, presente no GROMACS, é adequado para ser aplicado quando se
deseja analisar um sistema solvatado, como o das proteinas globulares, pois seus
parametros foram especialmente otimizados considerando o célculo da energia livre
da solvatacdo das cadeias laterais dos aminoacidos (OOSTENBRINK et al., 2004).
A avaliacdo de uma simulacdo de dindmica molecular pode ser realizada através de
médulos disponiveis no pacote GROMACS 5.1.2, como rms, rmsf, gyrate e Hbond.

Em outra abordagem de triagem in silico, pode-se predizer peptideos
imunogénicos ao longo de uma sequéncia proteica, os quais podem ser sintetizados
e testados in vitro e in vivo, reduzindo o tempo e o custo na busca por peptideos
promissores. O IEDB (VITA et al., 2015) possui ferramentas gratuitas como a MHC-I/
Binding Predictions (http://tools.immuneepitope.org/mhcii/), a qual emprega diferentes
métodos para predizer epitopos que se liguem ao receptor MHC de classe || (WANG
et al., 2008; 2010).

Os métodos aqui descritos representam abordagens para compor estudos dos
fatores de viruléncia dos patdgenos associados a periodontite, buscando compreender
ainteracao entre os patdgenos e o sistemaimune do hospedeiro (patogénese, evolugcao
da doenca), gerando potenciais marcadores para o progndstico (e. g. o peptideo
sintético Kgp12, o qual conseguiu diferenciar individuos com gengivite de individuos
com periodontite quanto aos niveis de IgG) e triando alvos terapéuticos especificos
para serem usados em casos refratarios, como em Cueno et al. (2014). Apds a analise
in silico de um fator de viruléncia, os peptideos promissores sintéticos (MACHADO et
al., 2004), capazes de ser reconhecidos por anticorpos humanos e de induzir resposta
imune em cultura de células humanas, podem auxiliar no estudo do fator de viruléncia

e na busca pelo entendimento da patogenicidade de P. gingivalis.
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31 CONSIDERACOES FINAIS

Os fatores de viruléncia abordados apresentam influéncia na resposta imune
do hospedeiro diante de P. gingivalis. Abordagens in silico para explorar a relacao
antigeno / hospedeiro com menor custo e com maior eficacia podem contribuir
para a compreensao da influéncia do microrganismo na patogénese e na evolucéo
da periodontite, bem como para o entendimento dos mecanismos de resposta do
hospedeiro a infeccéo.
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