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ABSTRACT.- Dutra LS., Kanoe M. & Blobel H. 1986. [Enzymatic and endotoxic activities of
bacteria isolated from periodontal lesions of calves with *‘Cara inchada”.] Atividades enzimati-
cas e endotoxicas de bactérias isoladas de lesdes peridentdrias da ‘“‘cara inchada™ dos bovinos.
Pesquisa Veterindria Brasileira 6 (2): 59-63. Institut fiir Bakteriologie und Immunologie, Justus
Liebig-Universiat, Frankfurter Str. 107, D-6300 Giessen, W.-Germany.

Bacteria isolated from periodontal lesions of calves with “cara inchada” were examined for
enzymatic and endotoxic activities. Black-pigmented cultures of Bacteroides produced
deoxiribonuclease, collagenease, chondroitin sulfatase, fibrinolysin, gelatinase, hyaluronidase,
lipase and protease. Trypsin-like proteolytic activities were demonstrated in cultures of
black-pigmented asaccharolytic Bacteroides that were also high producer of collagenase.
Actinomyces israelii, A. pyogenes and Fusobacterium nucleatum showed weak production
of hydrolytic enzymes. Biological activities of lipopolysaccharides extracted from Bacteroides
melaninogenicus, Bacteroides spp. and F. nucleatum were examined by the ability to produce a
Shwarzman-reaction in rabbits. Endotoxic lipopolysaccharides from F. nucleatum had higher
biological activities than those from Bacteroides. These findings suggest a possible role of the
bacterial enzymes and endotoxins in the development of periodontal lesions in young cattle.

SINOPSE.- Estudos foram realizados para determinar as ativi-
dades enzimdticas e endotoxicas de bactérias isoladas de lesdes
peridentdrias de bezerros com ‘“‘cara inchada”. Amostras “pig-
mentadas™ de Bacteroides hidrolisaram o maior nimero de
substratos, produzindo desoxiribonuclease, colagenase, sulfato
de condroitinase, fibrinolisina, gelatinase, hialuronidase, lipase
e protease. Atividade proteolitica semelhante 4 da tripsina foi
observada nas amostras assacaroliticas de Bacteroides, que fo-
ram também mais ativas na produgdo de colagenase. Actino-
myces israelii, Actinomyces pyogenes e Fusobacterium nu-
cleatum foram pouco ativos na produgdo de enzimas hidroliti-
cas. Atividade biologica de lipopolissacarideos extraidos de
Bacteroides spp., B. melaninogenicus e F. nucleatum foi testa-
da pela capacidade de produgdo da reagdo dérmica de Shwarz-
man em coelhos. Endotoxina de F. nucleatum foi mais ativa,
quando comparada com a de Bacteroides. Os resultados suge-
rem uma possivel participagdo de enzimas e endotoxinas bacte-
rianas no desenvolvimento das lesGes peridentdrias da ““cara
inchada” dos bovinos.
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INTRODUCAO

“Cara inchada” (CI) é uma doenga peridentdria que acomete
bezerros mantidos em determinadas dreas de pastagens recém-
formadas, nas regioes Centro-Oeste e Norte do Brasil. A doenga
caracteriza-se por uma lesdo peridentaria progressiva, uni- ou
bilateral, tendendo para uma periostite cronica ossificante,
com afrouxamento e perda dos dentes premolares e molares, e
abaulamento 6sseo maxilar (Dobereiner et al. 1974). Em casos
avangados os animais apresentam um mau estado nutricional,
causado pela incapacidade em se alimentar, e podem morrer
por inani¢do. A doenga pode incidir mais que 60% dos animais
em fase de denti¢cdo, nos primeiros anos apds a abertura
de pastos novos em éareas de derrubada, ou pastagens cultivadas
do cerrado, com tendéncia a diminuir no decorrer do tempo.

A etiologia da CI é desconhecida. Fatores alimentares e nu-
tricionais tem sido citados como possiveis causas determinan-
tes no seu aparecimento (Ddbereiner et al. 1975, Dobereiner et
al. 1976, Rosa et al. 1976). As lesdes da CI ndo ocorrem, no
entanto, sem a presenga de determinadas bactérias anaerobias
Gram-negativas. Recentemente Blobel et al. (1984), realizando
estudos bacteriologicos das lesdes peridentdrias em 23 bezer-
108, isolaram Bacteroides melaninogenicus, Bacteroides bivius,
Fusobacterium nucleatum, Actinomyces (Corynebacterium)
pyogenes e Actinomyces israelii. Embora repetidas inocula¢des
intra-gengivais de 4. pyogenes e B. melaninogenicus em bezer-
ros ndo provocaram lesdes semelhantes 8 da doenga, ndo pode
ser descartado uma possivel participagdo de bactérias no seu
desenvolvimento.

O aciimulo e produg@o de enzimas, toxinas e outros produ-
tos metabolicos por bactérias anaerobias Gram-negativas no
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sulco gengival sgo considerados fatores primdrios importantes
na etiologia de doenga peridentdria no homem (Loe et al. 1965,
Ellinson 1970, Slots 1982) e nos animais (Lindhe et al. 1973,
Slots & Hausmann 1979). Estas bactérias ndo invadem, de uma
maneira geral, o tecido peridentirio, mas elaboram uma série
de produtos que podem participar direta-ou indiretamente
na destruicdo de tecidos (McDonald et al. 1960, Socransky
1970, Page & Schroeder 1976, Slots & Genco 1984).

O prop6sito deste trabalho foi o de verificar a produgédo *
vitro” de enzimas hidroliticas pelas principais espécies de bac-
térias isoladas de leses peridentdrias da CI, assim como a ativi-
dade bioldgica de endotoxinas extraidas das bactérias anaero6-
bias Gram-negativas.

MATERIAL E METODOS

Bactérias

As amostras de bactérias foram isoladas de lesGes peridentarias de
acordo com a metodologia descrita por Blobel et al. (1984). Bidpsias
das lesSes de 5 bezerros, com CI, mantidas em N7 liquido, foram pla-
queadas diretamente em meio de cultura CDC enriquecido com hemina
(5 mg/m), vitamina K (0,5 mg/ml) e 5% de sangue desfibrinado de
carneiro. Os cultivos foram examinados apds 5-7 dias de incubagdo a
379C, quando mantidos em anaerobiose (Gas Pak, Becton Dickinson,
Cockeysville, Maryland, USA), e de 2-3 dias quando em microaerobiose.
As colonias isoladas dos cultivos primérios foram mantidas como cultu-
ras puras através de repetidos subcultivos semanais. A identificagdo foi
feita considerando-se as caracteristicas apresentadas pela coloragdo de
Gram, morfologia, crescimento em aerobiose e anaerobiose e reag3es
bloqufmlcas (API 20 A, API- System S.A., Montalien, Vercieu, Fran-
¢a), de acordo com os critérios descritos por Holdeman et al. (1977).
As amostras de Actinomyces foram identificadas segundo Buchanan &
Gibbons (1974) e Hartwigk (1980).

Testes enzimdticos )

As atividades enzimdticas determinadas no presente estudo foram
qualitativas. O teste para verificar a produgio de desoxiribonuclease
(DNase) foi realizado segundo Porschen & Sonntag (1974). Bactérias
foram plaqueadas em DNase-agar5 e, apds o periodo de incubagdo, cer-
ca de 3 ml de uma solugdo 1 N de HC1 foram pipetados uniformemente
na superficie do meio de cultura. Produgio de DNase resulta numa hi-
drélise do DNA em frages nucleotideas, que ndo sdo precipitadas pelo
HC1, formando-se assim uma zona clara em torno das coldnias.

Os testes para produgdo de sulfato de condroitinase e hialuronidase
foram realizados pelo crescimento das bactérias em BHI-agar6, conten-
do um ou outro substrato (Smith & Willet 1968). Acido hialurdnico? e
sulfato de condroitina’ foram incorporados ao agar numa concentragdo
de 400 mg/ml. A precipitagdo dos mucopolissacarideos intactos foi feita
com uma solugdo.2 N de 4cido acético.

O método utilizado na detecgdo de fibrinolisina foi o descrito por
Hentschel & Blobel (1968). Fibrinogénio8 foi acrescentado numa con-
centragdo de 3 mg/ml em Tryptic soy-agar?. Atividade fibrinolitica foi
caracterizada pela formagdo de um halo claro em torno das coldnias,
apds a incubagio.

Gelatinase e lipase foram determinadas, respectivamente, pela lique-
fagdo da gelatina e pela desintegragio de tributirina contida em Trybu-
tirin-agar (Holdeman et al. 1977). Protease foi determinada em Heart
Infusion-agar? contendo 1% de caseinato de sddio (Wilkstrom et al.
1981). Para determinagdo da atividade proteolitica semelhante 3 da
tripsina foi utilizadoBANA7 (N-Benzoyl-DL-Arginine-2-Naphtylamide)
como substrato (Laughon et al. 1982). De acordo com a metodologia
descrita, este teste foi realizado em aerobiose e com periodo de incuba-
¢do de 18 horas.

Quando bactérias anaerdbias foram testadas para as atividades enzi-
maticas acima descritas, as placas foram mantidas em anaerobiose por 5
dias a-370C. As amostras de A. pyogenes foram incubadas 72 horas em
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microaerobiose (379C). Todas as amostras foram testadas em duplica-
tas; e Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Enterococcus spp. ¢
Clostridium spp., pertencentes a colegdo do Instituto de Bacteriologia e
Imunologia, Giessen, serviram como controles.

Atividade colagenolitica foi determinada preliminarmente, em todas
as amostras isoladas, pela inoculagdo das bactérias em 10 mlde Trypti-
case-yeast extract (TYE) contendo 10.mg de- colégeno (tipo I) insold-
vel (Mayrand & Grenier 1985). Apds 14 dias de incubagdo em anaero-
biose, o conteiido de hidroxiprolina no sobrenadante foi determinado
segundo Mitoma et al. (1959). As amostras positivas foram recultivadas .
em TYE e submetidas 4 um processo de extragdo do componente bacte-
riano responsavel pela atividade enzimdtica, de acordo com a metodologia
descrita por Hausmann & Kaufman (1969). Placas contendo colégeno7
(tipo III) como substrato foram preparadas segundo Wellish et al.
(1984); e a especificidade do teste foi confirmada com tripsina’ (50
meg/ml). Colagenase de Clostridium histolyticum? (100 mcg/ml) foi
utilizada como controle positivo. Liquefagio do colageno apds 3 horas
de incubagdo a 379C foi considerada como reagio inespecifica.

Endotoxinas

Lipopolissacarfdeos (LPS) foram extrafdos de Bacteroides spp., B.
melaninogenicus e F. nucleatum segundo o método de extragio por
fenol e dgua (Westphal et al. 1952) modificado por Sazaki (1979). Fo-
ram utilizadas duas amostras de cada espécie de bactéria, escolhidas ac
acaso. Para o teste bioldgico, 5 mg de LPS foi dissolvido em 2,5 ml de
uma solugdo salina isotonica (0,85% NaCl) e sonificado por 2 minutos
a 00C para homogeinizagdo. Dilui¢Ges das suspenses de LPS (1 mcg —
1000 mcg em 0,5 ml de salina) foram inoculados via intra-dérmica na
linha mediana do abdomen de coelhos brancos com pesos variando en-
tre 1,5 e 2,0 kg. Apés 24 horas das injegdes preparatorias, os LPS ho-
mologos (100 mcg/kg) foram inoculados via intravenosa, para provoca-
¢d0 da reagdo dérmica de Shwarzman. Os controles foram feitos com
inoculagdo intra-dérmica de solugdo salina. As leituras foram realiza-
das 4, 7 e 24 horas ap0s as inje¢Ges provocativas.

RESULTADOS

Foram isoladas das lesdes peridentdrias de S5 bezerros com CI
um total de 58 amostras de bactérias pertencentes aos géneros
Actinomyces, Bacteroides e Fusobacterium. Todas as 31 cul-
turas de Bacteroides isoladas formaram coldnias pigmentadas
de preto ap6s 5-7 dias de incubagd@o em anaerobiose e foram
classificadas, na sua maioria (18), como Bacteroides melanino-
genicus. As 13 amostras pertencentes ao grupo melaninogeni-
co, mas que nfo fermentaram nenhum dos agucares testados
nas reagdes bioqufmicas, foram denominadas Bacteroides spp, .
Fusobacterium nucleatum (9 amostras), Actinomyces israelii
(8) e Actinomyces pyogenes (10) ocorreram em todas as lesoes
examinadas, mas em nimero menor que bactérias do géne-
10 Bacteroides.

Os resultados dos testes enziméticos estio resumidos no
Quadro 1. As atividades enzimdticas que ocorreram com maior
freqiiéncia nas amostras de bactérias testadas foram DNase e
protease. Com exce¢do do BANA (tripsina) todos os outros
substratos foram hidrolisados por no minimo duas das bacté-
rias presentes nas lesdes.

Fa. BBL Microbiology Systems, Cockeysville, USA.
Fa. Merck, Darmstadt, RFA.

Fa. Sigma, St. Louis, USA.

Fa. Deutsche Kabi, Miinchen, RFA.

Fa. Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA.
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Fig. 1. Reagdo dérmica de Shwarzman em coelho produzida por LPS de Fusobacterium nucleatum. . As inje¢des’
preparatérias foram de (a) 10, (b) 100 e (c) 200 mcg de endotoxina em volumes de 0,5 ml de salina. Areas
de necrose hemorrdgica desenvolveram 7 horas apos a injeg¢do provocativa de endotoxina (100 meg/kg).

Quadro 1. Atividades enzimdticas de bactérias isoladas das lesbes peridentdrias de bovinos com “‘cara inchada’

. Amostras Nuimero de amostras positivas
Bzt examinadas “DNass COL CON FIB GEL HIA LIP PRO TRI®@
Actinomyces israelii 8 2 0 0 0 0 S 4 0
Actinomyces pyogenes 10 10 1 0 0 0 0 6 0
Bacteroides melaninogenicus 18 15 16 12 14 18 3 18 0
Bacteroides spp. 13 13 13 10 8 13 0 13 13
Fusobacterium nucleatum 9 8 0 7 0 0 6 0 0

(a) Abreviaturas: DNase (Desoxiribonuclease), COL (Colagenase), CON (Sulfato de Condroitinase), FIB (Fi-
brinolisina), GEL (Gelatinase), HIA (Hialuronidase), LIP (Lipase), PRO (Protease), TRI (Tripsina).

Quadro 2. Reagdo de Shwarzman em coelhos, provocada por LPS
isolados das bactérias anaerébias Gram-negativas

Bactéia Endotoxina(? Tempo(b)
(mcg) (h)
Bacteroides spp. (A) 100 24
(B) 100 24
B. melaninogenicus (A) 200 24
(B) 400 24
F. nucleatum (A) 10 7
(B) 10 7

(a) Dose preparatéria minima, necessaria para provocar necrose hemor-
ragica.
(b) Aparecimento da reagio apos a aplicagdo da dose provocativa.

Enquanto colagenase, gelatinase, hialuronidase e tripsina fo-
ram produzidas somente pelas amostras de Bacteroides, lipase
foi mais frequentemente observada em A. israelli e F. nuclea-
tum. Bacteroides spp. e B. melaninogenicus hidrolisaram o
maior nimero de substratos. As amostras de Bacteroides spp.
foram as unicas que apresentaram atividade proteolitica seme-
lhante a da tripsina. A. israelii, A. pyogenes e F. nucleatum fo-
ram, de uma maneira geral, pouco ativos na hidrolise dos subs-
tratos testados.

A propriedade endotbxica das bactérias anaerobias Gram-
negativas foi determinada através da reagdo dérmica de
Shwarzman em coelhos. Todas as prepara¢Oes de LPS extraidos
das amostras de Bacteroides spp., B. melaninogenicus e F. nu-
cleatum possuiram atividade bioldgica caracteristica de endo-
toxina. VariagBes foram observadas, no entanto, quanto as do-
ses preparatorias minimas, necessdrias para provoca¢do de ne-
crose hemorrédgica, e tempo de aparecimento das lesdes (Qua-
dro 2). Endotoxina de F. nucleatum apresentou alta atividade
biol6gica quando comparada com as de Bacteroides. Doses pre-
paratérias de 10 mcg foram suficientes para provocar a reagdo
de Shwarzman (Fig. 1).

DISCUSSAO

No presente estudo foram demonstradas atividades enzimaticas
e endotoxicas de microorganismos isolados de lesdes periden-
tdrias de bezerros com CI. A predomindncia de bactérias per-
tencentes aos géneros Bacteroides, Fusobacterium e Actinomy-
ces nas lesdes da doenga (Blobel et al. 1984) e os resultados
obtidos neste trabalho, permitem considera¢®es sobre uma
possivel participagdo de microorganismos no desenvolvimento
das lesdes peridentdrias. Estes géneros de bactérias sdo impor-
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tantes constituintes da microflora associada com doenga peri-
dentéria no homem (Moore et al. 1982, Marsh & Martin 1984)
e nos animais (Slots & Hausmann 1979, Syed et al. 1980).

~ Espécies de Bacteroides que formam coldnias pigmentadas
de preto em presenga de hemina crescem massivamente nos cul-
tivos diretos das lesdes da CI. Enquanto a identificagdo das
amostras sacaroliticas (B. melaninogenicus) pode ser feita por
métodos convencionais, 0 mesmo ndo ocorreu com as amostras
assacaroliticas. A atividade enzimdtica pode ser, no entanto, de
interesse na sua identificagdo. Bactérias pertencentes a este
grupo (assacarolitico), oriundas da placa subgengival de ho-
mem e que possuem atividade enzimdtica semelhante  da trip-
sina, sdo atualmente classificadas como B. gingivalis (Laughon
et al. 1982). Embora todas as 13 amostras de Bacteroides spp.
isolados possuiram esta atividade proteolitica, a sua exata iden-
tificagdo permaneceu incerta devido 4 limitada informagdo
taxondmica. Estudos adicionais podem ser de interesse na de-
terminagdo das espécies “‘pigmentadas” de Bacteroides presen-
tes nas lesdes da CI; as diferengas entre as espécies n3o sdo ape-
nas metabdlicas, sorologicas e genéticas, mas sobretudo de pa-
togenicidade (Mayrand et al. 1980).

A produgdo de enzimas hidroliticas e outros produtos toxi-
cos por Bacteroides tem sido ‘considerada como um dos fatores
de viruléncia em doenga peridentaria (Slots & Genco 1984).
Utilizando-se de métodos qualitativos e substratos especificos,
as atividades enzimdticas das amostras isoladas foram determi-
nadas. Os géneros de bactérias isoladas das lesGes da
hidrolisaram pelo menos trés dos nove substratos testados.
Bacteroides spp. e B. melaninogenicus foram as amostras
mais ativas.

A presenga de atividade colagenolitica em amostras de Bac-
teroides pode ser de significado no aparecimento das lesdes
iniciais da CI. Coldgeno é o maior constituinte do perioddncio
e sua massiva destrui¢do € o principal achado no estégio inicial
de doenga peridentdria (Page & Schroeder 1976). Embora
Golub et al. (1976) demonstrassemque a colagenase presente
no fluido gengival de lesdes peridentdrias (no homem) é oriun-
da do proprio organismo, a possibilidade da participagdo de
colagenase bacteriana ndo pode ser descartada. Aproximada-
mente 80% das amostras de Bacteroides spp. (assacaroliticos)
testados e 16% de B. melaninogenicus apresentaram atividade
colagenolitica. Estes resultados estdo de acordo com os estu-
dos realizados por Mayrand & Grenier (1985), que também
observaram um maior nimer6 de atividade colagenolitica nas
amostras assacaroliticas de Bacteroides.

A atividade proteolitica semelhante  tripsina nas amostras
de Bacteroides spp. sugere que esta enzima possa participar in-
diretamente na destruicao de tecidos observada na doenga pe-
ridentdria de bezerros. Estudos tem demonstrado que tripsina
pode ativar colagenase latente do tecido gengival, pela destrui-
¢do dos inibidores desta enzima presentes normalmente no
soro (Birkendal-Hansen et al. 1975).

Outras enzimas histoliticas, especificas para diferentes cons-
tituintes de tecidos, também foram demonstradas. Protease,
DNase e fibrinolisina ocorrem principalmente no género Bac-
teroides, que foram pouco ativos somente na hidrolise da tri-
butirina (lipase). A maioria das amostras deste género hidroli-
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saram também os 4cidos mucopolissacarideos testados. Os
resultados destes testes enzimdticos estdo de acordo com tra-
balhos de outros autores (Rudek & Haque 1976, Steffen &
Hentges 1981, Dahlen et al. 1984).

De acordo com a metodologia descrita por Sazak1 (1979)
foi possivel a extragdo de endotoxinas de Fusobacterium e
Bacteroides. A demonstragdo da atividade biologica foi realiza-
da na pele de coelhos devido a facilidade na interpretagdo dos
resultados. Embora o tecido gengival seja mais susceptivel que
a pele, na provocagdo da necrose hemorrégica em coelhos, as
manifesta¢des gerais e histologicas seguintes a aplicagao de en-
dotoxinas sgo semelhantes em ambos os tecidos (Mergenhagen
et al. 1961. Os LPS extraidos das amostras de Fusobacterium
foram biologicamente muito mais ativos que os de Bacteroi-
des. A baixa atividade biologica da endotoxina de Bacteroides,
isolados da cavidade oral do homem, tem sido descrita por
Hofstad (1970) e é atribuida a auséncia de 2-queto-3-deoxioc-
tonato (Hofstad 1974).

Hausmann (1974) tem sugerido que endotoxmas de bacté-
rias anaerobias Gram-negativas possam ser responsiveis pela
intensa reabsorcdo ossea observada em algumas formas de
doenga peridentdria no homem e nos animais. LPS isolados de
B. melaninogenicus e F. nucleatum estimulam a reabsor¢do
o6ssea em culturas de tecidos (Hausmann et al. 1970, Sveen &
Skaug 1980). A exposi¢do de epitélio do sulco gengival a per-
manente presenga de bactérias, pode resultar na penetrag@o de
endotoxinas com propriedades biologicas e causar as alteragGes
Osseas observadas na CI.

Os resultados do presente estudo indicam uma possivel par-
ticipaggo primdria de bactérias no desenvolvimento das lesGes
peridentérias da CI. Estudos complementares, considerando os
aspectos bacteriologicos da doenga, s3o de interesse no esclare-
cimento da sua etiologia.
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