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RESUMO 

 

UMEDA, J. E. Análise da expressão gênica após a interação entre Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans e célula epitelial. 2010. 125 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

  

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, associado à etiologia da periodontite 

agressiva localizada, apresenta vários fatores de virulência, destacando-se a adesão e invasão às 

células epiteliais, e produção de leucotoxina e toxina distensora citoletal. Durante a infecção, 

bactérias patogênicas induzem a ativação ou inibição das vias de sinalização do hospedeiro, além 

de alterarem a expressão de genes bacterianos, visando a sua sobrevivência aos desafios 

oferecidos pelo novo ambiente. Objetivos: Visando contribuir no entendimento da interação 

entre A. actinomycetemcomitans e o hospedeiro, o objetivo do presente estudo foi determinar a 

transcrição de genes bacterianos relacionados à virulência e a resposta da célula eucarionte após 

a interação entre A. actinomycetemcomitans e células epiteliais gengivais imortalizadas OBA-9. 

Métodos: cepas de referência de A. actinomycetemcomitans JP2 (sorotipo b), SUNY 465 

(sorotipo b), e ATCC 29523 (sorotipo a), foram co-cultivadas com células epiteliais gengivais 

OBA-09 por períodos de 2 e 24 horas. A transcrição relativa dos genes omp100 (apiA), aae, ltx, 

flp, apaH, omp29, vppA, cdtB, vapA, orf 859, cagE, emaA e pgA de A. actinomycetemcomitans 

foi determinada, por RT-qPCR. A transcrição de 84 genes associados à via de transdução de 

sinais em células epiteliais foi analisada por Arranjos RT-qPCR após 24 horas de co-cultura com 

a amostra A. actinomycetemcomitans JP2. Como controles foram utilizadas as cepas bacterianas 

ou células gengivais isoladamente. A concentração dos mediadores inflamatórios GM-CSF, 

TNF-α e ICAM-1, cuja expressão gênica foi regulada positivamente após interação com a 

bactéria foi determinada por ELISA no sobrenadante das células epiteliais gengivais infectadas e 

em amostras de tecido gengival de indivíduos com periodonto saudável (n=12), de pacientes com 

periodontite agressiva (n=10) e com periodontite crônica (n=11). Resultados: Foram observadas 

diferenças na expressão dos genes de virulência entre as amostras ATCC29523, SUNY 465 e 

JP2 no controle e após 2 e 24 horas de infecção. Na condição controle em 2 horas, a amostra JP2 

apresentou níveis mais elevados de transcritos dos genes apaH, ltx, cdtB, vppA e omp29 do que 

as amostras SUNY 465 e ATCC29523. No entanto, após 24 h de interação com célula epitelial, a 

amostra ATCC29523 mostrou regulação positiva dos genes aae, apaH, flp, apresentando o maior 

nível de transcrição dos genes codificando proteínas de adesão. A interação com células epitelias 

 



após 24 h induziu a transcrição de ltx a níveis similares pelas amostras consideradas produtoras 

de níveis baixos (SUNY465) e altos de leucotoxina (JP2), ambas do sorotipo b, enquanto a 

trasncrição de ltx pela amostra (sorotipo a) manteve-se em baixos níveis.  Os genes omp29 e 

cagE foram transcritos apenas nas amostras JP2 e SUNY465 (sorotipo b), sendo estes valores 

superiores para a cepa JP2. O gene pgA foi regulado positivamente após 2 e 24 h de interação 

com célula epitelial em todas as amostras testadas. Entre 84 genes testados, quinze foram 

regulados positivamente nas células OBA-09 após interação com A. actinomycetemcomitans 

(p<0,01). Os genes csf2, tnf-α, egr-1 e icam-1 foram transcritos 170; 28,93; 14,08 e 7,67 vezes 

mais após a infecção em relação ao controle. A análise dos mediadores inflamatórios GM-CSF, 

TNF-α e ICAM-1 confirmou que estas citocinas são expressas por células epiteliais gengivais 

infectadas e apresentam-se em concentrações estatisticamente superiores nos tecidos gengivais 

de pacientes com periodontite em relação aos indivíduos saudáveis, embora não tenham sido 

observadas diferenças entre periodontite agressiva e crônica. Conclusões: A maior transcrição de 

genes associados à virulência como omp29 e ltx pelas amostras A.actinomycetemcomitans 

sorotipo b, justificam a maior virulência. A regulação positiva de ltx após contato com célula por 

24 h na amostra SUNY 465 sugere que amostras sorotipo b não pertencentes ao clone JP2 

poderiam expressar, in vivo, níveis de leucotoxina similares aos do clone JP2, justificando sua 

alta prevalência na periodontite agressiva. Por outro lado, a interação de A. 

actinomycetemcomitans sorotipo a com células epiteliais induziu a transcrição de genes que 

codificam adesinas como aae e apaH e do operon cdt. A regulação positiva da transcrição de 

genes de células epiteliais associados às vias de sinalização, como csf2 e tnf-α após a infecção 

por A.actinomycetemcomitans, demonstra que o cenário da periodontite agressiva, caracterizado 

por infiltrado macrofágico e destruição óssea, pode ter início precocemente durante a infecção, 

após a interação da bactéria com o epitélio.   

 

Palavras-chave: Doença periodontal. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Fatores de 

virulência. Citocinas. Inflamação. Expressão gênica. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

UMEDA, J. E. Gene expression analysis after interaction between Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans and epithelial cell. 2010. 125 p. Ph.D. Thesis (Microbiology) – 

Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2010. 

  

Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, associated to the etiology of localized 

aggressive periodontitis, produces several virulence factors, mainly the adhesion and invasion to 

epithelial cells, and production of leucotoxin and cytolethal distending toxin. During the 

infection, pathogenic bacteria induce the activation or inhibition of signaling pathways of the 

host, in addition to altering the bacterial gene expression, favouring to survive the challenges 

offered by the new environment. Objective: Aiming to contribute in the understanding of the 

interaction between A. actinomycetemcomitans and the host, the objective of this study was to 

determine the transcription of bacterial genes related to the virulence and the response of the 

eukaryotic cell after the interaction between A. actinomycetemcomitans and immortalized 

gingival epithelial OBA-9 cells. Methods: reference strains of A. actinomycetemcomitans JP2 

(sorotype b), SUNY 465 (sorotype b), and ATCC 29523 (sorotype a), were co-cultured with 

OBA-9 cells for bacterial gene expression analysis in 2 and 24 hours of infection. The relative 

transcription of omp100 (apiA), aae, ltx, flp, apaH, omp29, vppA, cdtB, vapA, orf 859, cagE, 

emaA and pgA genes of A. actinomycetemcomitans was determined after adhesion with epithelial 

cells by RT-qPCR. The profile of transcription of 84 genes related to signaling transduction in 

epithelial cells were analysed by RT-qPCR Arrays after 24 hours of infection with A. 

actinomycetemcomitans JP2. Isolated bacterial strains or gingival cells were used as control. The 

concentration of GM-CSF, TNF-α and ICAM-1, that were up-regulated inflammatory mediators 

after interaction with bacteria, were determined by ELISA in the supernatant of infected gingival 

epithelial cells and in gingival tissue of patients with aggressive periodontitis (n=10), chronic 

periodontitis (n=11) and periodontally health subjects (n=12). Results: differences were 

observed in the expression of virulence genes among ATCC29523, SUNY 465 and JP2 strains in 

control and after 2 and 24 hours of infection. In 2 hours of the control condition, the strain JP2 

showed the highest levels of apaH, ltx, cdtB, vppA and omp29 transcript genes than SUNY 465 

and ATCC29523. However, after 24 hours of interaction, the ATCC 29523 strain showed up-

regulation of aae, apaH, flp genes with highest levels of transcript genes coding adhesion 

 



proteins. In addition, the interaction with epithelial cells after 24 hours reach similar levels of 

mRNA of ltx between minimally leukotoxic strains (SUNY465) and highly leukotoxic (JP2), 

both serotype b, while the a serotype maintains lowest levels.  The omp29 and cagE genes, were 

transcripted only by JP2 and SUNY465, and highest levels was showed by JP2. The pgA gene 

was up-regulated after 2 and 24 hours of infection for all analysed strains. In relation the gene 

expression of gingival epithelial cells OBA-9 after infection with A. actinomycetemcomitans, it 

was demonstrated 15 up-regulated genes compared with control without bacteria (p<0.01).  The 

csf2, tnf-α, egr-1 and icam-1 genes were transcribed 170, 28.93, 14.08 and 7.67 fold change 

more compared with control. The functional analysis of inflammatory mediators GM-CSF, TNF-

α and ICAM-1, confirmed that these cytokines are expressed by infected gingival epithelial cells 

and showed statically highest concentration in the gingival tissues of periodontitis patients in 

relation to health individuals, although there were not observed differences between diseases 

aggressive and chronic. Conclusions: the highest trancription of genes associated to the 

virulence, such as omp29 and ltx by A.actinomycetemcomitans strains serotype b, justifying the 

highest virulence. The up-regulation of ltx gene after contact with cells in 24 hours by SUNY 

465 strain, suggest that the presence of serotype b non JP2-like would be express, in vivo, at 

similar levels of leucotoxin by the JP2 like, justifying the high prevalence in the aggressive 

periodontitis. By the other side, the interaction of A.actinomycetemcomitans serotype a with 

epithelial cells induced the transcription genes that encoded adhesins, such as aae, apaH and cdt 

operon. The up-regulation of transcription of genes by epithelial cells associated with signaling 

transduction as csf2 and tnf-α after infection by A.actinomycetemcomitans, it demonstrates that 

the scenarium of the aggressive periodontitis, characterized with macrophage infiltrate and bone 

destruction, begins early during the infection, after the interaction of the bacterium with the 

epithelium.  

 

Key words: Periodontal disease. Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Virulence factors. 

Cytokines. Inflammation. Gene expression. 

 

 

 



1 INTRODUÇÃO 

 

A periodontite é uma doença inflamatória das estruturas do periodonto associada à 

colonização do sulco subgengival por bactérias anaeróbias Gram-negativas específicas (SLOTS, 

1986; MINTZ et al., 2004). Dentre estas bactérias destaca-se Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, denominado anteriormente como Actinobacillus 

actinomycetemcomitans e reclassificado no gênero Aggregatibacter juntamente com outras 

espécies orais como A. aphrophilus (anteriormente Haemophilus aphrophilus) e A. 

paraphrophilus (anteriormente Haemophilus paraphrophilus) (NORSKOV-LAURITSEN e 

KILIAN, 2006). A .actinomycetemcomitans é um cocobacilo, fermentativo, Gram negativo e 

capnofílico, associado à periodontite agressiva localizada, podendo ser encontrado também em 

pacientes com periodonto saudável (FIVES-TAYLOR et al., 1999; LI et al., 2004; YANG et al., 

2004; WILSON e HENDERSON, 1995; MEYER e FIVES-TAYLOR, 1997; ZAMBON et al., 

1985; FAVERI et al., 2009). A forte correlação entre A. actinomycetemcomitans e a doença 

periodontal foi evidenciada em estudos clínicos, microbiológicos e de resposta imune (SLOTS e 

GENCO, 1984; ZAMBON et al., 1985). A. actinomycetemcomitans pode ainda ser associado a 

infecções extra-orais como endocardite, bacteremia, septicemia, meningite, pneumonia, 

osteomielite, infecções do trato urinário e abcessos (PATUREL et al., 2004; HENDERSON et 

al., 2003; PAGE e KING, 1966; MUHLE; RAU; RUSKIN, 1979).  

A. actinomycetemcomitans apresenta seis sorotipos: a, b, c, d e, f; sendo o sorotipo b, o 

mais freqüente nos casos de periodontite agressiva e infecções extra-orais como endocardite 

(SARELA et al., 1992; KAPLAN et al., 2001; PATUREL et al., 2004). A. 

actinomycetemcomitans juntamente com Haemophilus influenzae, Haemophilus parainfluenzae, 

Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter paraphrophilus, Cardiobacterium hominis, 

Eikenella corrodens e Kingella kingae, compõem o grupo HACEK, envolvido com a endocardite 

em humanos (PATUREL et al., 2004; FINE et al., 2006; NORSKOV-LAURITSEN e KILIAN, 

2006), sendo que, dentro deste grupo, A. actinomycetemcomitans é o mais prevalente nos casos 

de endocardite (PATUREL et al., 2004). 



Os fatores de virulência produzidos por A. actinomycetemcomitans favorecem a 

colonização da bactéria aos tecidos do hospedeiro. Dentre estes fatores, destacam-se mecanismos 

de adesão e invasão aos tecidos do hospedeiro, liberação de toxinas como a leucotoxina e a 

toxina distensora citoletal, produção de catalase e proteínas de superfície ligantes ao ferro 

(WILSON e HENDERSON, 1995; GRABER et al., 1998; MAYER et al., 1999; 

KOMATSUZAWA et al., 1999; KOMATSUZAWA et al., 2002; MIYAZAKI et al., 1984; 

KACHLANY et al., 2000; NALBANT et al., 2003; ROSE et al., 2003;  MINTZ et al., 2004; 

OUHARA et al., 2006). 

A. actinomycetemcomitans também é capaz de formar biofilmes sobre superfícies 

abióticas como vidros, plásticos e hidroxiapatita, constituindo-se em importante fator na 

colonização da cavidade oral e desencadeamento da doença (KAPLAN, 2003). O principal 

componente da matriz do biofilme formado por esta espécie é o poli-N-acetil-glicosamina 

(PGA), codificado pelo lócus pga ABCD. O PGA promove adesão intercelular, constitui barreira 

física e mecânica, e confere à bactéria maior resistência a antibióticos (KAPLAN et al., 2004). 

Isolados clínicos de A. actinomycetemcomitans, apresentam capacidade de formar biofilmes 

densos sobre superfícies abióticas in vitro, resistentes à remoção por agentes como detergentes, 

proteases, aquecimento e sonicação leve (FINE et al., 1999). Por outro lado, A. 

actinomycetemcomitans também pode sintetizar uma hidrolase solúvel que degrada o PGA, 

denominada dispersina B (Dsp B). A dispersina B apresenta grande potencial biotecnológico, 

pois além de promover a dispersão do biofilme de A. actinomycetemcomitans, esta provoca a 

desagregação e dispersão do biofilme produzido por diversas outras bactérias Gram positivas e 

negativas (RAMASUBBU et al., 2005). 

Em A. actinomycetemcomitans, a aderência não específica e autoagregação relacionam-se 

com a presença de fímbrias (KACHLANY et al., 2000). O lócus de aderência “tight” (tad) de A. 

actinomycetemcomitans está associado à formação e maturação da fímbria FLP, requerida para 

formação de biofilmes densos (PEREZ et al., 2006). É composto por 14 genes dispostos em um 

operon: flp1-flp2-tadV-rcpCAB-tadZABCDEFG (Figura1) (KACHLANY et al. 2000; TOMICH; 

FINE; FIGURSKI, 2006). O gene flp1 codifica a proteína pré-FLP1, principal componente 

estrutural da fimbria FLP, que após modificações proteolíticas promovidas por outros genes do 

operon tad, forma o pili FLP funcional (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999; 



KACHLANY et al., 2001; TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006, KAPLAN et al., 2002; PEREZ et 

al., 2006). O segundo gene do operon, flp2, codifica possivelmente a subunidade secundária da 

fímbria (PEREZ et al., 2006) apresentando 50% de similaridade com a proteína Flp1 

(KACHLANY et al., 2001). O produto do gene tadV é uma peptidase pré-pilina do sistema Tad 

de A. actinomycetemcomitans com secreção tipo II, homólogo à proteína cpA de Caulobacter 

crescentus (SKERKER et al., 2000), requerido para a formação e maturação do pili Flp1 

(TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006).   

 

 

 

                            

A expressão das fímbrias pelas células de A. actinomycetemcomitans exibe fases de 

transição que podem ser influenciadas por fatores ambientais como pH, temperatura, oxigênio e 

concentração de ferro (SCANNAPIECO et al., 1987). Esta fase de transição na expressão da 

fímbria se reflete na capacidade de A. actinomycetemcomitans formar duas variantes 

morfológicas de colônias, in vitro (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999): colônias com 

fenótipo rugoso, caracterizadas por serem translúcidas (~1mm) com bordas irregulares e 

superfície aderente; e colônias com fenótipo liso caracterizadas por serem maiores, com bordas 

regulares, centro com forma de estrela e mais opacas obtidas após repetidas passagens em meio 

de cultura. Isolados clínicos de morfologia colonial rugosa aderem firmemente às superficies 

com formação de biofilmes densos enquanto a variante lisa não expressa fímbria e apresenta 

capacidade de autoagregação reduzida (FINE et al., 1999). A transição do fenótipo rugoso para 

liso pode estar associada a um evento mutacional com deleção ou substituição de um nucleotídeo 

na região -35 ou -10 do promotor flp (KARCHED; SATYASEELA; AISIKAINEN, 2007; 

WANG; LIU; CHEN, 2005). 

Dois outros genes, rcpA e rcpB, que compõem o lócus tad, codificam as proteínas de 

membrana externa RcpA e RcpB respectivamente, expressas exclusivamente nas variantes 

rugosas e envolvidas na adesão inicial, colonização às superfícies mucosas e adesão à 

hidroxiapatita recoberta por saliva (HAASE; ZMUDA; SCANNAPIECO, 1999). À jusante dos 

 

 Figura 1-  Lócus tad de A. actinomycetemcomitans  

                   FONTE: Adaptado de Tomich, Fine e Figurski (2006). 

 

 



genes rcp, encontramos o gene tadA, cuja proteína codificada é homóloga à secreção de NTPases 

da secreção tipo IV (TOMICH; FINE; FIGURSKI, 2006). Mutantes deficientes nos genes tadA e 

flp1 mostraram capacidade reduzida de colonização na cavidade oral de ratos (SHEINE et al., 

2003). 

A adesão de A. actinomycetemcomitans ao tecido epitelial é mediada por macromoléculas 

como adesinas fimbriais e não fimbriais (MINTZ e FIVES-TAYLOR, 1994), e receptores 

específicos na superfície da célula hospedeira, como transferrinas e integrinas (HENDERSON et 

al., 2003).  A ligação de A. actinomycetemcomitans ao receptor da célula hospedeira provoca um 

evento de sinalização, levando à formação de microvilosidades devido ao rearranjo do 

citoesqueleto da célula hospedeira, resultando na internalização da bactéria via vacúolo 

endocítico. As variantes lisas expressam proteínas associadas à maior eficiência de invasão às 

células epiteliais do que as rugosas (HAASE; STREAM; SCANNAPIECO, 2003). A. 

actinomycetemcomitans apresenta recursos que possibilitam escapar do vacúolo através da 

liberação da enzima fosfolipase C (HENDERSON et al., 2003) e uma vez livre no citoplasma, A. 

actinomycetemcomitans estimula a regulação de uma série de genes que facilitam sua adaptação 

ao ambiente intracelular, permitindo desta maneira, a sua multiplicação e difusão intra e 

intercelularmente (HANDFIELD et al., 2005) 

O envolvimento de genes de A.actinomycetemcomitans que participam no processo de 

adesão e invasão às células epiteliais não foi completamente elucidado. Entre as adesinas não-

fimbriais, as proteínas do envelope externo de bactérias (OMPs) que foram altamente 

conservadas ao longo da evolução, exercem funções como adesinas, invasinas, além de outras 

funções como receptores para bacteriófagos, atividade de porinas, mediadores da conjugação, 

fator de resistência ao soro, além de conferirem estabilidade à membrana externa (ASAKAWA 

et al., 2003). Diferentes OMPs de A. actinomycetemcomitans revelaram similaridade a fatores de 

virulência encontrados em outros microrganismos patogênicos. O soro de pacientes com 

periodontite relacionada a A. actinomycetemcomitans apresentou anticorpos específicos contra as 

seis maiores proteínas de membrana externa: OMP100, OMP64, OMP39, OMP29, OMP16 e 

OMP18 (KOMATSUZAWA et al., 1999). A OMP100, uma proteína de 100kDa, também 

conhecida como ApiA, contribui na adesão e invasão de A. actinomycetemcomitans em células 

de carcinoma oral (KB) (ASAKAWA et al., 2003), além de conferir ligação à fibronectina e ao 



colágeno (YUE et al., 2007). A OMP29, pertencente à família OmpA, é uma proteína 

termomodificável, que representa o principal alvo de imunoglobulinas G (IgG) no soro de 

pacientes com periodontite colonizados por A. actinomycetemcomitans (WILSON, 1991a e b). 

As OmpA representam a principal proteína do envelope externo de muitos patógenos Gram 

negativos, e relacionam-se à capacidade de invasão em células não fagocíticas. É interessante 

observar que a resposta contra OMP100 e OMP29 pode ser observada na maioria dos casos de 

periodontite agressiva, mas muitos pacientes que apresentam anticorpos séricos contra LPS de A. 

actinomycetemcomitans são soronegativos para estas OMPs (BRUNHEIRA, 2006), sugerindo 

expressão diferencial de OMP29 entre as amostras. Estudo recente em nosso laboratório mostrou 

que a expressão do gene omp29 é dependente da fase da cultura bacteriana, indicando regulação 

da expressão deste fator de virulência por condições ambientais (LONGO, 2008). 

Outras proteínas de membrana externa, consideradas adesinas foram relatadas em A. 

actinomycetemcomitans. A proteína autotransportada Aae (sistema de transporte do tipo V), 

também está envolvida com a adesão (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003; FINE et al., 

2006). Uma mutante de A. actinomycetemcomitans deficiente em aae mostrou reduzida ligação 

às células epiteliais (ROSE; MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003). A interação entre a dupla 

mutante A. actinomycetemcomitans aae
- 

apia
-
, (que codifica a OMP100) e célula epitelial 

humana confirmou que Aae e ApiA são requeridos para conferir uma ligação eficiente, porém 

estas adesinas não foram relevantes na interação com  células epiteliais bovinas ou de ratos 

(YUE et al., 2007).  

O gene emaA, homólogo às proteínas ligantes de colágeno YadA de Yersinia 

enterocolitica, codifica um mediador direto de adesão ao colágeno (MINTZ et al., 2004), mas 

esta interação não é exclusiva desta adesina, pois os produtos dos genes apiA e apiBC também 

participam na interação de A. actinomycetemcomitans a proteínas da matriz extracelular,  

incluindo vários tipos de colágeno, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanas (LI et al., 2004).  

Pouco se conhece sobre os genes associados à capacidade de invasão de A. 

actinomycetemcomitans em células não fagocíticas. Foi sugerido que o gene apaH de A. 

actinomycetemcomitans, homólogo a ialA, ygd, e invA, associados com a invasão de Bartonella 

bacilliformis (MITCHELL e MINNICK, 1995), Escherichia coli K1 (BESSMAN et al., 2001) e 

Rickettsia prowazekii (GAYWEE et al., 2002) respectivamente, relaciona-se com a capacidade 



invasiva também em A. actinomycetemcomitans. Mutantes defectivas em apaH perderam a 

capacidade invasiva, enquanto a presença de um plasmídio recombinante codificando  A. 

actinomycetemcomitans apaH conferiu invasividade a E. coli (SAARELA et al., 1999). Este 

gene codifica uma diadenosina hidrolase que cliva uma “alarmôna” diadenosina tetrafosfato 

(Ap4A), uma classe de nucleotídeos sinalizadores do tempo de divisão celular (ROSE et al., 

2003; SAARELA et al., 1999). As cepas de A. actinomycetemcomitans podem ser divididas em 

cinco grupos com relação ao gene apaH (DOGAN et al., 1999), e a maioria das amostras 

apresenta ApaH contendo a seqüência de aminoácidos RGD que reconhece receptores integrina 

na superfície de células eucariontes (SAARELA et al., 1998; PAJU et al., 1998; PINHEIRO et 

al., 2010).  

A invasão de A. actinomycetemcomitans em célula epitelial requer também a expressão 

de proteínas relacionadas à adaptação intracelular e homeostase. As proteínas codificadas pela 

orf 859 e vapA foram associadas à adaptação intracelular. Mutantes defectivos em orf859 

apresentaram deficiência na sobrevivência intracelular enquanto o produto do gene vapA, foi 

relacionado ao aumento da capacidade invasiva. No entanto, o produto destes genes ainda não 

tem um papel definido na virulência de A. actinomycetemcomitans (HANDFIELD et al., 2005; 

CAO et al., 2004).  

A. actinomycetemcomitans apresenta também a capacidade de expressar duas toxinas 

com propriedades citolíticas contra as células humanas, a toxina distensora citoletal e a 

leucotoxina. A toxina distensora citoletal (CDT) é uma holotoxina constituída por três 

subunidades CdtA, CdtB e CdtC (NALBANT et al., 2003), codificados pelos genes cdtA, cdtB e 

cdtC (MAYER et al, 1999). Esta toxina é associada a indução da proteína p21
CIP1/WAF1 

(regulador 

negativo de
 
quinases ciclinas dependentes-cdk) levando à parada do ciclo celular na fase G2 em 

diferentes células alvo humanas (SATO et al., 2002), indução de apoptose relacionada à 

expressão da proteína p53 (SATO et al., 2002; HANDFIELD et al., 2005; AMARAL et al., 

2010), imunossupressão de linfócitos T (MAYER et al., 1999; SHENKER et al., 1999; SUGAI 

et al., 1998), estimulação da secreção de citocinas (AKIFUSA et al., 2005), e inibição da 

produção de NO por macrófagos ativados (FERNANDES et al., 2008). CdtB representa a 

subunidade tóxica que exibe atividade de fosfatase e desoxirribonuclease 1, enquanto as 

subunidades CdtA e CdtC promovem a ligação e transporte de CdtB à célula hospedeira (SMITH 



et al., 2006). Além disso, CDT também está envolvida no processo de reabsorção óssea, através 

da indução da expressão de RANKL por células do tecido periodontal, induzindo assim, a 

ativação e diferenciação de osteoclastos (BELIBASAKIS et al., 2005; BELIBASAKIS et al., 

2005b). 

Um estudo recente sobre avaliação de títulos de imunoglobulinas G para cada sub-

unidade CDT demonstrou que as frações CDT são pouco imunogênicas, embora tenha sido 

demonstrado que a resposta a CdtC ocorre apenas no soro de pacientes com periodontite 

agressiva generalizada, mas não localizada, enquanto a resposta às demais frações não se 

relacionou com a condição periodontal (ANDO et al., 2010).  

A outra toxina secretada por A. actinomycetemcomitans é a leucotoxina, codificada em 

um operon composto por quatro genes, ltxC,ltxA, ltxB, ltxD, capaz de provocar a morte de 

leucócitos polimorfonucleares humanos, macrófagos (KOLODRUBETZ et al., 1989) e células 

HL-60 promielocíticas (NALBANT et al., 2003) por apoptose. A leucotoxina é expressa de 

maneira diferencial entre as amostras de A. actinomycetemcomitans (LALLY et al., 1989), sendo 

que as amostras produtoras de altos níveis da toxina apresentam deleção de 530pb na região 

promotora do operon ltx, resultando num aumento da transcrição da leucotoxina. Em estudo 

longitudinal com 24 crianças de famílias com histórico de periodontite agressiva, foi 

demonstrado que as crianças que abrigavam o genótipo de A actinomycetemcomitans associado à 

maior produção de leucotoxina (JP2-like) apresentavam maior possibilidade de conversão de 

saúde para doença agressiva do que as demais (BUENO; MAYER; DI RIENZO, 1998). Foi 

descrito também maior expressão da leucotoxina de A. actinomycetemcomitans em uma cepa 

causada pela inserção de IS 1301, rompendo a regulação normal do operon ltx (MITCHELL; 

GAO; DEMUTH, 2003).  

O envolvimento dos genes cdt e ltx de A. actinomycetemcomitans na capacidade de 

induzir apoptose em células T, foi demonstrado em estudos com mutantes isogênicos em ltxA ou 

em cada gene cdt. No entanto, outras moléculas com função citolítica além de CDT ou LTX, 

como as proteínas Groel-like também participam do processo apoptótico (NALBANT et al., 

2003).  



A expressão de genes de virulência por bactérias patogênicas é geralmente modulada em 

resposta a mudanças ambientais encontradas no sítio de infecção. A análise de fatores associados 

à virulência de um dado patógeno apenas em condições de laboratório, poderia implicar na 

ausência de expressão de muitos destes fatores durante o crescimento in vitro (HANDFIELD et 

al., 2000). Assim, no presente estudo, nos propomos a analisar a transcrição de fatores 

associados a virulência da bactéria após a sua interação com células epiteliais gengivais.  

Não somente a expressão dos genes de A. actinomycetemcomitans poderia ser alterada 

durante a infecção, como também a expressão de uma série de genes das células eucarióticas 

pode ser induzida.  

A manutenção do organismo livre de patógenos invadindo os tecidos requer a cooperação 

entre o sistema immune inato e adaptativo. A interação da bactéria com células epiteliais 

desencadeia as primeiras reações do hospedeiro frente aos microrganismos. A resposta inicial à 

infecção é responsabilidade do sistema imune inato, que reconhece os padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) por diferentes receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs), resultando na ativação de uma série de vias de sinalização. Entre os PRRs incluem-se os 

receptores Toll - like (TLRs), receptores com domínio de ligação de nucleotídeos e 

oligomerização (NOD)-like (NLRs) e outros (FRANCHI et al., 2009). Os receptores Toll-like 

são proteínas transmembrana, enquanto os receptores NOD são sensores citosólicos 

intracelulares, descritos inicialmente como “receptores Toll-like intracelulares” que reconhecem 

PAMPs associados a patógenos intracelulares (INOHARA et al., 1999; KIRKWOOD et al., 

2009; FRANCHI et al., 2009).  

A ligação dos PAMPS aos TLRs é suficiente para a transcrição, síntese e secreção de 

citocinas como IL-8, IFN-γ e IL-12 (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; TAKEDA; KAISHO; 

AKIRA, 2003), mas não de citocinas como IL-1β e IL-18, cuja produção e secreção são 

extremamente controladas, requerendo um segundo sinal distinto (ABDUL SATER et al., 2009). 

Neste último caso, a ligação de um PAMP como o lipopolissacarídeo (LPS) ou a flagelina, 

estimula o TLR expresso na superfície celular e promove a produção e o acúmulo intracelular 

destas citocinas imaturas. Um segundo sinal, usualmente derivado de sinais de perigo (DSs), 

produzido pela célula infectada, morrendo ou sob condição de estresse, conhecido como padrões 

moleculares associados a dano (DAMPs), é reconhecido pelas células vizinhas. O DS liga-se ao 



receptor de sinal de perigo (DSR) estimulando a formação de um inflamassoma que ativa a 

protease caspase-1 e resulta no processamento e na secreção das citocinas (BRODSKY e 

MONAK, 2009; ABDUL-SATER et al., 2009). 

Os patógenos que ganham acesso ao compartimento celular, como no citosol, são 

reconhecidos pelos receptores NOD. A infecção de células epiteliais por bactérias invasivas, 

como Shigella flexneri invasiva provoca indução da oligomerização de NOD1, levando à 

ativação da via NFkB (CHAMAILLARD et al., 2003). 

A transdução de sinais é um processo complexo em que a célula converte os sinais 

ambientais em uma série de reações bioquímicas intracelulares (PENG et al., 2010). Assim, após 

a sinalização provocada por diferentes estímulos, ocorre a ativação de vias de sinalização, e a 

ativação da mesma via pode ter conseqüências distintas, na dependência do estímulo inicial. 

Além disso, cada tipo de célula parece predisposta a responder a ativação de uma via particular 

de sinalização com uma conseqüência distinta (IQBAL et al., 2010).  

A via da proteínas quinase mitógeno ativadas (MAPK) é considerada elemento chave na 

detecção e transmissão da resposta celular pela ação sequencial de eventos de fosforilação frente 

às condições ambientais. Esta via constitui uma grande rede de quinases intracelulares que regula 

diversos processos fisiológicos, como crescimento celular, diferenciação e morte celular por 

apoptose (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). As MAPKs são famílias de proteínas cuja 

atividade é regulada pela fosforilação de resíduos treonina (T) e tirosina (Y) conservados. A 

estimulação por fatores de crescimento, citocinas inflamatórias ou estresse físicos, leva à 

ativação de MAPKs. A cascata de sinalização MAPK é modulada por três eventos subsequentes 

de fosforilação (PIMIENTA e PASCUAL, 2007) (Figura 2). Isto significa que cada MAPK é 

fosforilada por MKKs (Serina/Treonina (S/T) e Tirosina (Y)), que por sua vez é ativada por S/T 

MKKK quinases (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008).  

Três vias de MAPKs têm sido caracterizadas em detalhe (Figura 2): quinase 1,2 regulada 

extracelularmente (ERK1,2), quinase c-JUN NH2-terminal (JNK) e p38. A via ERK é ativada por 

uma variedade de mitógenos e forbol éster, enquanto a via c-JUN NH2-terminal quinase 

(JNK)/proteína quinase stress ativada (SAPK) e a via p38 são estimuladas principalmente por 

stress ambiental e citocinas inflamatórias. Após a ativação das MAPKs (ERK 1,2, JNK 1-3 e p38 

,β, , ) no citoplasma ou núcleo, estas regulam a transcrição gênica, modulando a função do 

fator de transcrição alvo através da fosforilação serina/treonina (S/T). Em adição ao efeito 



transcricional da sinalização das MAPKs, evidências apontam que MAPKs regulam o 

comportamento celular, fosforilando proteínas citoplasmáticas alvo, como as proteínas 

apoptóticas (ex. famílias BH3) ou proteínas do citoesqueleto (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 

2008). 

 

                             

Figura 2- Vias de sinalização MAPK. As vias de sinalização MAPK estão organizadas 

em módulos de cascatas em que a ativação por receptores da superfície celular 

das quinases antecedentes levam à ativação sequencial de um módulo MAPK 

(MAPKKK MAPKK MAPK). O esquema ilustra os componentes da via 

principal MAPK e exemplos das proteínas alvo da via MAPK. As quinases 

alvo estão em negrito. As linhas indicam as conexões de sinalização contexto-

dependente entre os módulos MAPK.  

Fonte: Adaptado de Juntilla, Li e Westermack (2008) 
 

A via p38 MAPK (MAPKKKs/MKK3,4,6/p38 ,β, , ) pode ser ativada em resposta a 

citocinas inflamatórias, assim como a patógenos e estresse ambiental (estresse osmótico, luz 

ultravioleta, choque térmico e hipóxia). Esta via também pode ser ativada por alguns mitógenos, 

incluindo eritropoetina, fator 1 de estimulação de colônias (M-CSF) e fator 2 de estimulação de 
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granulócitos e macrófagos (GM-CSF) (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). Considerando 

a diversidade de sinais que ativa a via p38 MAPK, não é surpresa que diversos MAPKKKs 

possam iniciar o módulo de sinalização p38 MAPK e que a especificidade de ativação pode ser 

determinada pelo estímulo. A proteína p38 é representada por 4 isoformas: p38 , p38β,
 
p38 , e 

p38 . A ativação de todas as isoformas de p38 é alcançada pela dupla fosforilação de uma 

treonina e uma tirosina dentro da sequência treonina-glicina-tirosina (TGY) no domínio de 

ativação da quinase (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). A proteína p38 fosforilada pode 

ativar vários fatores de transcrição, incluindo ATF-2,
 
CHOP-1, MEF-2, p53, e Elk-1. Além 

disso, p38 pode ativar outras quinases, como MNK1 and MNK2, MSK1, PRAK, MAPKAPK-2,
 

and MAPKAPK-3. Entre as isoformas, a proteína p38α tem sido alvo de mais estudos e é 

provavelmente a mais relevante na resposta inflamatória (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A 

ativação da via p38 MAPK é requerida para indução de apoptose em diferentes células, parada 

do ciclo celular na fase G2/M e regulação do ciclo celular através da modulação das proteínas 

p53 e p73. A via p38 apresenta ainda, outras importantes funções, como regulação de moléculas 

inflamatórias, diferenciação de queratinócitos, células epidermais, mioblastos e células do 

sistema imune, assim como media a resposta imune inata (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 

2008). Além disso, a ativação da via p38 MAPK também está associada ao início da doença 

periodontal (KIRKWOOD e ROSSA, 2009). 

A via JNK (quinase c-JUN N-terminal) é ativada principalmente por estresse celular e 

citocinas (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). As quinases JUN N-terminal apresentam-se 

em três isoformas: JNK1, JNK2 e JNK3. As JNKs são ativadas por MKK4 e MKK7. Estas  

MAPKKs são ativadas por MAPKK-quinases (MAPKKK) como MEK1, MEKK2, e por uma 

variedade de outros estímulos dependendo do tipo celular (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A via 

JNK pode mediar apoptose, proliferação, ou sobrevivência, dependendo do estímulo e condições 

celulares (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). O mais clássico substrato de JNK é o fator 

de transcrição c-Jun, do qual o nome JNK é derivado. JNK pode ativar outros fatores de 

transcrição, como ATF-2, Elk-1,
 
MEF-2c, p53, and c-Myc. JNK também apresenta outros 

substratos transcricionais, como as proteínas antiapoptóticas Bcl2 e Bcl-xL (JUNTILLA; LI; 

WESTERMACK, 2008). 

A via ERK (A-Raf, B-Raf, Raf-1 MEK1,2 ERK1,2) é ativada principalmente em 

resposta a mitógenos e fatores de crescimento. Muitos dos sinais ativadores da via ERK são 



iniciados através da ativação de pequenas proteínas G, Ras, proteínas ligadas à membrana 

ativadas através da troca de ligação GDP para GTP. Esta via têm sido associada com crescimento 

celular, proliferação celular e sobrevivência (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 2008). As 

proteínas quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK) apresentam-se em diferentes 

isoformas: ERK1/2, ERK3/4, ERK5 e ERK7/8. Entre as isoformas identificadas, a ERK1/2 é a 

melhor caracterizada, e envolve vários estímulos e receptores que ativam MAPKKK (Raf-1, B-

Raf, A-Raf). O MAPKKK ativado desencadeia a fosforilação  de MEK1 e MEK2 (MAPKK), 

que por sua vez, fosforila ERK1/2. O ERK1/2 fosforilado ativa os alvos subsequentes como 

Elk1, c-Fos e c-Myc (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). A sinalização mediada por ERK1/2 tem o 

papel fundamental na proliferação celular e sobrevivência (JUNTILLA; LI; WESTERMACK, 

2008). 

Sinais inflamatórios, estresse metabólico e dano ao DNA ativam também a via NFkB, 

fundamental na regulação da inflamação, resposta imune inata e adaptativa, desenvolvimento, 

sobrevivência e proliferação celular (O’DEA e HOFFMANN, 2009). A família de fatores de 

transcrição NFkB forma complexos diméricos com famílias das proteínas Rel, que consistem em 

cinco membros: p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50/p105 (NFkB1) e p52/p100 (NFkB2). O complexo 

inativo NFkB/Rel está localizado no citoplasma ligado a proteínas inibitórias kB (IkB). Para que 

ocorra a ativação do complexo NFkB/Rel, a proteína IkB necessita ser fosforilada por quinases 

IkB (IKK) que são por sua vez, ativados por citocinas, fatores de crescimento, receptores de 

antígenos, MAPKKKs e outras quinases. Uma vez que o complexo NFkB/Rel esteja livre de 

proteínas IkB, este pode translocar-se para o núcleo e assim induzir a transcrição dos genes 

alvos, sendo este processo conhecido como via canônica. O complexo NFkB/Rel pode também 

sinalizar através de uma via não canônica (MUTHUSAMY e PIVA, 2010). Enquanto a ativação 

da via p38 MAPK foi associada ao início da doença periodontal (KIRKWOOD e ROSSA, 2009), 

a ativação da via do NFkB foi associada ao aumento da severidade da doença periodontal 

(AMBILI et al., 2005). 

Portanto, o epitélio gengival não representa apenas uma barreira física contra a invasão 

de patógenos, mas também pode atuar como sensor em resposta à presença das bactérias através 

dos receptores de reconhecimento de patógenos (PPR), como os receptores Toll-like (TLRs) e 

receptores NOD (NLRs) (JANEWAY e MEDZHITOV, 2002; INOHARA et al., 1999). Além 

disso, pelo menos um dos receptores de sinal de perigo, o receptor purinérgico para ATP 



extracelular (P2X7) também é expresso e funcional em células epiteliais gengivais (YILMAZ et 

al., 2010). Foi também demonstrado que as células do epitélio gengival, bem como outras células 

do epitélio oral expressam inflamassoma Nalp3, que quando ativado resulta na secreção de IL-1β 

(YILMAZ et al, 2010). As células epiteliais gengivais (GEC) mostram-se assim, fundamentais 

na resposta inata do hospedeiro frente às bactérias periodontais (DARVEAU; TANNER; PAGE, 

1997; ESKAN et al., 2008; HASEGAWA et al., 2008; YILMAZ et al., 2010).   

A maioria dos estudos sobre a resposta imune inata contra infecções bacterianas têm-se 

centrado em células do sistema imune de origem hematopoiética, mas as células epiteliais 

infectadas por A.actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis e outras bactérias orais 

também podem induzir a produção de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas, defensinas e 

moléculas de adesão intercelular (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997; 

KRISANAPRAKORNKIT et al., 2000; SANDRO et al., 2000; ASAI et al., 2001; 

SCANNAPIECO; WANG; SHIAU, 2001, HUANG et al., 2004; KUSUMOTO et al., 2004; 

EICK et al., 2006; HASEGAWA et al., 2008; SHIMADA et al., 2008; ESKAN et al., 2008). 

Estudos prévios demonstraram que o contato de células epiteliais com produtos de  A. 

actinomycetemcomitans é capaz de modular a expressão gênica da célula epitelial. Por exemplo, 

os níveis de prostaglandina-2 (PGE2), importante mediador da resposta inflamatória e de 

cicloxigenase-2, foram estimulados pelo contato de A. actinomycetemcomitans com células 

epiteliais gengivais (HGEC) (NOGUSHI et al., 2003).  

Proteínas de membrana externa de A. actinomycetemcomitans, como OMP100, induzem 

a secreção de citocinas inflamatórias e peptídeos antimicrobianos em células epitelias gengivais. 

A OMP100 de A. actinomycetemcomitans é capaz de ligar-se à fibronectina e esta interação 

induz a síntese de β-defensina2 humana (hBD2) via MAP kinase, embora a estimulação 

secundária por citocinas inflamatórias induzidas pela exposição bacteriana possivelmente 

colabora no processo (OUHARA et al., 2006). 

A interação entre células epiteliais e microrganismos é o passo inicial da infecção 

bacteriana no periodonto. Assim, o conhecimento dos mecanismos induzidos em cada etapa da 

interação entre bactéria e células epiteliais poderia corroborar para o entendimento da patogenia, 

bem como fornecer bases científicas para o desenvolvimento de estratégias que dificultem a 

colonização pelo patógeno.  



Grande parte das pesquisas atualmente tem contribuído na elucidação dos mecanismos 

pelos quais as células de organismos multicelulares e unicelulares “sentem” o ambiente e 

traduzem estas observações em informação útil (IQBAL et al., 2010). A. actinomycetemcomitans 

é um importante patógeno periodontal, apresentando vários fatores que o tornam potencialmente 

virulento. Estudos vêm demonstrando a relação entre a detecção de bactérias 

periodontopatogênicas e a presença de altas concentrações de metaloproteinases e citocinas pró-

inflamatórias no fluido gengival de sítios que apresentam progressão da periodontite quando 

comparados aos sítios inativos (SILVA et al., 2008). Assim, sendo a adesão e invasão, recursos 

estratégicos utilizados por A. actinomycetemcomitans para desencadear a patogenia, é evidente a 

importância da identificação dos genes expressos neste processo.  

Baseados no exposto, consideramos que o estudo de genes ativados pelo contato da 

bactéria com as células epiteliais poderia elucidar os mecanismos envolvidos na adaptação do 

microrganismo para interagir com essa primeira barreira do hospedeiro, propiciando a sua 

colonização. Além disso, a análise do perfil de transcrição de genes associados à via de 

transdução de sinais da célula epitelial após a infecção com A.actinomycetemcomitans permitiria 

a identificação dos eventos moleculares iniciais promovidos pela presença do patógeno que 

provocam um desequilíbrio na homeostase do microambiente periodontal, levando ao quadro de 

destruição tecidual encontrado na periodontite.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 CONCLUSÕES  

 

Este estudo demonstrou através da análise da expressão gênica, duas vertentes existentes 

no processo de infecção, de um lado, a bactéria e do outro, a célula epitelial:  

 

1.  A. actinomycetemcomitans altera o perfil de transcrição de genes após a interação com células 

epiteliais gengivais. A regulação da transcrição de certos genes de virulência após contato com a 

célula epitelial é cepa específica. Além disso, a regulação da transcrição também é dependente 

do tempo de contato com a célula epitelial. A maior virulência das amostras de 

A.actinomycetemcomitans pertencentes ao sorotipo b, em relação à amostra sorotipo a pode ser 

justificada pela regulação positiva de genes associados a maior virulência como ltx, que codifica 

a leucotoxina e omp29. Além disso, a interação com células epiteliais induziu a transcrição de 

genes associados à colonização, como flp e aae, particularmente nas amostras sorotipo a. Por 

outro lado, diferenças entre as amostras sorotipo b, foram detectadas. Embora a cepa JP2 tenha 

apresentado maior transcrição de ltx após cultura in vitro, a regulação positiva de ltx após contato 

com célula epitelial por 24 horas na amostra SUNY465, levou a produção de transcritos ltx em 

níveis similares ao observado na amostra JP2, justificando a participação das linhagens sorotipo 

b não JP2 na periodontite agressiva; 

 

2. A transcrição gênica de células epiteliais gengivais sofre alterações após a infecção por 

A.actinomycetemcomitans, sugerindo que o cenário da periodontite agressiva, caracterizado por 

infiltrado macrofágico e destruição óssea, inicia-se precocemente durante a infecção, após a 

interação da bactéria com o epitélio. 
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