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RESUMO  

KAWAMOTO, D. Efeito da toxina distensora citoletal de Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans na atividade osteoclástica. 2014. 88 f. Tese (Doutorado em 

Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2014. 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans está associado à periodontite agressiva, 

caracterizada pela intensa reabsorção do osso alveolar. Esta espécie produz a toxina distensora 

citoletal (AaCDT) que possui atividade de DNAse, e promove o bloqueio das células alvo na 

fase G2 ou G1/ G2. Por outro lado, CDT ativa a cascata apoptótica pela atividade de PIP3, 

regulando a proliferação e sobrevivência de linfócitos, pelo bloqueio de Akt. Em monócitos, 

AaCDT induz aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias e inibe a produção de 

óxido nítrico e fagocitose. 

Células precursoras de osteoclastos têm origem hematopoiética e sofrem diferenciação 

em osteoclastos, mediada pelo RANKL, mas outros fatores co-estimulatórios estão 

envolvidos. A AaCDT induz a produção de RANKL por fibroblastos. Assim, formulamos a 

hipótese se CDT influenciaria a homeostase óssea por afetar a diferenciação de células 

precursoras de osteoclastos. 

 O presente estudo visou determinar o efeito da atividade de AaCDT sobre a 

sobrevivência, diferenciação e atividade de células precursoras de osteoclastos. 

CDT recombinante purificada (Aa(r)CDT) por cromatografia de afinidade foi 

adicionada a cultura de macrófagos RAW 264.7 ou células de medula óssea de camundongos 

C57BL/6 (BMC) na presença e na ausência de RANKL. Células sem adição de Aa(r)CDT na 

ausência ou presença de RANKL e osteoprotegerina foram empregadas como controle. A 

viabilidade celular foi determinada por ensaio de MTT e foram determinados o número de 

células multinucleadas TRAP + e o perfil de citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α e TGF-β por 

ELISA. A transcrição relativa de genes relacionados à osteoclastogênese rank, ctpk, nfatc-

1 e irf-8 foi avaliada por transcrição reversa e PCR quantitativo. A atividade de 

osteoclastos  foi determinada pela avaliação da reabsorção de dentina por perfilometria. 

Aa(r)CDT reduziu a viabilidade de macrófagos RAW 264.7, mas não promoveu 

redução na viabilidade de BMC. A adição de Aa(r)CDT promoveu aumento do número médio 

de células TRAP+ multinucleadas na ausência de RANKL em células RAW264.7. O número 

médio de células TRAP+ multinucleadas também foi maior em BMC com adição de 

Aa(r)CDT, na ausência e presença de RANKL. Aa(r)CDT associada a RANKL induziu a 

maior produção de IL-6 por células RAW 264.7 e BMC. Além disso, a adição de Aa(r)CDT 

resultou na diminuição da produção de IL-1β e IL-10 por BMC, mas não por células 

RAW264.7. Aa(r)CDT induziu aumento na produção de TNF-α por células RAW 264.7 e 

BMC. A produção de TGF-β por BMC aumentou com a adição de Aa(r)CDT. A expressão de 

genes associados a osteoclastogênese em BMC sugere um efeito co-estimulatório de CDT na 

osteoclastogênese. Não foi detectada reabsorção de dentina nos ensaios realizados. 

Os dados sugerem que a CDT interfere na homeostase óssea, favorecendo a indução da 

diferenciação de células precursoras de osteoclastos e alterando o perfil de citocinas 

produzidas. 
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ABSTRACT 

KAWAMOTO, D. Aggregatibacter actinomycetemcomitans cytolethal distending toxin 

effect in osteoclast activity. 2014. 88 p. Thesis (PhD in Biotechnology) – Instituto de 

Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans is associated with aggressive periodontitis, 

characterized by severe alveolar bone resorption. This species produces a distending toxin 

cytolethal (AaCDT) which has DNase activity, and promotes the blocking of target cells in 

G2 or G1 / G2 phase. On the other hand, CDT activates the apoptotic cascade by PIP3 

activity, regulating lymphocyte proliferation and survival by blocking Akt. In monocytes, 

AaCDT enhances the production of proinflammatory cytokines and inhibits nitric oxide 

production and phagocytosis. 

Osteoclast precursor cells are of hematopoietic origin and must undergo differentiation 

into osteoclasts mediated by RANKL although other co-stimulatory factors are involved. 

AaCDT induces the production of RANKL by fibroblasts. Thus, CDT is hypothesized to 

influence bone homeostasis by affecting the differentiation of precursor cells into osteoclasts. 

This study aimed to determine the effect of AaCDT on survival, differentiation and 

activity of osteoclasts precursor cells. 

Recombinant CDT purified (Aa(r)CDT) by affinity chromatography was added to RAW 

264.7 macrophages or bone marrow cells of C57BL/6 mice (BMC) in the presence or absence 

of RANKL. Cells without addition of Aa(r)CDT in the absence or presence of RANKL and 

osteoprotegerin were used as controls. Cell viability was determined by MTT assay and the 

number of multinucleated TRAP + cells was determined and the production of cytokines IL-

1β, IL-6, IL-10, TNF-α and TGF-β was investigated by ELISA. The relative transcription of 

genes related to osteoclastogenesis rank, ctpk, NFATc-1 and IRF-8 was estimated by reverse 

transcription and quantitative PCR. The activity of osteoclasts was determined by assessing 

dentin resorption by profilometry. 

Aa(r)CDT reduced the viability of RAW 264.7 macrophages, but not induced a reduction 

in the viability of BMC. The addition of Aa(r)CDT promoted an increase in the average 

number of multinucleated TRAP + cells in the absence of RANKL in RAW264.7 cells. The 

average number of multinucleated TRAP + cells was also increased in BMC with the addition 

of Aa(r)CDT in the absence and presence of RANKL. Aa(r)CDT associated with RANKL led 

to increased production of IL-6 by RAW 264.7 cells and BMC. Furthermore, the addition of 

Aa(r)CDT resulted in decreased production of IL-1β and IL-10 in BMC but not in RAW264.7 

cells. Aa(r)CDT induced the production of TNF-α by RAW 264.7 cells and BMC. The 

production of TGF-β by BMC increased with the addition of Aa(r)CDT. The expression of 

genes associated with osteoclastogenesis in BMC suggested a co-stimulatory effect on 

osteoclastogenesis by CDT. There was no detectable resorption  in dentin discs. 

The data suggested that CDT interfere in bone homeostasis, favoring the differentiation of 

osteoclasts precursors cells and by altering their cytokines profile. 

 

Keywords: Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Cytolethal distending toxin. Células 

RAW 264.7 cells. Murine bone marrow cells. Osteoclast precursor cells 

 

 

 



 

 

 INTRODUÇÃO 

As interações entre os micro-organismos subgengivais e o hospedeiro começam no 

epitélio gengival e estimulam a resposta inflamatória que confere uma eficiente proteção 

contra as bactérias. No entanto, a liberação de mediadores leva ao processo inicial de 

inflamação, resultando em gengivite. E a evolução para a periodontite ocorre com a exposição 

crônica das bactérias e/ou seus produtos, no epitélio gengival e ligamentos periodontais, 

desencadeiam a ativação da resposta imune inata e adquirida, podendo se desenvolver 

causando a destruição irreversível dos ligamentos periodontais e tecido ósseo 

(GRAVES;OATES; GARLET, 2011).  

Em 1999 houve alteração na classificação das periodontites pela Academia Americana 

de Periodontia, classificando as periodontites com base na velocidade de destruição tecidual, 

em Periodontite Agressiva e Crônica, e subdivididas quanto ao número e localização de 

dentes afetados pela doença em Localizada ou Generalizada (ARMITAGE, 1999). 

A periodontite agressiva é uma doença que acomete indivíduos clinicamente saudáveis, 

exceto pela presença da doença periodontal, caracteriza-se pela rápida perda de inserção e 

destruição óssea e ainda pela agregação familiar (ARMITAGE, 1999). Dentre as doenças 

periodontais, a periodontite agressiva é uma infecção rara de intensidade grave, podendo se 

apresentar em qualquer grupo étnico e idade, no entanto, é muitas vezes caracterizada pela 

idade precoce da manifestação clínica (PAPAPANOU, 1999).  

Figura 1- Esquema do periodonto saudável e com periodontite 

 

Nota: Desenho esquemático que exemplifica a periodontite. Em A imagem do periodonto saudável. Em B, 

periodontite. A placa ou biofilme dental constitui comunidade microbiana organizada aderida a superfície do 

dente através da ligação a proteínas da película adquirida. Tártaro (cálculo) é uma formação mineralizada 

decorrente da precipitação de fosfato de cálcio da saliva sobre o biofilme dental. Em resposta ao desafio 

microbiano, ocorre inflamação dos tecidos periodontais, que resulta em destruição do periodonto de sustentação 

e formação de bolsa periodontal, podendo ocasionar a perda do dente. 

 



 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans é considerado como o principal fator da 

iniciação e progressão na etiologia da periodontite (KAPLAN et al., 2002; OHGUCHI et al., 

1998; PAJU et al., 1998), principalmente a periodontite agressiva (KOLODRUBETZ et al., 

1996) e em alguns casos de periodontite crônica (ASIKAINEN; CHEN, 1999; CORTELLI et 

al., 2005). Esta espécie foi associada à microbiota residente do homem (NORSKOV-

LAURITSEN; KILIAN, 2006), e a presença de A. actinomycetemcomitans também pode ser 

detectada em indivíduos com periodonto sadio, sugerindo que estes pacientes poderiam 

albergar uma microbiota protetora (ASIKAINEN; ALALUUSUA; SAXEN, 1991; BUENO; 

MAYER;  DIRIENZO, 1998). 

O biofilme dental subgengival apresenta-se como o nicho primário de A. 

actinomycetemcomitans, principalmente em pacientes com periodontite agressiva localizada 

(MANDELL; SOCRANSKY, 1981; SLOTS; REYNOLDS; GENCO, 1980). Porém, este 

microrganismo pode ser detectado também na saliva (VON TROIL-LINDEN et al., 1996), 

superfícies mucosas e biofilme supragengival (DAHLEN et al., 1992). 

A. actinomycetemcomitans foi associado a uma variedade de patologias infecciosas, 

incluindo doenças periodontais, endocardite, abscesso, osteomielite, pericardite, infecções 

urinárias e pneumonia (HENDERSON et al., 2003; NORSKOV-LAURITSEN; KILIAN, 

2006;  ZAMBON, 1985). 

Esta espécie foi considerada como parte do grupo HACEK, composto também por 

Haemophilus parainfluenzae,  Aggregatibacter aphrophilus, Cardiobacterium 

hominis, Eikenella corrodens e Kingella kingae. O grupo HACEK é formado por bactérias 

Gram-negativas anaeróbias facultativas da orofaringe relacionadas com a endocardite 

bacteriana, sendo A. actinomycetemcomitans o mais prevalente em casos de endocardite 

(PATUREL et al., 2004).  

A. actinomycetemcomitans foi primeiramente denominado Bacterium actinomycetem 

comitans em 1912 por KLINGER (ZAMBON, 1985). Em 1921, LIESKE observou as células 

individuais do microrganismo, denominando-o Actinobacilus actinomycetem comitans devido 

ao formato cocobacilar. O termo relativo à espécie, actinomycetemcomitans, refere-se à 

presença do microrganismo em lesões de actinomicose, em associação com Actinomyces 

israelli, segundo proposta de TOPLEY e WILSON em 1929 (ZAMBON, 1985).  

Em 2006, A. actinomycetemcomitans, antes classificado no gênero Actinobacillus, 

passou a ser classificado no gênero Aggregatibacter, juntamente com Aggregatibacter 

aphrophilus (anteriromente Haemophilus aphrophilus) e Aggregatibacter segnis 



 

(anteriormente Haemophilus segnis), com base em estudos de homologia DNA-DNA e 

análise filogenética de genes de manutenção (NORSKOV-LAURITSEN;  KILIAN, 2006).  

O gênero Aggregatibacter faz parte da família Pasteurellaceae e são cocobacilos Gram-

negativos, mesofílicos, anaeróbios facultativos, catalase positivos. No isolamento primário em 

meios sólidos, A. actinomycetemcomitans apresenta colônias circulares com bordas 

irregulares e translúcidas de característica rugosa, aderente e uma estrutura de aspecto estrelar 

no centro. Quando inoculadas em caldo, as amostras de colônias rugosas agregam-se e se 

aderem ao vidro. No entanto, após sucessivos repiques em meio de cultura sólido, as colônias 

tornam-se lisas (HENDERSON et al., 2003; NORSKOV-LAURITSEN; KILIAN, 2006; 

ZAMBON, 1985). 

Para o seu desenvolvimento este micro-organismo possui ainda como características 

bioquímicas o crescimento em meio de cultura sem a necessidade do fator hemina e é variável 

na necessidade do fator dinucleotídeo adenina nicotinamida, não produz hemólise, produz 

ácidos a partir de glicose, frutose e maltose, fermenta frutose, galactose, glicose, manose e 

lactose (NORSKOV-LAURITSEN; KILIAN, 2006; SLOTS, 1982; ZAMBON, 1985).  

Fatores de virulência são características que propiciam ao micro-organismo a 

capacidade de colonizar um nicho do hospedeiro e ultrapassar as barreiras de defesa iniciando 

um processo patológico (FIVES-TAYLOR et al., 1999). 

A. actinomycetemcomitans apresenta fatores de virulência responsáveis pela 

colonização da cavidade oral, adesão à superfície mucosa, invasão ao tecido periodontal, 

evasão da resposta imune do hospedeiro causando a destruição de tecidos ósseos, 

ligamentares e fibroblásticos além da capacidade de inibir a reparação tecidual do hospedeiro 

(FINE et al., 2006; FIVES-TAYLOR et al., 1999; ZAMBON, 1985). 

Entre os fatores de virulência produzidos por A. actinomycetemcomitans, podemos 

considerar adesinas (ROSE;MEYER; FIVES-TAYLOR, 2003), fímbrias (KACHLANY et al., 

2001), produção de lipopolissacarídeo (LPS) (KATO et al., 2000), leucotoxina 

(KOLODRUBETZ et al., 1989) e toxina distensora citoletal (CDT) (MAYER et al., 1999; 

SHENKER et al., 1999; SUGAI et al., 1998).  

A toxina distensora citoletal (CDT) foi descrita primeiramente em culturas de 

Campylobacter spp. e Escherichia coli. O sobrenadante do meio cultivado com estes 

microrganismos quando inoculado em cultura de células de ovário de hamster chinês (CHO) 

causaram distensão celular após um período de 2 a 5 dias, levando à morte celular 

(JOHNSON; LIOR, 1988a; b). Um curto período de exposição é suficiente para dar o início 



 

aos eventos citotóxicos associados à ação desta toxina e mesmo após lavagens da cultura 

celular a ação da CDT é irreversível, implicando na existência de um receptor específico na 

superfície celular por onde se inicia a sinalização da internalização da CDT 

(ARAGON;CHAO;  DEYFUS, 1997). 

A CDT faz parte da família das citotoxinas termolábeis produzidas por várias espécies 

de bactérias Gram-negativas consideradas patógenos de mucosas como Escherichia coli, 

Helicobacter spp, Shigella spp, Campylobacter spp, Salmonella enterica serovar Typhi e 

Haemophilus ducreyi (ARAGON; CHAO; DREYFUS, 1997; CHIEN et al., 2000; COPE et 

al., 1997; HAGHJOO; GALAN, 2004; JOHNSON; LIOR, 1988a; b; LARA-TEJERO; 

GALAN, 2001; OKUDA et al., 1997; PICKETT et al., 1994; PICKETT et al., 1996). Entre os 

periodontopatógenos, somente A. actinomycetemcomitans é capaz de produzir CDT, podendo 

ser este um fator de virulência importante na patogênese do A. actinomycetemcomitans 

(YAMANO et al., 2003).  

CDT age em diferentes células eucariontes, causando distensão do citoplasma e 

bloqueio do ciclo celular nas fases G0/G1 ou G2/M, e induzindo a morte programada 

(BELIBASAKIS et al., 2004; MISE et al., 2005; OHGUCHI et al., 1998; SHENKER et al., 

2001). A toxina de A. actinomycetemcomitans é capaz de agir sobre células epiteliais de 

carcinoma cervical (HeLa), de ovário de hamster chinês (CHO), de carcinoma bucal (KB) 

(FABRIS et al., 2002), fibroblastos gengivais, fibroblastos periodontais (BELIBASAKIS et 

al., 2002), linfócitos T (SHENKER et al., 2004), fibroblastos murínicos (FERNANDES et al., 

2008), células epiteliais gengivais (ANDO, 2009) e monócitos / macrófagos (BANKS et al., 

2007; FERNANDES et al., 2008; MISE et al., 2005; XU et al., 2004).  Esta toxina também 

possui uma ação imunorreguladora, sendo capaz de inibir a proliferação de linfócitos 

(SHENKER et al., 1999) e fibroblastos (BELIBASAKIS et al., 2002), estimulando a produção 

de citocinas por células mononucleares de sangue periférico de humanos, aumentando a 

produção de citocinas pro-inflamatórias como interleucinas IL-1β, IL-6, IL-8 e interferon γ 

(IFN-γ). Podendo também inibir a produção de IL-10, IL-12 e fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) (AKIFUSA et al., 2001) e é capaz de inibir a fagocitose por macrófagos (ANDO-

SUGUIMOTO et al., 2014).  

CDT é uma toxina do tipo AB2, secretada em três subunidades (CDTA, CDTB e 

CDTC), cada uma com peso molecular entre 25 a 35 kDa (SHENKER et al., 1999).  CDTB é 

a unidade ativa da toxina possuindo atividade DNase I (LARA-TEJERO; GALAN, 2000), 

enquanto CDTA e CDTC promovem a ligação à célula alvo, levando a CDTB ao interior da 



 

célula do hospedeiro (CAO et al., 2008; LARA-TEJERO, 2001; MISE et al., 2005). Por outro 

lado, CDTB ativa uma cascata apoptótica por sua atividade de PI-3,4,5- trifosfato fosfatase 

(PI3,4,5-P3), similar a uma inositol fosfatase 1 contendo o domínio SH-2 (SHIP1), regulando 

a proliferação e sobrevivência de linfócitos em oposição a  fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) 

e assim bloqueando a ativação de uma proteína quinase específica de serina / treonina cuja 

forma ativa controla o crescimento e a proliferação celular (SHENKER et al., 2007). A figura 

1 demonstra de forma resumida a atividade da CDT em células eucarióticas.  

Existem diferenças na sensibilidade das linhagens celulares às CDT de A. 

actinomycetemcomitans, Campylobacter Jejuni, Escherichia coli e Haemophilus ducrey, 

devido as diferenças nos receptores que permitem a ligação da toxina a célula eucarionte, 

incluindo glicoproteínas e glicosfigoslípides (ESHRAGHI et al., 2010). Esta especificidade 

pode ser observada comparando-se as CDT de E. coli e H. ducreyi, dois patógenos que 

colonizam nichos muito distintos (trato digestivo e urinário respectivamente).   CDT de E.coli 

e (Ec-CDT) e de H. ducreyi (Hd-CDT) possuem somente 22 e 19% de similaridade em CDTA 

e CDTC, respectivamente (PICKETT; WHITEHOUSE, 1999). Assim, devido a diferenças 

nas subunidades de ligação, Hd-CDT é mais tóxica que Ec-CDT , agindo em concentrações 

mais baixas na indução da fosforilação da proteína histona H2AX, um marcador de dano no 

DNA em células HeLa, CHO-K1, Balb/3T3, Y-1, OT-1, NIH/3T3, IC-21 e RAW 264.7. Além 

disso, Ec-CDT e Hd-CDT não competem pelo mesmo sítio de ligação sugerindo que estas são 

transportadas por mecanismos distintos mediadas por receptores de superfície diferentes 

(GARGI et al., 2013). 

CDT é capaz de alterar o perfil de fatores inflamatórios produzidos por células de 

linhagem mieloide como macrófagos peritoneais murínicos (FERNANDES et al., 2008), 

células RAW 264.7 (ANDO, 2009) e células mononucleares periféricas (AKIFUSA et al., 

2001). Aa(r)CDT é capaz também de induzir a distensão celular e causar o bloqueio da fase 

G2/M do ciclo celular em células monocíticas (MISE et al., 2005). Recentemente, em estudo 

comparando uma cepa de A. actinomycetemcomitans mutante deficiente em CDT e a 

selvagem, e com o uso de CDT recombinante, foi demonstrado neste laboratório que 

Aa(r)CDT é capaz de inibir a fagocitose por macrófagos murínicos, modular a produção de 

NO e induzir a produção de IL-1b, IL-12 e IL-10, mas não de TNF-α (ANDO-SUGUIMOTO 

et al., 2014).  Este conjunto de dados indica que a CDT afeta a diferenciação de células 

monocíticas.  

 

 



 

 

 

Figura 2 - Atividade da CDT em células eucarióticas. 

 

 

Nota: A CDT é uma toxina do tipo AB2, onde a CDTB é a parte ativa e a CDTA e CDTC participam da ligação 

e internalização da subunidade B na célula alvo. A atividade de DNase causa a quebra da dupla fita (QDF), 

ativando a proteína ATM  (ataxia telangiectasia mutated) que leva à ativação da proteína serina/treonina quinase 

(Chk2), responsável pelo bloqueio do ciclo celular na fase G2. Alternativamente pode causar a apoptose pela 

atividade de fosfatase, por impedir a fosforilação de PIP2 (fosfatidilinositol bi-fosfato).  

Fonte: GE et al., 2008 -modificado  

 

 

 

A. actinomycetemcomitans induz a periodontite agressiva, que é caracterizada por uma 

intensa reabsorção óssea. A periodontite é a mais comum das desordens ósseas em humanos e 

é induzida pela infecção subgengival por múltiplas espécies bacterianas. Essa perda óssea 

local parece ser mediada por células T ativadas pelas bactérias e seus produtos, induzindo a 

uma produção exacerbada de RANKL, estimulando a osteoclastogênese local (KAWAI et al., 

2006; TENG et al., 2000).  



 

O osso é um tecido que passa por uma contínua remodelação, promovida por processos 

de reabsorção e neoformação. Inflamações crônicas podem alterar o metabolismo ósseo e 

promover o aumento da reabsorção óssea. A ativação de várias populações celulares do 

sistema imune inato e adaptativo, com produção de citocinas, não só perpetua a inflamação, 

mas também ativa a degradação óssea e inibe o mecanismo de reconstrução óssea 

(REDLICH; SMOLEN, 2012). 

A quebra da homeostase óssea resulta em aumento na diferenciação e maturação dos 

osteoclastos, que se diferenciam a partir de células da família de monócitos / macrófagos, e 

sua função fisiológica é realizar reabsorção do tecido mineralizado (BOYLE; SIMONET; 

LACEY, 2003; FACCIO et al., 2002). A osteoclastogênese ocorre principalmente pela ação 

de duas moléculas: (1) fator estimulador de colônias de macrófagos (M-CSF) e o ligante do 

receptor de ativação do fator nuclear kappa B (NF-κB) (RANKL), um membro da 

superfamília do fator de necrose tumoral (TNF) (TANAKA et al., 2006).  

M-SCF é uma citocina essencial expressa por células osteoblásticas, que promove a 

expressão de RANK na membrana celular dos osteoclastos, levando a ligação de osteoclastos 

ativados ao ligante RANKL. Esta citocina auxilia na proliferação, diferenciação e 

sobrevivência de células pré–osteoclásticas com auxílio de proteínas extracelulares, que 

ativam as vias da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) / proteína 2 ligada ao receptor 

de fator de crescimento (Grb2) e a via de sinalização serina-treonina quinase (AKT)/ fosfatidil 

inositol quinase (PI3K). O M-CSF também pode ser ativado por moléculas co- estimulatórias 

como DAP12 (DNAx de ativação da proteína de 12 kDa) e Syk (tirosina quinase do baço) 

(ROSS; TEITELBAUM, 2005). 

RANKL é produzida por células estromáticas de medula óssea, osteoblastos de 

periósteos (LACEY et al., 1998), linfócitos T (TAUBMAN; KAWAI, 2001) e fibroblastos 

(HSU et al., 1999).  A ativação dos receptores RANK por RANKL em células progenitoras de 

osteoclastos leva a trimerização de RANK e ao recrutamento de uma molécula adaptadora - 

TRAF6 (fator 6 associado ao receptor TNF) (figura 1). Esta molécula estimula uma cascata de 

sinalização que leva à diferenciação osteoclástica (ARMSTRONG et al., 2002), pela ativação 

do fator de transcrição NFATc-1 (fator nuclear c1 ativador de células T) que induz a 

transcrição de genes específicos à osteoclastogênese,  que codificam TRAP (fosfatase ácida 

tartarato-resistente), integrina β3, receptor para calcitocina e catepsina K (ASAGIRI; 

TAKAYANAGI, 2007). 

 

 



 

 

 

Figura 3 - Esquema representativo da reabsorção óssea 

 

Nota: A osteoclastogênese é dependente da ligação entre RANK, presente na membrana celular de células pré-

osteoclásticas (CFU-M) com seu ligante RANKL, produzido por células como os linfócitos e fibroblastos 

ativados. Esta ligação RANK-RANKL, induz à pré-fusão de osteoclastos levando à coalescência celular 

formando células multinucleadas, que tornam-se osteoclastos maduros (ativados), capazes de promover a 

reabsorção óssea.  

 

Na reabsorção óssea, ocorre a formação de depressões da matriz óssea escavadas pela 

atividade dos osteoclastos e conhecidas como lacunas de Howship (BOYLE;SIMONET; 

LACEY, 2003). A superfície ativa dos osteoclastos é voltada para a matriz óssea e apresenta 

prolongamentos vilosos irregulares que tem a forma de folhas ou pregas que se subdividem. 

Cincundando essa área, existe uma zona citoplasmática, a zona clara, por onde os osteoclastos 

secretam fatores que levam a destruição óssea como TRAP (fosfatase ácida tartrato-

resistente), HCl e catepsina K (CTPK) (BLAIR; ATHANASOU, 2004; BOYLE; SIMONET; 

LACEY, 2003). A ligação ao tecido ósseo é feita por um anel citoplasmático denso de actina 

F que se liga à matriz por proteínas transmembrânicas, mediada pela integrina αvβ3 

(NAKAMURA et al., 1999) que ativa a via da proteína quinase B (AKT/PKB), relacionada 

com a prevenção da apoptose (SONG; OUYANG; BAO, 2005). Após a ligação mediada pela 

integrina αvβ3, os osteoclastos promovem a acidificação do microambiente extracelular em um 

processo mediado pela H
+
 - adenosina trifosfatase (H

+
- ATPase) vacuolar nas vilosidades. Os 

eventos de transporte de íons resultam na secreção de HCl
-
 levando a redução do pH ~ 4,5. 

Este ambiente ácido mobiliza o mineral ósseo. Posteriormente à desmineralização, o 

componente orgânico é degradado pela catepsina K. A catepsina K é um cisteíno-protease 

lisossomal, expressa em altos níveis por osteoclastos, que degrada colágeno tipo I, o qual 

constitui mais de 90% do colágeno do tecido ósseo (TEITELBAUM, 2000). Assim, são 



 

considerados marcadores de osteoclastos a expressão de catepsina K, atividade fosfatase ácida 

tartarato – resistente (TRAP), secreção ácida, reabsorção lacunar em substrato mineralizado e 

presença de integrina αvβ3. A representação do osteoclasto maduro pode ser observada na 

figura 4. 

 

Figura 4 - Esquema representativo de um osteoclasto. 

 

Nota: Durante a reabsorção óssea, há a formação de depressões escavadas na matriz óssea pela atividade dos 

osteoclastos, conhecidas como lacunas de Howship. A superfície ativa dos osteoclastos, voltada para a matriz 

óssea, apresenta prolongamentos vilosos irregulares, por onde os osteoclastos secretam fatores que levam a 

destruição óssea como TRAP (fosfatase ácida tartrato-resistente), HCl e catepsina K (ctpK). A ligação do 

osteoclasto com o tecido ósseo é mediada pela integrina αvβ3. 

 

Osteoclastos podem ser obtidos a partir monócitos / macófagos de linhagem ou de 

cultura primária como monócitos de medula óssea murínico e de aves de sangue periférico 

humano e macrófagos isolados de melanomas após estímulo com RANKL (HERMAN et al., 

2008; LAU et al., 2004; SOLARI et al., 1996; VANDOOREN et al., 2009). A diferenciação 

dos osteoclastos pode ocorrer por diferentes vias de sinalização. Como por exemplo: NFκB, 

JNKs/, ERK, e AKT que são ativadas por RANKL e M-CSF (CICEK et al., 2011). 

As células precursoras de osteoclastos expressam vários receptores de citocinas, como 

IL-1, TNF- α, IFN-γ, IL-6, e IL-17, que colaboram com a osteoclastogênese e são chamadas 

citocinas osteolíticas, com base no seu efeito de reabsorção óssea in vivo (BISHOP;MEYER; 

PIKE, 2009; LAM et al., 2000). Por exemplo, IL-1α induz a ativação de ERK e NF-κB, e 

TNF-α ativa NF-ƙB em células pré-osteoclásticas, sendo que ERK é associada à 

sobrevivência de osteoclastos, enquanto a ativação de NF-ƙB regula a ativação de osteoclastos 

para a reabsorção óssea (MIYAZAKI et al., 2000). 



 

A osteoclastogênese segue uma ordem de transcrição onde a ativação de NF-ƙB é seguida 

pela ativação de c-Fos e NFATc-1 (YAMASHITA et al., 2007). A proliferação e 

sobrevivência de células precursoras de osteoclastos necessitam da presença de M-CSF e 

fatores de transcrição como c-Fos, p50 e p52. Além disso, moléculas como a c-Src, TRAF-6 e 

integrina αvβ3 são necessárias para a polarização e maturação dos osteoclastos. Finalmente, 

após ativação dos osteoclastos, no sítio de ligação com o tecido mineralizado são detectados 

catepsina K, anidrase carbônica II e H+ - ATPase (TEITELBAUM, 2000).  

Para ocorrer a reabsorção óssea, os osteoclastos se polarizam, ocorrendo a organização do 

citoesqueleto de actina F dentro de uma estrutura densa na forma de anel, vedando assim a 

área inferior às células, formando um compartimento fechado, em que a matriz óssea e o 

mineral pode ser reabsorvido, resultando na formação de sulcos de reabsorção 

(LAKKAKORPI; VAANANEN, 1991). Assim, a atividade osteoclástica pode ser 

determinada pelo nível de rugosidade da superfície após a adesão dos osteoclastos 

(GEBLINGER et al., 2012).  

IL-1β é uma importante citocina pró-inflamatória, produzida por várias células 

incluindo macrófagos e também atua em células endoteliais, aumentando a expressão de 

moléculas que mediam a adesão de leucócitos para o local da inflamação. Além disso, IL-1β 

está presente no fluido crevicular de pacientes com doença periodontal e em animais com 

doença periodontal experimental, a sua produção levou à reabsorção óssea (GARLET et al., 

2006). No entanto, existem dados contraditórios em relação aos níveis de IL-1β e a 

osteoclastogênese, pois os dados sugerem que esta citocina também pode ser capaz de induzir 

a inibição da produção de RANKL (LEE et al., 2010). 

IL-6 é produzida por linfócitos, monócitos, macrófagos, células endoteliais, 

queratinócitos, fibroblastos e células tumorais (KISHIMOTO et al., 1995). Esta citocina é 

expressa em resposta a infecção, trauma ou desafio imunológico (KISHIMOTO et al., 1995) e 

possui homologia com uma grande família de citocinas composta por: IL-11, fator ciliar 

neutrofílico (CNTF), cardiotrofina-1 (CT-1), citocinas cardiotrofina-like (CLC), fator inibidor 

de leucemia (LIF), neuropoietina (NPN), oncostatina M (OSM), IL-27 e IL-31 que está 

relacionada com a regulação da resposta na fase aguda de uma infecção (HEINRICH et al., 

2003; PABLOS ALVAREZ, 2009). Esta família de citocinas partilha o uso de um receptor, a 

glicoproteína 130 (gp 130) presente em quase todas as células de mamíferos. Porém, para que 

a ligação entre IL-6 e gp 130 ocorra, há a necessidade também da presença do receptor de IL-

6 (IL-6R). IL-6R é expresso por hepatócitos, neutrófilos, monócitos / macrófagos e alguns 

linfócitos, podendo ser encontrado na forma solúvel em ambientes onde inflamados. Assim, 



 

IL-6 juntamente com IL- 6R e o receptor gp 130 ativam a fosforilação intracelular (PABLOS 

ALVAREZ, 2009) de uma proteína intracelular chamada Janus quinase (Jak), que ativa o 

ativador de transcrição (STAT-3). STAT-3 atravessar para o núcleo e ativa a expressão dos 

genes alvo (HEINRICH et al., 2003). Além de STAT3, o receptor gp130 ativa a via das 

MAPK (quinase ativada por mitógenos) e a via PI3K/Akt, ambas de relevância na indução de 

fatores pró-inflamatórios de sobrevivência celular (HEINRICH et al., 2003).  

TNF-α é uma citocina pró-inflamatória secretada por monócitos, macrófagos e 

linfócitos-T, produzida frente a estímulos, principalmente de LPS.  Esta citocina faz parte da 

mesma família que RANKL, estimulando a expressão de catepsina k em pré-osteoclastos e 

em osteoclastos maduros (CORISDEO et al., 2001) e colabora na sobrevivência celular de 

células pré-osteoclásticas juntamente com M-CSF (KOBAYASHI et al., 2000a). 

O papel da TNF-α na osteoclastogênese parece ser contraditório. Enquanto estudos 

demonstram que esta citocina possui atividade diretamente na ativação de osteoclastos 

independente de RANKL in vivo e in vitro (FULLER et al., 2002), outros trabalhos sugerem 

que esta citocina não induz a formação de osteoclastos (LAM et al., 2000). No entanto, a 

presença desta citocina parece agir de forma sinérgica quando associada à RANKL na 

ativação da diferenciação de osteoclastos (FULLER et al., 2002; LAM et al., 2000). Outros 

trabalhos sugerem a necessidade da presença de TNF-α juntamente com IL-1α para que a 

osteoclastogênese ocorra (KOBAYASHI et al., 2000b). Em estudo in vivo com ratos 

deficientes em TNF-α, foram observadas menor inflamação e perda óssea em ensaio de 

periodontite experimental (GARLET et al., 2007).   

Camundongos knouckout no receptor TNF (TNFR-1) após inoculação de A. 

actinomycetemcomitans, apresentaram menor desenvolvimento de inflamação, indicando uma 

menor produção de citocinas e menor perda óssea associada a menor produção de RANKL. 

Além disso, os níveis de mRNA de IL-1β, IFN-γ e RANKL no tecido gengival se 

apresentaram menores em relação ao tecido gengival de camundongos selvagens (GARLET et 

al., 2007).  

Alguns fatores apresentam capacidade de inibir a osteoclastogênese como IL-10, 

osteoprotegerina (OPG), fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) e o fator 

regulatório de interferon 8 (IFR-8). 

TGF-β é uma proteína que controla a proliferação, diferenciação celular e outras 

funções na maioria das células. Na osteoclastogênese, ele pode inibir a formação e estimular a 

apoptose de osteoclastos humanos e murínicos   (CHENU et al., 1988; ROUX et al., 2005). 



 

OPG, derivada de osteoblastos, é um membro da superfamília do receptor do fator de 

necrose tumoral (TNF), que regula negativamente a osteoclastogênese, inibindo a 

diferenciação das células precursoras de osteoclastos (BELIBASAKIS et al., 2005a; 

SIMONET et al., 1997; UDAGAWA et al., 1999). Esta proteína possui uma afinidade ao 

receptor que ativa o NF-B (RANK), bloqueando assim a ligação RANK-RANKL.  

IL-10 é uma citocina anti-inflamatória sintetizada principalmente por células T e 

macrófagos ativados. É uma citocina do tipo II e faz parte da família de citocinas que incluem 

IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 e IL-29. A IL-10 inibe a produção de citocinas pró-

inflamatórias, principalmente TNF, IL-1 e IL-6, produzidas por macrófagos e monócitos 

ativados, estimulando a produção endógena de citocinas anti-inflamatórias (MOSSER; 

ZHANG, 2008). IL-10 suprime a reabsorção óssea em cultura de células de medula óssea de 

camundongos MF-1 (OWENS; GALLAGHER; CHAMBERS, 1996) e também age 

diretamente em células monocíticas precursoras de osteoclastos, inibindo a expressão de 

NFATc-1 (EVANS; FOX, 2007). 

O fator regulatório de interferon 8 (IFR-8) é relacionado com a regulação negativa da 

osteoclastogênese. A ausência desta proteína promove um aumento no número de osteoclastos 

causando osteoporose severa (ZHAO et al., 2009). IRF-8 é expresso especificamente por 

células do sistema imunológico incluindo monócitos / macrófagos, linfócitos B e linfócitos T 

ativados (NELSON et al., 1996). Este fator se liga a NFATc-1 suprimindo a transcrição do 

DNA, inibindo a expressão de NFATc-1 e então bloqueando a diferenciação de osteoclastos 

(ZHAO et al., 2009). 

A. actinomycetemcomitans apresenta capacidade de induzir a expressão de RANKL por 

células de tecidos conectivos e células T derivadas de diferentes linhagens. A Aa(r)CDT 

induz a produção de RANKL por fibroblastos, sugerindo papel desta toxina no processo de 

reabsorção óssea ( BELIBASAKIS et al., 2005a; 2008). No entanto, as evidências sugerem 

que CDT poderia participar da osteoclastogênese atuando diretamente sobre as células 

precursoras de osteoclastos interferindo no processo de diferenciação, por ação direta ou pela 

indução de citocinas osteolíticas.  

Células mononucleares do sangue periférico de humanos expostos a Aa(r)CDT, produzem 

maiores níveis de citocinas como IL-1β e IL-6 (AKIFUSA et al., 2001) que participam da 

indução da diferenciação celular de monócitos / macrófagos em osteoclastos (BOYLE; 

SIMONET; LACEY, 2003). Dados deste laboratório mostraram que Aa(r)CDT afeta a função 



 

de macrófagos e modifica o perfil de citocinas produzidas por macrófagos murínicos, 

estimulando a produção de IL-1β, IL-12 e IL-10 (ANDO-SUGUIMOTO et al., 2014). 

A periodontite é uma doença inflamatória que ocorre em resposta microbiota subgengival, 

destruindo os tecidos de suporte dental (GARLET et al., 2004). A progressão desta patologia 

está associada não somente à quantidade de microrganismos e a resposta do hospedeiro a 

infecção, mas também é dependente da expressão de produtos bacterianos produzidos pelos 

microrganismos que associados à colonização, evasão das defesas e destruição tecidual do 

hospedeiro (FIVES-TAYLOR et al., 1999). 

Assim, formulamos a hipótese de que Aa(r)CDT altera a homeostase óssea não somente 

por induzir a produção de RANKL por fibroblastos, mas também por interferir na 

diferenciação de células pré-osteoclásticas. Para o melhor entendimento do papel da CDT de 

A. actinomycetemcomitans sobre células precursoras de osteoclastos, o objetivo do presente 

estudo foi analisar se a CDT de A. actinomycetemcomitans em doses sub letais, seria capaz de 

interferir na sobrevivência, diferenciação de células precursoras de osteoclastos e sobre a 

atividade de reabsorção de tecido mineralizado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 CONCLUSÃO  

Os resultados obtidos indicam que a Aa(r)CDT estaria colaborando com a alteração da 

homeostase óssea, favorecendo a diferenciação de pré-osteoclastos a partir de células RAW 

264.7 como células de medula óssea de camundongos C57Bl/6 submetidas a baixas 

concentrações de RANKL. Esta diferenciação deve-se possivelmente a produção de citocinas 

osteogênicas como e TNF e IL-6.  

A análise da transcrição gênica e atividade dos osteoclastos diferenciados não 

confirmaram esta observação, sugerindo que a Aa(r)CDT induz ao início da diferenciação de 

monócitos/macrófagos murínicos em pré-osteoclastos, no entanto, não leva à maturação 

destes osteoclastos para que ocorra a reabsorção óssea.  
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