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A importância dos fatores de virulência do A.
actinomycetemcomitans no desenvolvimento da doença
periodontal agressiva
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Resumo
A doença periodontal é caracterizada por alterações morfológicas nas estruturas de suporte dos dentes e é causada pela
interação de subgrupos bacterianos com um indivíduo suscetível. Essa interação é necessária porque a presença de
periodontopatógenos pode ser freqüentemente detectada em pacientes saudáveis. Isso indica que nem todos os indivíduos
são igualmente suscetíveis e (ou) que há uma variação na virulência e potencial patogênico. Freqüentemente acredita-se
que bactérias Gram-negativas estão envolvidas na iniciação da doença periodontal inflamatória. Um dos principais
microrganismos implicados em algumas formas de doença periodontal é o Actinobacillus actinomycetemcomitans. Embora
o mecanismo exato de patogenicidade do A. actinomycetemcomitans não seja claro, vários fatores de virulência têm sido
caracterizados. Esses fatores incluem: adesão e invasão de células epiteliais, lipopolissacarídeos, fatores inibitórios para
fibroblastos, leucotoxina e fatores inibitórios para quimiotaxia de leucócitos polimorfonucleares.
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INTRODUÇÃO

A doença periodontal compreende um
grupo de condições inflamatórias dos tecidos de
suporte dos dentes, causadas por bactérias
(NISENGARD; NEWMAN; ZAMBON,
1997). A associação de espécies bacterianas es-
pecíficas com a doença periodontal surgiu no
início dos anos 60, quando o exame microscó-
pico da placa revelou que diferentes morfotipos
bacterianos eram encontrados na saúde
periodontal versus sítios com doença periodontal
(JORGE, 1998). O aprimoramento técnico dos
procedimentos usados para isolar, cultivar e iden-
tificar microorganismos periodontais resultou

em refinamento da taxonomia bacteriana e na
classificação de grupos específicos de
microorganismos presentes em doenças do
periodonto (HARASZTHY; ZAMBON,
1997).

A microbiota periodontal é uma comu-
nidade complexa de microorganismos, muitos
dos quais ainda são difíceis ou impossíveis de se
isolar em laboratório. Múltiplas espécies que
funcionam como patógenos em um sítio podem
estar presentes em menor número em sítios sau-
dáveis. Isso significa que a presença de
periodontopatógenos pode ser freqüentemente
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detectada em pacientes saudáveis (CORTELLI
et al., 2003). A interpretação de dados
microbiológicos é grandemente influenciada
pela classificação clínica da condição da doença
(LOTUFO; PANNUTI, 2001).

Apesar das dificuldades inerentes à carac-
terização da microbiota das doenças
periodontais, um pequeno grupo de patógenos
é reconhecido devido à sua associação com a
doença, e o Actinobacillus actinomycetemcomitans
(Aa) está incluído nesse grupo (LOTUFO;
PANNUTI, 2001).

O Aa é um bastonete gram-negativo cur-
to, não formador de esporo, imóvel, anaeróbio
facultativo (SLOTS, 1997), sacarolítico e for-
ma pequenas colônias convexas com um “centro
estrelado” quando cultivadas em agar-sangue
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1999).

O Aa é descrito na literatura por possuir
cinco sorotipos que são: a, b, c, d, e (SAARELA
et al., 1992), mas recentemente um possível
novo sorotipo (f ) foi descrito por Kaplan e cola-
boradores (2001). Os antígenos determinantes
do sorotipo são polissacarídeos de superfície
termoestáveis que aparentam ser exclusivos da
espécie. O sorotipo b parece ser o mais virulen-
to (SLOTS, 1997).

O Aa possui vários mecanismos potenci-
ais de virulência, tais como a presença da
leucotoxina, fatores imunossupressores, ativida-
de de lipopolissacarideos, ativação policlonal de
células, inibição de fibroblastos, células
endoteliais e atividade de células epiteliais, além
da capacidade de invadir os tecidos do hospe-
deiro. Esses fatores parecem contribuir para o
início e a progressão da doença periodontal
(SLOTS, 1997).

O presente trabalho teve como objetivo
analisar alguns dos diversos fatores de virulên-
cia do Aa e verificar a relação dos mesmos com o
início e a progressão da doença periodontal.

ALGUNS FATORES DE VIRULÊNCIA RES-
PONSÁVEIS PELO INÍCIO E PELA PRO-
GRESSÃO DA DOENÇA PERIODONTAL

O Aa tem a capacidade de aderir a célu-
las epiteliais, dentes e outras bactérias, consti-

tuindo o passo inicial para colonização e
patogênese nos quadros de periodontite. Além
do mais, existem outros fatores que podem es-
tar relacionados com a progressão da doença
periodontal (GASPARETTO; ARANA-CHA-
VES; ÁVILA-CAMPOS, 2000), tais como a
presença de proteínas na membrana externa
(Omps), identificadas por Komatsuzawa e co-
laboradores (2002) e denominadas de Omp
100, Omp 64, Omp 39, Omp 29, Omp 18 e
Omp 16.

Outra proteína encontrada na superfície
celular e nas vesículas da membrana celular é a
proteína GroEL (membro da família da proteí-
na de choque térmico 60 ou hsp60), que possui
uma forte atividade citotóxica. Essas proteínas
do choque térmico sofrem uma sobre-expressão
sob condições estressantes, como aumento de
temperatura ou limitação de nutrientes. Espe-
cula-se que essas proteínas iniciam doenças in-
flamatórias crônicas nas quais respostas auto-
imunes à hsp60 de humanos podem ser a causa
da patologia (DE GRAEFF-MEEDER, 1993).
Sugere-se que há um alto grau de homologia
entre as proteínas do choque térmico do hospe-
deiro e que podem ser expresso por patógenos
levando a uma resposta auto-imune (TABETA;
YOSHIE; YAMAZAKI, 2001). Goulhen e co-
laboradores (1998) investigaram a localização
subcelular, ultra-estrutura e atividade citotóxica
da proteína GroEL. Essa proteína é substanci-
almente aumentada após um choque térmico.
A proteína GroEL foi detectada mais em células
“estressadas”, se comparadas a células “não
estressadas”, e a maioria não estava diretamente
associada à membrana externa, mas sim ao ma-
terial extracelular.

A presença de alguns polissacarídeos, que
fazem parte da estrutura do Aa, pode tanto in-
duzir (YAMAGUCHI et al., 1996) quanto ini-
bir (OHGUCHI et al., 2003) algumas
citoquinas inflamatórias; eles têm sido aponta-
dos como importantes fatores de virulência na
patogênese de muitas formas de doença
periodontal (UEDA et al., 1998).

Outro fator de virulência do Aa é a pre-
sença de uma leucotoxina de natureza
termolábil, capaz de destruir neutrófilos e
monócitos/macrófagos humanos in vitro, além
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de algumas linhagens de células T e B
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1999).

A toxina citoletal de expansão (cdt) do
Aa é descrita como uma citotoxina com propri-
edades imunossupressoras, capaz de conter o
ciclo celular dos linfócitos (TAN; SONG; ONG,
2002).

ANÁLISE SOBRE A FORMA COMO ESSES
FATORES PODEM ATUAR NA DOENÇA
PERIODONTAL

Ao verificar a capacidade de adesão do Aa
às células epiteliais orais, Ávila-Campos e cola-
boradores (2000) observaram que não houve
correlação entre a hidrofobicidade da bactéria e
a adesão às células epiteliais, provavelmente por
diferenças na metodologia do estudo, porque já
é aceito, na literatura, que a hidrofobicidade da
superfície do Aa é importante para a interação
com as células do hospedeiro. Já Gasparetto,
Arana-Chaves e Ávila-Campos (2000) relacio-
naram o aspecto morfocolonial com o tipo de
interação intercelular e verificaram que, quando
as bactérias apresentavam-se em grumos, não
houve aderência adequada às células do hospe-
deiro. Como foram feitos vários subcultivos, no
décimo subcultivo, 14 dos 21 isolados testados
apresentaram significativo aumento nas taxas de
aderência, provavelmente devido à perda da ca-
pacidade de formar grumos.

Os dois estudos mencionados acima ava-
liaram a capacidade de adesão do Aa às células
epiteliais orais. Ambos demonstraram uma gran-
de capacidade de adesão entre eles, porém
Gasparetto, Arana-Chaves e Ávila-Campos
(2000) pareceram mais específicos ao relacio-
nar o aspecto morfocolonial dos isolados com a
adesão. Ávila-Campos e colaboradores (2000)
verificaram uma relação negativa entre a
hidrofobicidade e a adesão, mas não buscaram
verificar, no estudo, uma relação entre a adesão
com alguma característica específica do Aa.
Lepine e colaboradores (1998) verificaram que
alguns isolados aderiram melhor às células
epiteliais KB em sua fase exponencial de cresci-
mento, enquanto outros aderiram melhor em
sua fase estacionária. Somente não definiram que

cepas se encaixavam nesses dois grupos, porque
não era o objetivo principal do estudo.

O Aa também se adere às proteínas da
matriz extracelular, de acordo com Mintz e Fives-
Taylor (1999), como vários tipos de colágeno e
fibronectina. Essa última foi a única proteína
não colágena a que o Aa se aderiu, ao contrário
do fibrinogênio e da proteína a2-HS. Um dado
interessante neste estudo é que o Aa se aderiu,
em maior quantidade, ao colágeno tipo IV. Sabe-
se que o colágeno tipo IV é encontrado em me-
nor quantidade no tecido conjuntivo. Porém,
apesar de ocorrer uma diminuição da quantida-
de de colágeno em inflamações crônicas do teci-
do gengival, pode-se concluir que há um au-
mento relativo na quantidade de colágeno tipo
IV, talvez por manter sítios de adesão durante a
progressão da doença. Essa adesão às proteínas
da matriz sugere que o Aa pode aderir à
fibronectina e agir como um sítio de nucleação
para invasão de células epiteliais, e ao colágeno,
agindo como um fator colonizador nos tecidos
sub-epiteliais nos estágios avançados da doen-
ça. Além do mais, Meyer e Fives-Taylor (1994)
relacionaram uma interação entre as vesículas
do Aa com proteínas da matriz extracelular e
verificaram que as mesmas podem facilitar a
adesão às células epiteliais KB.

Lepine e colaboradores (1998) avaliaram
a invasão de células epiteliais por várias cepas
do Aa, utilizando o polimorfismo dos fragmen-
tos de restrição (RLFP) para determinar em que
grupo os isolados se classificariam e invadiriam
as células KB. O RFLP grupo XIII foi caracteri-
zado por cepas não leucotóxicas e foram encon-
tradas somente em pacientes assintomáticos.
Porém, dentro desse grupo, um dos isolados
(UP54) foi caracterizado como uma cepa muito
invasiva, se comparado com as cepas do mesmo
grupo. Com esses resultados, pode-se sugerir que
a invasão de células epiteliais não seja um fator
de virulência decisivo como a leucotoxina, por
exemplo. Brissete e Fives-Taylor (1999) tam-
bém avaliaram a invasão de células epiteliais,
porém sob um outro aspecto, ou seja, através de
um mecanismo actino-dependente ou actino-
independente. A cepa SUNY 465 cria halos de
actina em torno delas mesmas, como reportado
por Fives-Taylor, Meyer e Mintz (1996). Esses
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halos não foram observados nas células contro-
le. Já as cepas SUNY 523 e 4065 mostraram
um aumento na eficiência de invasão quando
na presença da cytochalasin D, um inibidor da
movimentação da actina. Apesar desses resulta-
dos, a cepa SUNY 523 não mostrou um
rearranjo da actina após a invasão, ao contrário
da cepa SUNY 465, que, após invadir células
KB, a actina moveu-se da periferia celular para
um halo que envolve a bactéria.

Ao compararem os resultados, os autores
usaram as mesmas cepas (SUNY 465 e SUNY
523). Lpine e colaboradores (1998) verificaram
que a cepa SUNY 465 era, de longe, a mais
invasiva, e que a cepa SUNY 523 também era
invasiva, porém em uma escala menor. Isso su-
gere que a actina tenha um papel relevante na
capacidade de invasão das células epiteliais.

Em relação às proteínas da membrana
externa, Komatsuzawa e colaboradores (2002)
verificaram que o padrão de migração da Omp
100 foi diferente, de acordo com as diferentes
concentrações de gel. A massa molecular da Omp
100 foi calculada em 100 Kda gel 12%, 85 Kda
gel 10% e 78 Kda gel 7,5%. Asakawa e colabo-
radores (2003) identificaram a Omp 100 pelo
mesmo processo, porém não especificaram o
padrão de migração nas diferentes concentra-
ções de gel. Ambos os estudos não menciona-
ram no que implicaria o cálculo da massa
molecular nessas diferentes concentrações, ou
seja, se iria interferir na estrutura dessa proteí-
na.

De acordo com Komatsuzawa e colabo-
radores (2002), a Omp 100 é homóloga a pro-
teínas pertencentes a uma família de uma nova
classe de adesinas, incluindo YaDA, UspA2,
EibA-D e RCK. De acordo com os estudos, es-
sas proteínas, assim como a Omp 100, também
exibiram um padrão de migração na SDS-PAGE
e mostraram alta massa molecular, sugerindo que
elas formam oligômeros. Um aminoácido N-ter-
minal da Omp 100 não mostrou nenhuma se-
qüência semelhante com a da família das
adesinas, que têm sido implicadas em adesão e
invasão. Porém uma região C-terminal pode
contribuir para a estrutura comum, expondo a
região N-terminal para a superfície celular. As
diferenças na região N-terminal entre espécies

podem revelar uma variedade de potenciais fa-
tores de virulência.

Tabeta, Yoshie e Yamazaki (2001) verifi-
caram que, apesar de os níveis de anticorpos para
a proteína GroEL serem mais altos em pacien-
tes periodontais, se comparados aos dos pacien-
tes saudáveis, não houve diferença significativa
entre eles. No entanto, não houve correlação
entre os níveis de anticorpos e severidade de
doença. Em contrapartida, Yoshioka e colabo-
radores (2004) realizaram um estudo mais es-
pecífico e verificaram que o anti-soro reconhece
tanto a fibronectina em sua forma primitiva
quanto na forma desnaturada, porém não hou-
ve reação cruzada antigênica entre o colágeno
tipo IV e o anticorpo anti-Groel. A presença
desses anticorpos parece inibir interações entre
colágeno/fibronectina e células/fibronectina
(ATTA; POWEL; TODD, 1994), um fenôme-
no que parece reduzir a integridade dos tecidos
e afetar o reparo tecidual, prejudicado pela rea-
ção inflamatória.

Apesar de Tabeta, Yoshie e Yamazaki
(2001) não direcionarem o anticorpo da prote-
ína GroEL para uma estrutura específica do cor-
po, verificaram que tanto pacientes
periodontalmente saudáveis quanto doentes
apresentavam esse anticorpo. Portanto, mais es-
tudos são necessários para determinar o porquê
de a presença desse anticorpo afetar de alguma
forma a integridade tecidual, o que caracteriza-
ria um paciente periodontal, ou não afetar, o
que caracterizaria um paciente saudável.

Ohguchi e colaboradores (2003) verifi-
caram que o polissacarídeo capsular do Aa Y4
inibe a produção de IL-6 e IL-8 em fibroblastos
gengivais de humanos, mas, pelo menos em
monócitos, o efeito parece ser contrário. De acor-
do com Yamaguchi e colaboradores (1996), há
um aumento na liberação de IL-6 além da IL-1
e TNF. Porém essa liberação é maior quando há
uma estimulação pelo LPS, quando comparada
com o antígeno específico para o polissacarídeo
do sorotipo b. Yamaguchi e colaboradores
(1998) sugeriram que o antígeno específico para
o polissacarídeo do sorotipo b acaba por masca-
rar o LPS, evitando a opsonização pelas proteí-
nas derivadas do sistema complemento e conse-
qüente fagocitose pelos leucócitos polimorfo-
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nucleares. Ueda e colaboradores (1998) tam-
bém notaram uma maior produção de IL-1a,
inclusive da prostaglandina E2, quando estimu-
ladas pelo LPS da cepa Y4. No entanto, esse
estudo foi direcionado para a formação de
osteoclastos, que foi aumentada quando estimu-
lada pelo LPS, só que em cultura de medula de
ratos. Yamaguchi e colaboradores (1996) e
Ohguchi e colaboradores (2003) utilizaram cé-
lulas de humanos.

O Aa secreta vesículas que são derivadas
da membrana externa e que, de acordo com
Demuth e colaboradores (2003), a cepa JP2
contém uma leucotoxina membranolítica que é
tóxica para células HL60 de humanos. Kato,
Kowashi e Demuth (2002) verificaram que es-
sas vesículas possuem leucotoxinas biologicamen-
te ativas, e sua atividade específica é de 4 a 5
vezes melhor que a da membrana externa e que,
comparativamente, há mais leucotoxina
enriquecida na cepa JP2 do que na cepa 652.
Visto que essas vesículas parecem mediar a ade-
são da bactéria aos tecidos e estruturas do hos-
pedeiro, os dados reportados até conferem com
os resultados verificados por Mintz e Fives-Taylor
(1999), onde, apesar de não se relacionar a união
do Aa a proteínas da matriz extracelular com as
vesículas secretadas pelo mesmo, a cepa 652 foi
a que menos teve capacidade de se unir com
essas proteínas, talvez por apresentar menos
leucotoxicidade que as outras cepas. No entan-
to não se sabe se a leucotoxina é necessária para
promover a interação com as vesículas derivadas
da membrana externa com as células HL60.
Demuth e colaboradores (2003) verificaram que
a presença da leucotoxina não é tão importante,
pois utilizaram uma cepa mutante com defici-
ência em leucotoxina, e tanto esta cepa quanto
a não mutante interagiram rapidamente com as
células HL60. Em face desses resultados, suge-
re-se que deve haver algum outro constituinte
que pode intermediar essa associação inicial das
vesículas com as células HL60, que até então
não foram estudadas.

Ao verificar que a região promotora da
leucotoxina apresenta uma deleção da 530-bp,
Contreras et al (2000) consideraram que essas
cepas são altamente leucotóxicas. Lepine e cola-
boradores (1998) verificaram ainda que as ce-

pas do RFLP grupo II (associado com doença
periodontal) exibiram um amplicon 560-bp, e
foram classificadas como grandes produtores de
leucotoxina. Harazsthy e colaboradores (2000),
apesar de não mencionarem as cepas, verifica-
ram que o Aa foi encontrado apenas em indiví-
duos com periodontite juvenil localizada, ou
periodontite de início precoce. Porém Contreras
e colaboradores (2000), utilizaram as cepas
ATCC 29522, ATCC 29523, ATCC 29524 e
a JP2, conhecida por ter uma deleção da 530-
bp, encontradas em indivíduos com diversos ti-
pos de periodontite e inclusive pacientes saudá-
veis. Os autores mencionam ainda que as cepas
leucotóxicas foram encontradas, na grande mai-
oria, em adolescentes negros dos EUA ou da
Jamaica. Esses resultados entram em contradi-
ção com os achados de Harazsthy e colaborado-
res (2000), nos quais o Aa altamente leucotóxico
foi encontrado com mais freqüência em hispâ-
nicos e, em seguida, em afro-americanos.

Mesmo promovendo apoptose da maio-
ria das células T in vitro, Nalbant e Zadeh
(2000) utilizaram cepas não produtoras de
leucotoxina ou minimamente leucotóxicas, como
as cepas ATCC 33384, NCTC 9710 e sorotipo
C. Portanto, faltou, nesse estudo, a utilização
de uma cepa mais leucotóxica, para verificar se
há o mesmo efeito ou não sobre as células T, ou
se ainda há algum outro fator que interfira na
apoptose dessas células. No entanto, Fukunaga
e Tsuruda (2001) utilizaram cepas menos viru-
lentas, como a ATCC 29523 (sorotipo a) e
NCTC 9710 (sorotipo c) e uma mais virulenta,
a Y4 (sorotipo b). Nesse caso, pôde-se compa-
rar o efeito sobre as células U937 (semelhantes
aos macrófagos), que foram evidentemente mais
afetadas pela cepa Y4. Em relação ao tempo de
ação sobre as células humanas, os
polimorfonucleares incubados com a leucotoxina
sofreram, em apenas 3 minutos, um desloca-
mento dos grânulos do centro para a periferia
da célula e, em 30 minutos, a concentração da
enzima lactato-dehidrogenase chegava à sua
máxima concentração extra-celular
(JOHANSSON et al., 2000). Fukunaga e
Tsuruda (2001) verificaram também que, em
30 minutos, a citotoxicidade do Aa já tinha efeito
sobre as células U937. Já Nalbant e Zadeh



R. Ci. méd. biol., Salvador, v. 4, n. 1, p. 54-62, jan./abr. 2005

59

(2000) verificaram um aumento da anexina V,
que identificaria células apoptóticas antes do
tempo, em aproximadamente 48 horas. Apesar
de os autores utilizarem metodologias diferen-
tes, os resultados indicam o que está descrito na
literatura, ou seja, que leucócitos
polimorfonucleares e macrófagos (primeiras cé-
lulas de defesa) precisam de menos tempo para
responder ao estímulo e tentar combater a in-
fecção.

A toxina citoletal de expansão (cdt) do
Aa é recentemente descrita como uma citotoxina
com propriedades imunossupressoras. Sugai e
colaboradores (1998) verificaram que, em 3 dias
de incubação, foi observado um efeito citopático
com expansão celular nas células HeLa tratadas.
Em contrapartida, Fukunaga e Tsuruda (2001)
observaram que o Aa não demonstrou nenhum
efeito citopático nas células HeLa. Sugai e cola-
boradores (1998) notaram que algumas popu-
lações celulares apresentaram fragmentação nu-
clear com massas condensadas de cromatina, que
é freqüentemente observada em células
apoptóticas.

Belibasakis e colaboradores (2002) não
observaram indução de apoptose ou lise celular,
mas sim uma diminuição na síntese de DNA
de células do ligamento periodontal e de
fibroblastos em 6 horas de cultivo. Porém, tam-
bém em 3 dias de incubação, foi observada ex-
pansão celular nas células-teste, se comparadas
com as células-controle.

A maioria das células afetadas pela cdt,
cujas toxinas exibem traços funcionais e estru-

turais de DNAse (LARA-TEJERO; GALAN,
2002), apresentaram expansão celular, o que
acaba causando alteração na síntese de DNA,
principalmente impedindo o crescimento na fase
G2/M com a subseqüente inibição da prolifera-
ção celular. O turnover periodontal é caracteri-
zado por um equilíbrio entre a proliferação e a
degradação tecidual. Com esses resultados, uma
inibição da proliferação celular iria causar um
desequilíbrio e conseqüentemente, destruição
periodontal.

Felizmente, de acordo com Tan, Song e
Ong (2002), a freqüência do Aa expressando o
genótipo cdt foi muito baixa, ou seja, em ape-
nas 13% dos sítios estudados. Porém a grande
maioria desses sítios foi encontrada em pacien-
tes com periodontite agressiva. Isso não parece
ser surpresa, pois pacientes diagnosticados com
periodontite agressiva apresentam rápida des-
truição dos tecidos periodontais. A presença da
cdt com propriedades imunossupressoras e
citotóxicas pode contribuir para as característi-
cas patológicas da periodontite agressiva, inter-
ferindo na defesa do hospedeiro.

CONCLUSÃO

Mais estudos deverão ser realizados para
verificar se realmente esses fatores apresentam a
mesma função in vivo, e talvez em que fase cada
um deles interfere no processo da doença, para
relacioná-los com os fatores do hospedeiro, co-
nhecidos também por promover alterações nos
tecidos periodontais.

The importance of A. actinomycetemcomitans virulence factors in the
development of aggressive periodontal disease

Abstract
The periodontal disease is characterized by morphological changes in the supporting structures of the teeth
and is caused by an interaction of bacterial subgroups and a susceptible subject. This interaction is  necessary
because the presence of periodontal pathogens can be frequently detected in healthy subjects. This indicates
that not all subjects are equally susceptible and/or that there is a variation in virulence and potential
pathogens. It is frequently believed that Gram-negative bacteria are involved in the initiation of inflammatory
periodontal disease. One of the major microorganisms implicated in some forms of periodontal disease is
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Though the exact  mechanism of the pathogenicity of A.
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actinomycetemcomitans is not clear, a number of virulence factors have been characterized. These factors
include: adhesion and invasion of epithelial cells, lipopolysaccharide, fibroblast-inhibitory factor, leukotoxin
and polymorphonuclear leukocyte chemotaxis inhibitory factor.

Keywords: virulence factors; A. actinomycetemcomitans; periodontal disease.
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