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Aderência às células epiteliais bucais e hidrofobicidade de Fusobacterium nucleatum
isolados de humanos e macacos Cebus apella

ELERSON GAETTI-JARDIM JÚNIOR*; LUÍS FERNANDO LANDUCCI**; MARIO JULIO AVILA-CAMPOS***

RESUMO

 O objetivo deste trabalho foi estudar, em termos comparati-
vos, a aderência às células epiteliais bucais e a determinação
da hidrofobicidade celular de Fusobacterium nucleatum ob-
tidos da cavidade bucal de humanos e de primatas Cebus ape-
lla. Foram testados 49 isolados de F. nucleatum de pacientes
com doença periodontal; 21 isolados de indivíduos periodon-
talmente sadios e 10 isolados de macacos. A maioria dos iso-
lados de F. nucleatum, independentemente da origem, aderi-
ram moderadamente (30% a 50%), sendo que os isolados de
pacientes com doença periodontal apresentaram maior capa-
cidade de adesão às células epiteliais bucais. Os isolados
mostraram-se, em sua grande maioria, hidrofílicos, não se
observando diferença significativa entre os isolados de hu-
manos e C. apella (P=0,189). Não houve correlação signifi-
cativa entre hidrofobicidade celular e adesão às células epi-
teliais bucais.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate and compare, the capa-
city of adhesion to oral epithelial cells and hydrophobicity of
Fusobacterium nucleatum isolates recovered from oral cavi-
ty of humans and Cebus apella monkeys. Forty nine isolates
of F. nucleatum from periodontitis patients, 21 isolates from
healthy subjects and 10 from monkeys were tested. Most iso-
lates were able to adhere to oral epithelial cells (30% - 50%),
and isolates that presented high capacity of adherence were
recovered from periodontal patients. Most of the isolates were

hydrophilic, and no statistically significant differences among
isolates recovered from human and Cebus apella monkeys was
observed (a=0,189). Also, no correlation between cellular
hydrophobicity and adhesion to oral epithelial cells, was ob-
served.

UNITERMS

Anaerobic bacteria, Fusobacterium nucleatum, adherence.

INTRODUÇÃO

As doenças periodontais representam uma das
principais causas da perda precoce dos dentes, agra-
vando-se com a idade e, situando-se entre os prin-
cipais problemas sócio-econômicos e de saúde pú-
blica mundiais, acometendo todas as classes
sociais, sem diferenciação de sexo e raça 17.

Bactérias do gênero Fusobacterium constituem
o segundo grupo microbiano  anaeróbio mais fre-
qüentemente isolado da microbiota humana e ani-
mal 19, destacando-se Fusobacterium nucleatum, o
qual tem sido envolvido em diferentes quadros clí-
nicos como sinusites, infecções pélvicas, osteomie-
lites, abscessos e nas doenças periodontais 4, 6, 18.

O potencial patogênico desse microrganismo
pode ser devido a vários fatores de virulência, den-
tre os quais têm sido destacada a capacidade de
adesão e coagregação, ou devido à sua participa-
ção no biofilme dental formando uma ponte de li-
gação entre os colonizadores primários e tardios,
facultativos ou anaeróbios estritos. F. nucleatum
tem mostrado capacidade de aderência a diferen-
tes tipos celulares, como células epiteliais bucais
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8, fibroblastos, linfócitos, neutrófilos 20 e a outras
estruturas, como a membrana basal do epitélio,
colágeno tipo IV e hidroxiapatita revestida por sa-
liva 1, 5, 10, 16, 24 .

Por outro lado, interações inespecíficas, como
forças iônicas e hidrofobicidade celular, também
contribuem para as etapas iniciais da adesão bac-
teriana às células do hospedeiro, acompanhadas de
interações mais específicas entre adesinas bacteri-
anas e receptores teciduais 7, 8. Dentre essas forças
inespecíficas, destacam-se as forças hidrofóbicas,
particularmente no ambiente bucal, onde as intera-
ções microbiota-hospedeiro ocorrem na presença
de soluções aquosas.

A microbiologia comparada pode representar
uma importante área para melhor conhecimento
desse grupo microbiano anaeróbio, desde que iso-
lados de origem animal comparados com os de
humanos, poderão fornecer dados sobre a patogê-
nese dos processos infecciosos em que esse orga-
nismo participa. Dessa forma, o presente estudo
objetivou comparar a capacidade de adesão às cé-
lulas epiteliais bucais e determinar a hidrofobici-
dade celular de isolados de F. nucleatum obtidos
de humanos e de macacos Cebus apella.

MATERIAL E MÉTODOS

1) Microrganismos

Foram testados 49 isolados de F. nucleatum
oriundos de 30 pacientes com doença periodontal
crônica, 21 obtidos de vinte indivíduos periodon-
talmente sadios e 10 de primatas da espécie Cebus
apella mantidos em cativeiro pelo Centro Experi-
mental de Procriação do Macaco Prego da Facul-
dade de Odontologia do Câmpus de Araçatuba –
UNESP.

A identificação dos isolados, em nível de espé-
cie, foi realizada segundo critérios descritos por
Bennett & Duerden 2 (1985), Summanen et al. 21

(1993) e Holt et al. 9 (1994).

2) Avaliação da aderência a células epiteliais
bucais (CEB)

A aderência as CEB foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Childs & Gibbons 3

(1988).

Os isolados de F. nucleatum foram cultivados
em caldo BHI suplementado com extrato de leve-
dura (0,5%) contendo 5mCi/mL de metil-timidina
tritiada (Sigma Chemical Co., USA), e incubadas
em dessecadores de vidro “Pyrex”, em condições
de anaerobiose obtidas pelo sistema mecânico de
gases (90%N

2
 + 10%CO

2
), a 37ºC, por 48 horas. Em

seguida, as células bacterianas foram concentradas,
por centrifugação, a 3.000 x g, por 8 minutos, e res-
suspendidas em PBS até a concentração de 108 bac-
térias/mL, determinada através de espectrofotôme-
tro (Beckman Instruments, USA) a 550nm.

 As CEB foram obtidas de um único doador
(sexo masculino, periodontalmente sadio, grupo
sangüíneo A, Rh-positivo) através de raspagem do
revestimento epitelial da região jugal, por meio de
uma espátula esterilizada de madeira. As células
epiteliais recuperadas foram ressuspendidas em
PBS e lavadas a 1000 x g, por 5 minutos, por duas
vezes, padronizando-se a suspensão para 2 x 105

células/mL, pelo uso de câmara de Neubauer.

A avaliação da aderência bacteriana às CEB foi
realizada misturando-se 75µL da suspensão bacte-
riana a 75mL da suspensão de células epiteliais.
Essa mistura foi mantida em rotação de 6rpm por
aproximadamente 2 horas, à temperatura ambien-
te, em rotador de tubos (Cole Parmer Instruments
Co., USA). A seguir a mistura era transferida para
tubos com 4mL de Percoll (Sigma Chemical. Co.,
USA) a 50%, homogeneizada e submetida à cen-
trifugação (31.000 x g, 4ºC, 20 minutos) com rotor
S W- 50.1 (Beckman Instruments, USA).

Em seguida, procedeu-se a remoção da banda
formada próximo à abertura do tubo, dando um vo-
lume total aproximado de 1,0mL. A amostra foi di-
luída em 100mL de PBS e submetida à filtração em
membranas de éster de celulose (Millipore, 47 mm,
0,65 µm). Posteriormente, as membranas foram
transferidas para tubos Eppendorf com 1,2 mL de
líquido de cintilação, os quais eram introduzidos em
frascos apropriados (Beckman Instruments, USA) e
submetidos à leitura, através de aparelho de cintila-
ção LS-5000 TD (Beckman Instruments, USA).

Como controle, foi utilizado 75µL da suspen-
são bacteriana cultivada na presença de 5 mCi/mL
de metil timidina tritiada e filtrada. Todos os testes
foram realizados em triplicata. Os resultados fo-
ram expressos como o percentual de bactérias mar-
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cadas, radioativamente, aderidas às células epite-
liais bucais, em relação ao controle.

3) Determinação da hidrofobicidade celular

A determinação da hidrofobicidade celular foi
realizada de acordo com metodologia descrita por
Gibbons & Etherden 7 (1983). Os isolados foram
cultivados em caldo BHI suplementado com ex-
trato de levedura (0,5%), em condições de anaero-
biose, a 37ºC, por 48 horas. A seguir, as células
foram sedimentadas, por meio de centrifugação a
3000 x g, durante 8 minutos, e, em seguida, lava-
das três vezes em solução tampão fosfato de uréia
magnésio (PUM) e ressuspensas, no mesmo tam-
pão, até atingir a concentração de 109 bactérias/mL,
determinada por espectrofotometria (Beckman Ins-
truments, USA) a 550nm.

Alíquotas de 3,0mL das suspensões bacteria-
nas foram transferidas para tubos (10 x 100 mm) e,
em seguida, adicionou-se 400µL de n-hexadecano
(Sigma Chemical Co., USA). Essa mistura perma-
necia incubada em banho-maria, a 30°C, por 10
minutos. A seguir, era homogeneizada em agitador
de tubos, por dois intervalos de 30 segundos, com
5 segundos de repouso entre eles.

Após a separação das duas fases, a absorbân-
cia era determinada em espectrofotômetro (Beck-
man Instruments, USA) a 550nm. Todos os testes
foram realizados em triplicata e os resultados fo-
ram expressos como o percentual de bactérias ad-
sorvidas ao n-hexadecano. Os isolados eram con-
siderados hidrofóbicos quando mais de 50% das
células bacterianas migravam do tampão PUM para
o n-hexadecano e hidrofílicos quando mais de 50%
das bactérias permaneciam no tampão 14 .

RESULTADOS

Todos os isolados de F. nucleatum avaliados,
aderiram moderadamente às células epiteliais (Ta-
bela 1).

Os isolados de F. nucleatum testados mostraram-
se, em sua grande maioria, hidrofílicos, não se ob-
servando diferenças estatisticamente significantes
entre os obtidos de humanos e de macacos C. ape-
lla. Contudo, a ocorrência de cepas hidrofóbicas
somente foi verificada entre os isolados de F. nucle-
atum obtidos de pacientes com doença periodontal
e de macacos, como apresentado na Tabela 2.

Tabela 1 - Valores em porcentagem da aderência às células epiteliais bucais de 80 isolados de F. nucleatum,
obtidos de humanos e Cebus apella

Isolados % de adesão

(n) Mínimo Médio Máximo

PCDP1 (49) 15,9 41,1 81,9

IPS2 (21) 9,1 33,8 55,9

CA3 (10) 32,9 42,9 67,5

1Pacientes com doença periodontal
2Indivíduos periodontalmente sadios
3Primatas Cebus apella

Tabela 2 - Hidrofobicidade da superfície celular de 80 isolados de F. nucleatum de primatas humanos e
não humanos.

Característica da Origem bacteriana

superfície celular PCDP1 (49) IPS2 (21) CA3 (10)

Hidrofóbica 7 (14,29)* 0 (0,0) 1 (10,0)

Hidrofílica 42 (85,71) 21 (100,0) 9 (90,0)

1Pacientes com doença periodontal
2Indivíduos periodontalmente sadios
3Primatas Cebus apella
*n (%) de isolados
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DISCUSSÃO

Estudos sobre a aderência às CEB e hidrofobi-
cidade celular de F. nucleatum,  são escassos na
literatura, embora esse microrganismo seja consi-
derado importante no desenvolvimento do biofil-
me dentário 12 e no desencadeamento de processos
patológicos periodontais 11.

 O processo de adesão de F. nucleatum  às CEB
é de grande importância para colonização do sulco
gengival ou bolsa periodontal por esse e outros
periodontopatógenos, já que esse microrganismo
atua como ponte entre os colonizadores iniciais e
finais do biofilme dentário, fornecendo condições
necessárias para o estabelecimento de P. gingiva-
lis, A. actinomycetemcomitans e S. sputigena, en-
tre outros 12 .

Não foi observada diferença significante na
adesão às células epiteliais entre os isolados de F.
nucleatum obtidos de humanos e primatas não hu-
manos, como mostrado na Tabela 1 (P = 0,181),
embora os isolados com maior capacidade de ade-
são tenham sido obtidos de pacientes com doença
periodontal.

A existência de várias adesinas capazes de me-
diar a adesão de F. nucleatum às células e estrutu-
ras teciduais do hospedeiro vêm sendo confirma-
da. Esse anaeróbio anfibionte da microbiota bucal
tem se mostrado capaz de aderir às CEB 5, 8, 24, cé-
lulas mononucleadas do sangue periférico 10 , fi-
broblastos gengivais 5, 16 , linfócitos, eritrócitos 5,

22, neutrófilos 16, 20, células neoplásicas 16 , hidroxi-
apatita revestida por saliva ou estaterina, colágeno
tipo IV 24 e a membranas orgânicas semelhantes à
membrana basal do epitélio do sulco gengival 23.

Embora a maioria dos isolados de F. nuclea-
tum testados tenha apresentado entre 30% a 50%
de adesão às CEB, alguns o fizeram com maior efi-
cácia, atingindo valores máximos de 81% (Tabela
1), concordando com Xie et al. 24 (1991).

De acordo com a literatura 7, 13, interações ines-
pecíficas, como forças iônicas e hidrofobicidade

celular, contribuem para as etapas iniciais da ade-
são bacteriana às células do hospedeiro, acompa-
nhadas de interações mais específicas entre adesi-
nas bacterianas e receptores nas células do
hospedeiro.

Os resultados apresentados na Tabela 2, mos-
tram que a maioria de F. nucleatum foi hidrofílico,
independentemente da origem dos espécimes (P =
0,189). Estes resultados estão de acordo com Tut-
tle et al. 22 (1992), que também observaram o cará-
ter hidrofílico desse anaeróbio bucal.

Sabe-se que nas enterobactérias, Streptococcus
spp. e outros grupos microbianos, existe estreita cor-
relação entre a hidrofobicidade e a adesão a células
do hospedeiro. Contudo, no presente estudo não foi
observada essa correlação. Em adição, a ausên-
cia dessa correlação (hidrofobicidade celular -  ade-
são a células do hospedeiro), para F. nucleatum, foi
relatada por Okuda et al.15 (1991), que mostraram que
o LPS desse organismo, além de aglutinar eritrócitos
e de aderir à hidroxiapatita recoberta por saliva, não
se adsorvia ao n-hexadecano. Segundo esses autores,
a porção hidrofóbica do LPS bacteriano poderia ser
encoberta pela porção hidrofílica.

Esses resultados sugerem a necessidade de
maiores estudos para avaliar a real importância da
hidrofobicidade celular sobre a adesão de F. nu-
cleatum às células e tecidos do hospedeiro, para
melhor conhecimento da sua colonização na cavi-
dade bucal.

CONCLUSÕES

Os resultados permitiram concluir que:

•  Todos os isolados de F. nucleatum, indepen-
dentemente da origem, aderiram às células
epiteliais bucais;

•  a maioria dos isolados mostrou-se hidrofíli-
ca e;

• a hidrofobicidade celular não afetou o pro-
cesso de adesão às células do hospedeiro.
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