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RESUMO 

 

Misawa MYOM. Caracterização do efeito imunomodulatório das células 
mesenquimais indiferenciadas na resposta inflamatória a Porphyromonas gingivalis 
[tese]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. 
Versão Corrigida. 

 

O objetivo deste estudo foi caracterizar as respostas das células mesenquimais 

indiferenciadas derivadas do ligamento periodontal (PDLSCs) ao extrato proteico total 

de Porphyromonas gingivalis (PgPE) e avaliar seu impacto nas propriedades 

biológicas das células leucêmicas promielocíticas humanas HL-60. PDLSCs 

enriquecidas com CD105 foram semeadas em placas de 6 poços durante 24h. Em 

seguida, as células foram desafiadas com PgPE (0 e 2 mg/ml) durante 3h (período de 

exposição). Os sobrenadantes foram então descartados; PDLSCs  foram lavadas com 

PBS e cultivadas por 18h adicionais. Por fim, os sobrenadantes foram coletados. Os 

níveis de citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes foram avaliados por ensaios 

multiplex. Na sequência, o efeito dos sobrenadantes derivados de PDLSCs (tratadas 

ou não com PgPE) sobre a ativação, o recrutamento e a resposta inflamatória de HL-

60 foi avaliado. PDLSCs responderam ao tratamento com PgPE. RANTES, eotaxina 

e IP-10 (proteína produzida por IFN-α) foram detectados apenas em sobrenadantes 

de PDLSCs/PgPE. Além disso, PgPE induziu maior secreção de proteína quimiotática 

de neutrófilos (MCP)-1, intérferon (IFN)-γ, interleucina (IL)-6, IL-8 e IL-1ra (p> 0,05). 

O recrutamento de HL-60D aumentou 4,7 vezes quando estas células foram expostas 

a sobrenadantes PDLSCs/PgPE, enquanto que os sobrenadantes de PDLSCs não 

afetaram a quimiotaxia de HL-60D. Sobrenadantes PDLSCs promoveram uma 

redução de 16% na produção de espécies de oxigênio reativo (ROS) por HL-60D 

estimuladas por PMA (p=0,013). Em contraste, sobrenadantes PDLSCs/PgPE 

promoveram um aumento de 1,78±1,04 vezes (p=0,046) na produção de ROS. 

Finalmente, tanto sobrenadantes PDLSCs, como sobrenadantes PDLSCs/PgPE, não 

influenciaram a produção de fator de necrose tumoral (TNF)-α e IL-1β pelas HL-60D 

em resposta ao lipopolissacarídeo (LPS). Esses achados sugerem um importante 

papel das PDLSCs no reconhecimento de P. gingivalis, recrutamento de células 

imunes inatas e ativação de mecanismos antimicrobianos. 

Palavras-chave: células tronco, Porphyromonas gingivalis, neutrófilos, inflamação. 

 



 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Misawa MYOM. Role of periodontal-derived mesenchymal stem cells in 
Porphyromonas gingivalis infection [thesis]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 
Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 
 

The aim of this study was to characterize periodontal ligament-derived mesenchymal 

stem cells (PDLSCs) responses to Porphyromonas gingivalis total protein extract 

(PgPE) and its impact on human leucocyte promyelocyte cells HL-60 biological 

properties. CD105-enriched PDLSCs were seeded in 6-well plates for 24h. Next, cells 

were challenged with PgPE (0 and 2mg/ml) for 3h (exposure period). Supernatants 

were then discarded, cells were washed with PBS, and cultured further for 18h before 

supernatants were collected. Supernatants’ cytokine and chemokine levels were 

assessed by bead-based multiplex assays. The effect of supernatants collected from 

untreated and PgPE-treated PDLSCs on HL-60D activation, recruitment and 

inflammatory responses was determined. PDLSCs were responsive to PgPE 

treatment. RANTES, eotaxin, and interferon-inducible protein (IP)-10 were detected 

only in supernatants collected from PgPE treated cells. Moreover, PgPE induced 

higher monocyte chemoattractant protein (MCP)-1, interferon (IFN)-γ, interleukin (IL)-

6, IL-8 and IL-1ra secretion (p > 0.05). HL-60D recruitment was increased by 4.7 fold 

when exposed to PDLSCs/PgPE supernatants, whereas PDLSCs supernatants did not 

affect HL-60D chemotaxis. PDLSCs supernatants promoted a 16% reduction in radical 

oxygen species (ROS) production by PMA-stimulated HL-60D (p=0.013). On the 

contrary, PDLSCs/PgPE supernatants promoted a 1.78 ± 1.04 fold increase (p=0.046) 

in ROS production. Finally, both PDLSCs and PDLSCs/PgPE supernatants had no 

effect on HL-60D tumor necrosis factor (TNF)-α and IL-1β responses to 

lipopolysaccharide (LPS). These findings strongly suggest an important role of 

PDLSCs in the recognition of P gingivalis, recruitment of innate immune cells and 

activation of antimicrobial mechanisms. 

Keywords: stem cells, Porphyromonas gingivalis, neutrophils, inflammation.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Células mesenquimais indiferenciadas derivadas da medula óssea (MSCs) 

são células progenitoras não-hematopoiéticas com a capacidade de se multiplicar e 

originar distintas linhagens de células mesenquimais (Prockop 1997; Pittenger et al., 

1999). Mais recentemente, ficou claro que essas células migram preferencialmente 

para locais de inflamação e infecção, onde reconhecem patógenos e interagem com 

células imunes (Qiu et al., 2012; Ferrand et al., 2011). Vários estudos mostraram que 

as MSCs têm características semelhantes e desempenham funções em comum com 

células efetoras da imunidade inata. Essas funções incluem a secreção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias e a expressão de ligantes e receptores envolvidos na 

interação com leucócitos e o reconhecimento de padrões moleculares associados a 

patógenos (Shi et al., 2007; Lombardo et al., 2009; Romieu-Mourez et al., 2009; 

Raicevic et al., 2010; Raicevic et al., 2012). Além disso, essas células também reagem 

à presença de mediadores inflamatórios com efeitos imunossupressores e anti-

inflamatórios (Gonzalez et al., 2009; Gonzalez-Rey et al., 2010; De Miguel et al., 

2012), tornando-as atrativas ferramentas terapêuticas para o tratamento de doenças 

inflamatórias. Estudos pré-clínicos demonstraram o uso bem-sucedido de MSCs no 

tratamento de doenças como artrite reumatóide, esclerose múltipla e diabetes mellitus 

(González et al., 2009; Bouffi et al., 2010; Gonzalez-Rey et al., 2010; Liu et al., 2010b; 

Zhou et al., 2011; De Miguel et al., 2012; Yeung et al., 2012; Wu; Mahato, 2014). No 

entanto, o papel das células mesenquimais indiferenciadas em processos infecciosos-

inflamatórios, como as doenças periodontais, permanece inexplorado. 

A plasticidade das MSCs para promover ou inibir as respostas imunes é 

dependente da intensidade da ativação do sistema imunológico e dos tipos de 

mediadores inflamatórios encontrados (Wang et al., 2014). Nesse contexto, os 

estímulos microambientais são diretamente responsáveis pelo destino 

imunorregulatório das MSCs. Embora as MSCs administradas exogenamente 

consigam suprimir a progressão de vários distúrbios imunológicos, as funções de 

imunomodulação das MSCs residentes em tecidos doentes e em condições saudáveis 

ainda precisam ser definidas. 

A doença periodontal é uma patologia infecto-inflamatória, 

predominantemente desencadeada por fatores de virulência produzidos por bactérias 
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anaeróbicas gram-negativas, como Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), e cuja 

evolução está fortemente relacionada com a magnitude e intensidade da resposta 

inflamatória do hospedeiro (Graves, 2008). Na invasão microbiana, as células 

epiteliais gengivais, fibroblastos e outras células residentes detectam estruturas 

microbianas e iniciam a ativação de vias que resultam na secreção de citocinas e 

quimiocinas, que, por sua vez, levam ao recrutamento e ativação de leucócitos não 

residentes aos tecidos periodontais (Di Benedetto 2013). Dentre os leucócitos acima 

citados, os neutrófilos são considerados as principais células envolvidas na 

patogênese da doença periodontal (Page; Schroeder, 1976; Van Dyke; Vaikuntam, 

1994), representando a primeira linha de defesa contra os periodontopatógenos. 

Reduções no número e na função dos neutrófilos foram, até recentemente, 

associadas a uma maior predisposição à doença periodontal. No entanto, novas 

evidências científicas sugerem que os neutrófilos apresentam um estado 

hiperfuncional durante a progressão da doença periodontal, e que essa atividade 

excessiva seria responsável pela destruição dos tecidos periodontais (Kantarci et al., 

2003).  

Células mesenquimais indiferenciadas foram previamente reconhecidas em 

tecidos periodontais, indicando possuírem função significativa na orquestração da 

homeostase do periodonto (Liu et al., 2010a). Complementarmente, especula-se que 

as células mesenquimais indiferenciadas derivadas do ligamento periodontal (PDLSC) 

possam desempenhar papel fundamental no reconhecimento de patógenos 

periodontais e desencadear sinais necessários para a ativação de células efetoras da 

imunidade inata, sem um aumento concomitante das respostas inflamatórias.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Células mesenquimais indiferenciadas multipotentes  

 

 

As células-tronco, ou células mesenquimais indiferenciadas multipotentes 

(MSC), são células progenitoras não hematopoiéticas caracterizadas por duas 

principais propriedades: (1) a capacidade de se auto renovar e (2) a habilidade de se 

diferenciar em múltiplas linhagens celulares (Wagers; Weissman, 2004).  

As MSCs foram primeiramente identificadas por Friedenstein e colaboradores 

como células auto-renováveis semelhantes a fibroblastos na medula óssea 

(Friedenstein et al., 1970), sendo inicialmente referidas como células-tronco da 

medula óssea (BMSCs) e células mesenquimais multipotentes indiferenciadas da 

medula óssea (BMMSCs). Devido às várias técnicas existentes para isolar, expandir 

e caracterizar as MSCs, um conjunto mínimo de critérios para identificar essas células 

foi sugerido pelo Comitê de Células e Tecidos Mesenquimais Indiferenciados da 

Sociedade Internacional para Terapia Celular (Dominici et al., 2006). Especificamente, 

as MSCs: (1) devem ser aderentes ao plástico em condições de cultura padrão, (2) 

expressar (≥95% das células) um determinado padrão de moléculas de superfície  tais 

como, CD73, CD90 e CD105, assim como (3) ausentar (≤2% das células) a expressão  

das moléculas CD11b e CD14 (marcadores de monócitos e macrófagos), CD34 

(marcador celular endotelial e marcador progenitor hematopoiético), CD45 (marcador 

leucocitário), CD19 ou CD79𝛼 (marcadores de células B), e HLA-DR (Figura 2.1). 

Essas células se proliferam formando populações de células semelhantes a 

fibroblastos (colony-forming-unit fibroblasts), conseguindo manter seu potencial 

multipotente por cerca de 30 a 40 divisões celulares. Contudo, sua taxa de 

crescimento e meia-vida replicativa diminuem com o envelhecimento celular, sendo 

sua morfologia alongada gradativamente perdida ao longo do tempo em cultura 

(Dominici et al., 2006). Por fim, MSCs podem se diferenciar em linhagens osteogênica, 

condrogênica e adipogênica. 
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Figura 2.1 - Fenótipo e critérios funcionais das células mesenquimais indiferenciadas multipotentes 
(MSC) de acordo com a Sociedade Internacional de Terapia Celular 

 

Fonte: figura modificada de Le Blanc e Mougiakakos (2012) 

 

Posteriormente, as MSCs também foram identificadas em diversos tecidos 

além da medula óssea, como tecido adiposo, placenta, cordão umbilical, fluido 

amniótico, fígado e órgão dentário (Jung et al., 2012; Park et al., 2016).  A este 

respeito, as células-tronco de origem dentária podem ser classificadas de acordo com 

a estrutura da qual elas são isoladas em: (1) células mesenquimais indiferenciadas 

derivadas da polpa (DPSCs) (Gronthos et al., 2000), (2) células mesenquimais 

indiferenciadas derivadas de dentes decíduos esfoliados (SHEDs) (Miura et al., 2003), 

(3) células mesenquimais indiferenciadas derivadas do ligamento periodontal 

(PDLSCs) (Seo et al., 2004), (4) células mesenquimais indiferenciadas derivadas da 
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papila apical (SCAPs) (Guo et al., 2013) e (5) células progenitoras do folículo dentário 

(DFPCs) (Silvério et al., 2012). Embora todas sejam derivadas de estruturas 

relacionadas, as características específicas destas distintas populações, como 

marcadores de expressão e potencial de diferenciação, são ligeiramente diferentes de 

acordo com a localização da qual foram isoladas (Figura 2.2). 

 

 

2.1.1 Células mesenquimais indiferenciadas derivadas da polpa dentária 

 

 

DPSCs foram as primeiras células mesenquimais indiferenciadas a serem 

isoladas do elemento dentário, em 2000 (Miura et al. 2003). DPSCs são conhecidas 

pela capacidade em se diferenciarem em vários tipos de células e tecidos, como 

osteoblastos, células musculares lisas, células semelhantes a adipócitos, neurônios, 

dentina, e complexo semelhante a polpa e a dentina (Saito et al., 2015). Elas também 

demonstram potencial condrogênico in vitro. Sua multipotência, taxa de proliferação, 

disponibilidade e número de células demonstraram ser maiores quando comparadas 

às BMSCs. Em geral, DPSCs são mais indicadas que BMSCs para a regeneração de 

tecidos mineralizados (Alge et al., 2010). 

 

 

2.1.2 Células mesenquimais indiferenciadas derivadas dentes humanos decíduos 

esfoliados 

 

 

SHEDs são células progenitoras isoladas da polpa remanescente de dentes 

decíduos esfoliados. Curiosamente, estas células apresentam maior taxa de 

proliferação e maior capacidade de diferenciação do que BMSCs e até maior do que 

DPSCs em alguns estudos (Miura et al., 2003; Wang et al., 2010). Relatos descrevem 

a diferenciação de SHEDs em osteoblastos, odontoblastos, adipócitos e neurônios 

(Wang et al., 2010; Saito et al., 2015). 
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2.1.3 Células mesenquimais indiferenciadas derivadas do ligamento periodontal  

 

 

Apesar do ligamento periodontal ser originado de células da crista neural, as 

PDLSCs exibem características de células-tronco semelhantes às BMSCs (Chai et al., 

2000; Silvério et al., 2010). PDLSCs são capazes de se diferenciar em osteoblastos, 

cementoblastos, adipócitos e condrócitos. Relatos in vivo demonstram que a 

diferenciação destas células leva a formação de ligamento periodontal e de tecido 

semelhante ao cemento (Zhu; Liang, 2015). 

Dados relatados na literatura sugerem que, assim como  as BMSCs,  as 

PDLSCs possuem propriedades imunossupressoras, diminuindo a proliferação de 

células mononucleares periféricas do sangue em reação linfocítica alogênica mista 

(Wada et al., 2009). Outras evidências indicam que as PDLSCs estão possivelmente 

localizadas na área perivascular, apresentando características morfológicas e 

fenotípicas semelhantes aos pericitos (Iwasaki et al., 2013).  

 

 

2.1.4 Células mesenquimais indiferenciadas derivadas da papila apical 

 

 

SCAPs são células isoladas do ápice radicular de dentes em 

desenvolvimento, possivelmente associada à formação de raízes (Guo et al., 2013). 

Elas apresentam características de MSCs e podem  diferenciar-se em osteoblastos, 

adipócitos, condrócitos e neurônios sob condições adequadas (Sedgley; Botero, 

2012). 

 

 

2.1.5 Células progenitoras do folículo dentário 

 

 

DFPCs são células-tronco extraídas do folículo dentário ao redor do germe 

dentário nos estágios precoces da formação dos dentes (Silvério et al., 2012). O 

folículo dental é um condensado de células ectomesenquimais que abriga populações 
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célulares heterogêneas que compreendem o periodonto. Elas também podem se 

diferenciar em osteoblastos, adipócitos, condrócitos e neurônios (Saito et al., 2015). 

 

Figura 2.2 - Células-tronco derivadas de diferentes estruturas dentárias. DPSC (células mesenquimais 
indiferenciadas derivadas da polpa dentária), PDLSC (células mesenquimais 
indiferenciadas derivadas do ligamento periodontal), SHED (células mesenquimais 
indiferenciadas derivadas dentes humanos decíduos esfoliados), SCAP (Células 
mesenquimais indiferenciadas derivadas da papila apical), DFPC (células 
progenitoras do folículo dentário) 

 

Fonte: figura modificada de Park et al. (2016) 

 

Desde a primeira sugestão da utilização das MSCs para uso na medicina 

regenerativa devido às suas qualidades semelhantes a células-tronco, muitos estudos 

exploram a aplicação da capacidade multipotente das MSCs na regeneração de 

diferentes tecidos  (Wang et al., 2018). Similarmente, a maioria das pesquisas que 

empregam células-tronco dentárias foi direcionada para a regeneração parcial ou total 

de defeitos relacionados à estrutura dentária (Bansal et al., 2015). De fato, os achados 

de um substancial número de estudos demonstram o aumento do interesse na 

regeneração da polpa dentária (Nakashima; Iohara, 2011; Tatullo et al., 2015), 

procedimentos regenerativos que podem mudar o tratamento endodôntico como 

conhecemos atualmente (Hilkens et al., 2015).  

Da mesma forma, a regeneração do complexo periodontal e peri-implantar 

também tem sido investigado (Zhu e Liang, 2015; Misawa et al., 2016; Tassi et al., 
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2017). Embora o uso das MSCs derivadas da medula óssea na regeneração de 

defeitos periodontais produziu resultados conflitantes, uma série de estudos 

demonstrou que o uso de PDLSCs promove a regeneração do ligamento periodontal 

e do cemento radicular em defeitos periodontais (Tassi et al., 2017). Já em defeitos 

peri-implantares, a maioria dos estudos demonstrou que a aplicação local de MSCs 

promoveu um efeito positivo na neoformação óssea e osseointegração (Misawa et al., 

2016). 

 

 

2.2 MSCs e o sistema imune 

 

 

 Além da capacidade regenerativa, as MSCs também possuem propriedades 

imunoreguladoras (Uccelli et al., 2008). A relativa facilidade de enxertia das MSCs, e 

seu fenótipo estável em cultura in vitro tornam essas células uma atrativa ferramenta 

para terapia de doenças autoimunes, aloimunes e inflamatórias (Le Blanc; 

Mougiakakos, 2012). Recentemente, um crescente número de pesquisas a este 

respeito tem surgido na literatura. De acordo com uma revisão publicada por Wang e 

colaboradores (2018), existem 105 estudos clínicos registrados no banco de dados de 

estudos clínicos do NIH (Institutos Nacionais de Saúde - EUA) relacionados aos 

efeitos imunomodulatórios das MSCs (Tabela 2.1). Estudos clínicos e pré-clínicos 

incluem a utilização de MSCs no tratamento de doenças como GVHD (doença do 

enxerto versus hospedeiro) (Le Blanc et al., 2004; Le Blanc et al., 2008; Sedgley; 

Botero, 2012), doença de Crohn (Liechty et al., 2000; Duijvestein et al., 2010; 

Ciccocioppo et al., 2011; Le Blanc; Mougiakakos, 2012; Ibraheim et al., 2018), 

esclerose múltipla (Bai et al., 2009; Connick et al., 2011; Connick et al., 2012), diabetes 

tipo I (Wu; Mahato, 2014; Aikawa et al., 2016) e lúpus eritematoso sistêmico (Wang et 

al., 2013; Sharma et al., 2017). 
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Tabela 2.1 - Estudos clínicos utilizando células mesenquimais indiferenciadas registrados no banco 
de dados de estudos clínicos do NIH até outubro de 2017 

Indicação Número de estudos 

Imunomodulação  105 

Esclerose múltipla 31 

Diabetes tipo I 18 

Doença de Chron 22 

Lúpus sistêmico 11 

Artrite reumatoide 7 

HIV 2 

Doença periodontal 5 

GvHD 41 

Fonte: tabela modificada de Wang et al. (2018) 

 

 

2.3 Neutrófilos e a doença periodontal 

 

 

Um desequilíbrio na flora bacteriana é essencial, mas não suficiente, para 

induzir a destruição periodontal. Neste sentido, a resposta imune do hospedeiro ao 

desafio bacteriano constitui uma peça chave para estabelecimento e progressão da 

doença periodontal (Page; Schroeder, 1976). Neutrófilos são as células mais 

abundantes do sistema imune inato e são os principais facilitadores das respostas 

antimicrobianas. Eles são geralmente encontrados no sistema circulatório, contudo 

são capazes de deixar a corrente sanguínea e migrarem de forma rápida, orientada e 

unidirecional para se acumularem nos sítios de infecção e inflamação. Nestes locais, 

os neutrófilos exercem atividade antimicrobiana através da fagocitose, da secreção 

de moléculas bactericidas e das NETs (neutrophil extracelular traps). Em 

conformidade com sua função, os neutrófilos constituem a primeira linha de defesa 

contra as infecções periodontais (Page; Schroeder, 1976). Entretanto, embora 

historicamente os neutrófilos tenham sido considerados simplesmente como células 

efetoras antimicrobianas, dados mais recentes demonstraram a versatilidade 

funcional destas células, incluindo sua capacidade de regular a atividade de outros 

leucócitos (Scapini; Cassatella, 2014; Hajishengallis et al., 2016). Sua relevância nos 
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processos de manutenção de saúde e etiopatogenia da doença periodontal é ilustrada 

pela forte associação entre hiper- ou hipoatividade neutrofílica e o desenvolvimento 

da periodontite severa e generalizada (Hajishengallis; Korostoff, 2017). 

As MSCs possuem receptores que possibilitam o reconhecimento de 

microorganismos e seus fatores de virulência (Ferrand et al., 2011; Qiu et al., 2012).  

Por conseguinte, essas células secretam citocinas, quimiocinas e outros fatores 

capazes de recrutar e ativar células do sistema imunológico. Quando ativados por 

lipopolissacarídeos (LPS) in vitro, MSCs isoladas de glândulas parótidas humanas 

elevaram a produção de interleucina (IL)-6, IL-8 e fator inibitório de migração de 

macrófagos (MIF) (Brandau et al., 2010) (Figura 2.3). Complementarmente, há 

evidência de recrutamento de neutrófilos por BMSCs humanas ativadas por LPS 

injetados subcutaneamente (Romieu-Mourez et al., 2009). 

As MSCs também possuem a capacidade de diminuir a resposta inflamatória 

das células da imunidade inata. Quando cultivados concomitantemente, MSCs 

aumentam a expressão neutrofílica de fatores anti-apoptóticos, diminuem a expressão 

neutrofílica de fatores pró-apoptóticos e reduzem o estresse oxidativo intracelular dos 

neutrófilos (Raffaghello et al., 2008; Duffy et al. 2011). Portanto, através desses 

mecanismos, as MSCs poderiam preservar os neutrófilos localizados na medula 

óssea, permitindo a rápida mobilidade de neutrófilos maduros em resposta a 

patógenos (Tate et al., 2009). Não está claro, no entanto, se as PDLSCs também 

possuem a mesma capacidade de atuação e interação com as células imunes durante 

os desafios infecto-inflamatórios observados nas doenças periodontais.  
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Figura 2.3 – Interação entre MSCs e neutrófilos durante resposta inflamatória. Moléculas 
derivadas de patógenos, como RNA double-stranded de vírus ou 
lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias Gram-negativas, se ligam aos 
respectivos receptores de reconhecimento de padrões expressos por MSCs 
(toll-like receptor TLR3 para dsRNA e TLR4 para LPS) (a). Em resposta a esse 
estímulo, MSCs secretam grande número de citocinas, quimiocinas e fatores 
de crescimento, como IL-6, IL-8, fator estimulador de colônias de granulócitos-
macrófagos (GM-CSF) e fator inibitório da migração de macrófagos (MIF) (b). 
Essas moléculas sustentam e amplificam as funções dos neutrófilos, e o 
recrutamento de neutrófilos é expandido (c). Ademais, a sobrevivência de 
ambos os neutrófilos ativados ou dormentes é aumentada 

 
 
 

  

Fonte: figura modificada de Le Blanc e Mougiakakos (2012) 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

O objetivo deste estudo foi caracterizar as respostas das PDLSCs ao extrato 

proteico total de P. gingivalis e avaliar o impacto de mediadores solúveis derivados 

das PDLSCs na migração, ativação e respostas inflamatórias das células HL-60 

diferenciadas em neutrófilos (HL-60D). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

 

4.1 Células e meios de cultura 

 

 

Células mesenquimais indiferenciadas primárias derivadas do ligamento 

periodontal (PDLSCs) de dentes humanos foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. 

Karina Gonzales Silvério Ruiz, da Área de Periodontia do Departamento de Prótese e 

Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de 

Campinas. PDLSCs (células CD105+ CD34- CD45-) foram obtidas a partir do 

ligamento periodontal de terceiros molares inclusos indicados para exodontia, de 

acordo com o protocolo descrito por Silvério et al. (2010). Estas células foram 

expandidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) 

(Invitrogen, Grand Island, NY, EUA) acrescido de 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) 

(Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), 1% l-glutamina (Invitrogen, Grand Island, NY, 

EUA) e 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), a 37°C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. PDLSCs foram usadas entre a terceira e a 

sétima passagem.  

Para eliminar variações interpessoais e temporais associadas à utilização de 

neutrófilos primários, a linhagem celular leucêmica promielocítica humana HL-60 foi 

adquirida comercialmente (American Type Culture Collection, ATCC, CCL-240, 

Manassas, VA, USA) e diferenciada em neutrófilos (HL-60D). Células HL-60 foram 

mantidas em RPMI 1640 (meio Roswell Park Memorial Institute) (Sigma Clerical, St. 

Louis, MO, EUA) contendo 10% soro fetal bovino (SBF) (Invitrogen, Grand Island, NY, 

EUA) e 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), a 37°C em 

atmosfera úmida contendo 5% de CO2. Para diferenciação, HL-60 foram expostas a 

1,25% dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma Clerical, St. Louis, MO, EUA) por 6 a 7 dias. A 

diferenciação de HL-60D (HL-60 diferenciadas) foi confirmada em ensaios de 

quimioluminescência dependente de luminol. Nestes, a capacidade de HL-60D em 

responder ao acetato de forbol, miristato (PMA) (Sigma Clerical, St. Louis, MO, EUA) 

com a produção de espécies reativas de oxigênio foi avaliada. Todos os experimentos 
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foram conduzidos com culturas de HL-60D comprovadamente diferenciadas e com 

viabilidade superior a 90%, determinada pelo método de exclusão com azul de tripano. 

 

 

4.2 Obtenção do extrato total de Porphyromonas gingivalis  

 

 

4.2.1 Cepas e condições de cultivo 

 

 

P. gingivalis cepa W83 foi adquirida da ATCC (ATCC, BAA-308, Manassas, 

VA, USA) e usada para o preparo de estoques primários, liofilizados. P. gingivalis 

foram reativadas a 37°C em ambiente anaeróbico (80% N2, 10% CO2, 10% H2), em 

placas ágar contendo meio Brucella Agar contendo hemina e vitamima K (Sigma, St 

Louis, MO, EUA) e suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Após 

72h, colônias isoladas foram transferidas para 25 ml de caldo BHI (infusão cérebro 

coração) /TSB (caldo tríptico de soja) suplementado com 0,5% de extrato de levedura, 

hemina (5 μg/ml) e vitamina K (1 μg/ml), e na sequência, foram mantidas por 24h. O 

crescimento bacteriano foi monitorado por meio de leituras de absorbância no 

comprimento de onda de 550 nanômetros (A550ηm). 

 

 

4.2.2 Coleta e extração proteica total 

 

 

Após centrifugação da cultura planctônica, o pellet foi acrescido de 700μl de 

água ultrapura e 0,16g de beads de zircônia de 0,1mm de diâmetro (BioSpec Products, 

Inc., Bartlesville, OK, EUA). Em seguida, os microtubos foram agitados em um Mini-

BeadBeater em força máxima (3 ciclos de 60 seg com 1 min de descanso em gelo) e 

centrifugados duas vezes (8min, 4ºC, ≈13000g). A concentração proteica do 

sobrenadante resultante foi dosada pelo reagente de Bradford (Sigma). O extrato 

homogeneizado foi dividido em alíquotas de uso único e armazenado a -80ºC. 
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4.3 Exposição das PDLSCs ao extrato total de P. gingivalis e obtenção de 

sobrenadantes 

 

 

A fim de se padronizar as condições experimentais, ensaios piloto utilizaram 

PDLSCs derivadas de uma única população do ligamento periodontal que foram 

semeadas em placa de 6-poços a uma concentração de 5x105 células/poço e 

cultivadas em 2ml de DMEM contendo o PgPE (0, 100ηg/ml e 2μg/ml) por 3 ou 6 horas 

(período de exposição), a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Na sequência, os 

sobrenadantes foram descartados, PDLSCs foram vigorosamente lavadas duas vezes 

com PBS para a remoção do PgPE e 2ml de DMEM fresco foram adicionados às 

placas de 6-poços. Em seguida, as PDLSCs foram incubadas por 6, 18 ou 24 horas 

adicionais (período de secreção). Ao término deste período, os sobrenadantes de 

secreção foram coletados e armazenados em -80oC até seu uso.  

Após o estabelecimento das condições experimentais ideais (concentração de 

PgPE, horas de exposição e horas de secreção), experimentos foram repetidos para 

produção de sobrenadantes em larga escala de acordo com as seguintes condições 

experimentais. PDLSCs derivadas de uma única população do ligamento periodontal 

que foram semeadas em placa de 6-poços a uma concentração de 5x105 células/poço 

e cultivadas em 2ml de DMEM contendo o PgPE (0 ou 2μg/ml) por 3 horas (período 

de exposição), a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Na sequência, os 

sobrenadantes foram descartados, PDLSCs foram vigorosamente lavadas duas vezes 

com PBS para a remoção do PgPE e 2 ml de DMEM fresco foram adicionados às 

placas de 6-poços. Em seguida, as PDLSCs foram incubadas por 18 horas adicionais 

(período de secreção). Ao término deste período, os sobrenadantes de secreção 

foram coletados e armazenados em -80oC. 

 

 

4.4 Quantificação de citocinas e quimiocinas secretadas no sobrenadante das 

culturas PDLSCs 

 

 

Os sobrenadantes secretados por PDLSCs foram analisados em relação a 

citocinas pró- e anti-inflamatórias e quimiocinas com o auxílio de kits de ensaio 
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multiplex (Bio-Rad Life Sciences, Hercules, CA, EUA). Foram quantificados 

simultaneamente 27 citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento humanos IL-1ß, 

IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, fator 

de crescimento de fibroblasto (FGF)-básico, eotaxina, fator estimulador de colônias 

de granulócitos (G-CSF), fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos 

(GM-CSF), interferon (IFN)-γ, proteína induzida pelo IFN-γ (IP-10), proteína 

quimiotática de monócitos (MCP)-1, proteína inflamatória de macrófagos (MIP)-1α, 

MIP-1β, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)-BB, RANTES  (regulated 

upon activation, normal T cell expressed and secreted), fator de necrose tumoral 

(TNF)-α e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)) e do sistema um sistema 

de leitura Bio-Plex (Bio-Rad Life Sciences, Hercules, CA, EUA). O protocolo dos 

ensaios multiplex foi executado de acordo com as instruções do fabricante. 

Concentrações da amostra (ρg/ml) foram determinadas a partir da intensidade média 

de fluorescência em comparação com uma curva padrão de cinco parâmetros gerada 

a partir de padrões de concentrações conhecidas. Os dados foram analisados com 

auxílio do software Bio-Plex Manager, versão 4.1.1 (Bio-Rad Life Sciences, Hercules, 

CA, EUA). Foram realizados três experimentos independentes com amostras em 

sextuplicata. 

 

 

(1) Obtenção de células mesenquimais indiferenciadas derivadas do 

ligamento periodontal, apresentando marcações positivas para CD 105 e negativas 

para CD 34 e 45; (2) Adição de 2µg/ml do PgPE em metade das amostras; (3) Cultura 

das PDLSCs por 3 horas na presença do PgPE (teste) ou apenas PDLSCs (controle) 

a 37°C com 5% de CO2 – período de exposição; (4) Descarte dos sobrenadantes, 

intensa lavagem das PDLSCs com PBS para a remoção do PgPE e adição de 2 ml de 

DMEM fresco; (5) Cultura das PDLSCs por 18 horas a 37°C com 5% de CO2 – período 

Figura 4.1 Ilustração dos passos para obtenção do sobrenadante secretado pela cultura de PDLSC 

(1) 

(2) 

(3) (4) (5) 

(6) 
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de secreção ; (6) Coleta dos sobrenadantes, quantificação simultânea de 27 citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento humanos através de ensaios de multiplex. 

 

4.5 Expressão de CD-62L e CD18 na superfície de células HL-60D 

 

 

A caracterização funcional (ativação) de células HL-60D foi avaliada por 

citometria de fluxo usando anticorpos anti-CD62L (L-selectina), anti-CD18 e controles 

isotipo (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA). Sumariamente, 5x105 HL-60D 

suspensas em 500μl de DMEM fresco (controle negativo) ou de sobrenadantes 

derivados de PDLSCs (previamente estimuladas ou não com PgpE) foram incubados 

a 37ºC em atmosfera contendo 5% CO2 por 2h. Na sequência, HL-60D foram 

centrifugadas a 900g durante 10 minutos e incubadas em 100μl de PBS contendo 0 

(sem ativação) ou 50ηM de fMLP (formil-metionil-leucil-phenilalanina) (ativação) por 

60 ou 120 min a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2. Esta etapa foi seguida da 

incubação de HL-60D com anticorpos anti-CD62L e anti-CD18 conjugados aos 

fluorocromos fluoresceína isoticianato (FITC) e ficoeritrina (PE)-cianina (Cy-)5, 

respectivamente, por 30 minutos a 4oC e na ausência de luz. Posteriormente, HL-60D 

foram lavadas com 500μl de PBS, centrifugadas a 900g por 10 minutos e suspensos 

em 1ml de PBS. A caracterização da ativação neutrofílica foi conduzida com o auxílio 

de um citômetro de fluxo (FACS Calibur, BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA), 

através da quantificação da intensidade de fluorescência. Foram coletados 30.000 

eventos por amostra. A análise dos dados foi realizada utilizando-se o software FlowJo 

(Tree Star Inc., OR, EUA). O fator de ativação foi calculado dividindo-se a intensidade 

média de fluorescência em HL-60D pré-incubadas com sobrenadantes de secreção, 

pela intensidade média de fluorescência em HL-60D pré-incubadas em DMEM fresco 

(grupo controle), para cada uma das condições experimentais avaliadas. Foram 

realizados três experimentos independentes com amostras em duplicata. 

 

 

4.6. Ensaios de quimiotaxia 
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Ensaios de quimiotaxia foram realizados em Câmaras de Boyden modificadas 

de 12-poços (placa “Transwell”) (Corning Inc., Corning, NY, EUA). Nestas, 200μl de 

suspensão de HL-60D (numa concentração de 2,5x106 células/ml em RPMI1640) 

foram adicionados ao compartimento superior e 500 μl de sobrenadantes de secreção 

provenientes de culturas de PDLSCs previamente estimuladas ou não com PgPE 

foram adicionados ao compartimento inferior, sendo esses dois compartimentos 

separados por um filtro com poros de 8 μm. DMEM fresco foi usado como controle 

negativo. Após 1 hora de incubação a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2, o 

compartimento superior foi cuidadosamente removido e os sobrenadantes de 

secreção de PDLSCs ou meio DMEM fresco (controle negativo) contidos no 

compartimento inferior foram homogeneizados com o auxílio de uma pipeta. Para 

cada amostra, uma alíquota de 10ul foi removida do compartimento inferior da Câmara 

de Boyden modificadas e colocada em uma câmara de Neubauer para a quantificação 

das células migradas. As células migradas foram quantificadas com o auxílio de um 

microscópio óptico invertido com objetiva de 20X. O fator de quimiotaxia foi calculado 

dividindo-se o número de células HL-60D migradas em resposta aos sobrenadantes 

de secreção pelo número de células HL-60D migradas em resposta ao DMEM fresco 

(migração ao acaso - grupo controle negativo). Foram realizados quatro experimentos 

independentes com amostras em duplicata. 

 

Figura 4.2 - Representação de um ensaio de quimiotaxia. A Câmara de Boyden é composta por uma 
câmara superior, separada da câmara inferior por um filtro contendo poros de 8mm que dificultam, mas 
não impedem, a passagem de neutrófilos.  

 

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/cell-

culture/cellular-assays/cell-migration-invasion-assays.html 

 

 

https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/cell-culture/cellular-assays/cell-migration-invasion-assays.html
https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/cell-culture/cellular-assays/cell-migration-invasion-assays.html
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4.7 Explosão respiratória (“burst” oxidativo) 

 

 

A explosão respiratória foi avaliada pela conversão da molécula não 

fluorescente dihidrorodamina (DHR-123) (Sigma-Aldrich, St Luis, MO, USA) em 

rodamina 123, que é altamente fluorescente e detectada por citometria de fluxo.  Para 

este ensaio, 5x105 HL-60D foram incubadas por 2 horas em 500μl de DMEM fresco 

(controle negativo) ou em sobrenadantes de secreção provenientes de culturas de 

PDLSCs.  

Na sequência, HL-60D foram centrifugadas a 900g durante 10 minutos, 

suspensas em PBS e estimulada com phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (0 ou 

100ηM) (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, EUA) por 30 minutos a 37ºC em atmosfera 

contendo 5% de CO2. Em seguida, DHR-123 (4,5ηM) (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, 

EUA) foi adicionado as amostras, as quais foram incubadas a 37ºC em atmosfera 

contendo 5% de CO2 por 10 minutos. Após lavagem e ressuspensão em 1ml de PBS, 

as células foram adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSCalibur (BD Bioscience, 

San Jose, CA, EUA), foram coletados 30.000 eventos por amostra. A análise dos 

dados foi realizada utilizando-se o software FlowJo (Tree Star Inc., OR, EUA). Os 

resultados foram expressos em intensidade média de fluorescência. Os experimentos 

foram realizados em quintuplicatas com amostras em duplicata. 

 

 

4.8 Resposta inflamatória de HL-60D ao LPS 

 

 

Para estes ensaios, 5x105 HL-60D foram incubadas em uma mistura de 250μl 

de DMEM fresco (controle negativo) ou sobrenadantes de secreção de PDLSCs 

(grupos testes) e 250μl de RPMI 1640 acrescido de lipopolissacarídeo (LPS) de 

Escherichia   coli (0 ou 50ηg/ml), por 18h a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2. 

Ao término do período experimental, os sobrenadantes foram coletados e 

armazenados a -80oC.  A quantificação de IL-1ß e TNF-α nestes sobrenadantes foi 

efetuada com o auxílio de kits de ensaio multiplex e do sistema de leitura Bio-Plex 

(Bio-Rad Life Sciences, Hercules, CA, EUA), conforme descrito anteriormente. Foram 

realizados três experimentos independentes com amostras em duplicata. 
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4.9 Análise estatística  

 

 

Os resultados obtidos foram expressos em média ou fator de indução (fold 

induction) acompanhados de desvio padrão. A análise estatística foi realizada 

utilizando Teste T de Student, análise de variância a um critério (ANOVA) seguida de 

teste post-hoc de Tukey e teste não-paramétrico Wilcoxon/Kruskal-Wallis Rank sum a 

5% de significância.   

  



45 

 

5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Padronização das condições experimentais da exposição PDLSCs ao extrato 

total de P. gingivalis 

 

 

Estudos de cinética foram conduzidos para estabelecer: (i) a concentração 

ideal do PgPE, (ii) a duração da exposição das PDLSCs ao PgPE e (iii) o período de 

secreção.  

IL-1b, IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-15, IL-17α, βFGF, G-CSF, GM-CSF, MIP-1α, 

MIP-1β, PDGF-bb e TNF-α não foram detectados nos sobrenadantes de secreção de 

culturas de PDLSCs, em nenhuma das condições experimentais testadas. Em 

contraste, VEGF, IL-7, IL-10, e IL-12p70 e IL-13 foram secretados pelas PDLSCs. 

Porém, os níveis desses mediadores não foram alterados em resposta ao PgPE 

(Figura 5.1), independentemente da concentração do extrato bacteriano, do período 

de exposição e do período de secreção avaliados. 

De forma geral, o padrão de secreção de culturas de PDLSCs não estimuladas 

e o de culturas tratadas com PgPE a 100ηg/ml foram semelhantes (Figura 5.1). Mais 

especificamente, em baixa concentração (100ηg/ml), o PgPE desencadeou a indução 

significativa de apenas um único mediador inflamatório (eotaxina) acima dos níveis 

basais observados nas culturas de PDLSCs não estimuladas, sendo incapaz de 

provocar a regulação significativa de qualquer outra citocina ou quimiocina. O 

aumento da secreção da eotaxina em reposta a 100ηg/ml do PgPE ocorreu somente 

nas culturas submetidas a 3 horas de exposição e 18 horas de secreção (Figura 5.1).   

Em nítido contraste, o PgPE em concentração de 2µg/ml induziu a secreção 

de níveis mais elevados de RANTES, eotaxina, IP-10, MCP-1, IFN-γ, IL-6, IL-8 e IL-

1ra, em comparação aos níveis basais encontrados nos sobrenadantes de PDLSCs 

não estimuladas (Figura 5.1). Dentre as condições experimentais testadas, o período 

de exposição de 3 horas seguido por 18 horas de secreção induziu o aumento do 

maior número de mediadores solúveis, tais como RANTES, eotaxina, IP-10, MCP-1, 

IFN-γ, IL-8 e IL-1ra.  
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Com base nestes resultados, nos experimentos subsequentes, PDLSCs 

foram estimuladas com PgPE em concentração de 2µg/ml por 3 horas (período de 

exposição), seguidas de 18 horas de secreção (período de secreção). 
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Figura 5.1 - Padronização das condições experimentais. PDLSCs expostas ao PgPE (0, 100ηg/ml e 
2μg/ml) por 3h ou 6h (período de exposição). Sobrenadantes descartados e PDLSCs 
mantidas por 6h, 18h ou 24h adicionais (período de secreção) em DMEM fresco. Fator de 
indução sobre PDLSCs não estimuladas ≥ 3 foi considerado significativo (Villar et al., 
2005). Dados representam média e desvio padrão de dois experimentos independentes 
conduzidos com amostras em duplicata 
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5.2 Caracterização dos sobrenadantes de PDLSCs utilizados nas análises 

funcionais das células HL-60D  

 

 

A análise dos sobrenadantes revelou diferenças qualitativas e quantitativas 

entre culturas de PDLSCs não estimuladas (controle negativo) e culturas expostas ao 

PgPE (Figura 5.2). Mais especificamente, RANTES, eotaxina, IP-10 foram detectadas 

apenas nos sobrenadantes de culturas de PDLSCs expostas a PgPE. Além disso, o 

PgPE induziu a secreção de níveis mais elevados de MCP-1, IFN-γ, IL-6, IL-8 e IL-1ra 

em comparação com os níveis basais observados em PDLSCs não estimuladas 

(p≤0,05) (Figura 5.2). 
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Figura 5.2 - Quantificação de mediadores inflamatórios presentes nos sobrenatantes secretados por 
PDLSCs expostas ao PgPE, em comparação às PDLSCs não estimuladas. Média e desvio 
padrão de três experimentos independentes com amostras em sextuplicata (* p ≤ 0,05; 
Wilcoxon/ Kruskal Wallis rank)  

 

 

 

5.3 Ativação das células HL-60D 

 

 

Os níveis de CD62L e CD18 permaneceram inalterados em resposta a 

exposição aos sobrenadantes PDLSCs e PDLSCs/PgPE (Figuras 5.3 e 5.4). 
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Figura 5.3 - Efeito dos sobrenadantes de PDLSCs na expressão de CD62L na superfície de células HL-
60D estimuladas por fMLP. Média e desvio padrão do fator de indução em três 
experimentos independentes. O fator de ativação foi calculado através da divisão da 
intensidade média da fluorescência emitida por HL-60D pré-incubadas com 
sobrenadantes secretados por PDLSCs pela intensidade média da fluorescência emitida 
por HL-60D pré-incubadas com meio DMEM fresco, para cada uma das condições 
experimentais avaliadas 

 

 

 

 

 

 

  

PDLSCs PDLSCs/PgPE 
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Figura 5.4 - Efeito dos sobrenadantes de PDLSCs na expressão de CD62L na superfície de células HL-
18 estimuladas por fMLP. Média e desvio padrão do fator de indução em três experimentos 
independentes. O fator de ativação foi calculado através da divisão da intensidade média 
da fluorescência emitida por HL-60D pré-incubadas com os sobrenadantes secretados por 
PDLSCs pela intensidade média da fluorescência emitida por HL-60D pré-incubadas com 
meio DMEM fresco, para cada uma das condições experimentais avaliadas 

 

 

 

5.4 Ativação funcional das células HL-60D 
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PDLSCs 
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5.4.1 Quimiotaxia 

 

 

A capacidade dos sobrenadantes de secreção derivados de PDLSCs em 

estimular a quimiotaxia de HL-60D foi avaliada. HL-60D responderam aos 

sobrenadantes de secreção de PDLSCs previamente expostas ao PgPE (2μg/ml) com 

um aumento de 4,7 vezes na taxa de quimiotaxia (Figura 5.5), quando comparado a 

resposta quimiotática ao DMEM fresco. Em contraste, sobrenadantes derivados de 

PDLSCs não estimuladas não induziram um aumento na taxa basal de quimiotaxia 

(Figura 5.5). 

 

Figura 5.5 - Efeito dos sobrenadantes de PDLSCs na migração de células HL-60D. Média e desvio 
padrão do fator de quimiotaxia em quatro experimentos independentes com amostras em 
duplicata (* p ≤ 0,05; teste T de Student não pareado) 

 

 

 

PDLSCs PDLSCs/PgPE 

Fator de quimiotaxia 

PDLSCs PDLSCs/PgPE 
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5.4.2 Atividade da NADPH oxidase 

 

 

Sobrenadantes derivados de PDLSCs incubadas na presença ou na ausência 

do PgPE não alteraram os níveis basais de explosão respiratória em HL-60D não-

estimuladas. Em contrapartida, sobrenadantes derivados de PDLSCs não-

estimuladas promoveram uma redução de 16%  da produção de radicais livres de 

oxigênio pelas HL-60D em resposta ao PMA (p=0,013) (Figura 5.6). Por outro lado, os 

sobrenadantes de PDLSCs expostas ao PgPE promoveram um aumento de 1,78±1,04 

vez (p= 0,046) na produção de radicais livres de oxigênio pelas HL-60D em resposta 

ao PMA (Figura 5.6). 

 

 

Figura 5.6 - Efeito dos sobrenadantes de PDLSCs na produção de espécies de oxigênio reativo por 
células HL-60D estimuladas com PMA. Média e desvio padrão de cinco experimentos 
independentes com amostras em duplicata (* p ≤ 0,05; ANOVA seguido do teste de Tukey 
post-hoc, comparado ao controle negativo - DMEM) 

 

  

PDLSCs PDLSCs/PgPE 

Produção de ROS 
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5.4.3 Resposta inflamatória 

 

 

Por fim, foi avaliado o efeito dos sobrenadantes de secreção derivados de 

PDLSCs na resposta inflamatória de HL-60D ao LPS. Tanto os sobrenadantes 

derivados de PDLSCs não estimuladas, como os sobrenadantes de PDLSCs expostas 

PgPE, não interferiram na produção de TNF-α e de IL-1 β pelas células HL-60D em 

resposta ao LPS (Figura 5.7). 

 

Figura 5.7 - Efeito dos sobrenatantes de PDLSCs na secreção de IL-1β e TNF-α por células HL-60D 
tratadas com LPS. Média e desvio padrão de três experimentos independentes com 
amostras em duplicata 

 

 

 

 

 

PDLSCs PDLSCs/PgPE 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Diversos estudos demonstraram que células-tronco mesenquimais 

indiferenciadas expressam receptores Toll-like (TLR) responsáveis pelo 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPS) (Raicevic 

et al., 2012; Raicevic et al., 2010; Lombardo et al., 2009; Romieu-Mourez et al., 2009; 

Shi et al., 2007). Dados recentes demonstraram que as PDLSCs respondem ao PgPE 

com aumentos significativos na expressão gênica de IL-1β, TNF-α e IL-6 (Albiero et 

al., 2017). Em suporte a esses dados, o presente estudo também demonstrou que as 

proteínas inflamatórias são reguladas positivamente pelo PgPE em PDLSCs. Há muito 

tempo, P. gingivalis tem sido implicada na patogênese da periodontite pela expressão 

de importantes fatores de virulência que são, em parte, regulados pelo quórum 

sensing, outros patógenos e fatores ambientais locais (temperatura, aerobiose, 

anaerobiose, condições estático-dinâmicas, pH) que provavelmente diferem entre os 

indivíduos (Zenobia; Hajishengallis, 2015). O impacto das variações espaço-

temporais na expressão de fatores de virulência não pode ser inteiramente 

recapitulado in vitro. Portanto, isso e a falta de uma caracterização precisa dos fatores 

de virulência encontrados no extrato PgPE constituem uma limitação no presente 

estudo. Além disso, deve-se reconhecer que a carga de P. gingivalis e seus fatores 

de virulência que atingem e afetam diretamente as funções do PDLSC in vivo 

permanece amplamente desconhecida. 

Mais da metade das proteínas secretadas diferencialmente em resposta a 

PgPE foram quimiocinas, incluindo RANTES, eotaxina, IP10, MCP-1 e IL-8, sugerindo 

um papel fundamental das PDLSCs no recrutamento de células imunes para os 

tecidos infectados. Em apoio a essa hipótese, demonstramos que os sobrenadantes 

de PDLSCs tratadas com PgPE desencadearam o aumento da quimiotaxia de HL-

60D. Outros estudos in vitro também mostraram que células mesenquimais 

indiferenciadas estimuladas por LPS induzem a quimiotaxia de neutrófilos via 

secreção do fator inibitório de migração de macrófagos (MIF) e da IL-8 (Brandau et 

al., 2010). Em contraste, nossos resultados demonstraram que os sobrenadantes de 

PDLSCs não tratadas pelo PgPE não tiveram efeito na quimiotaxia de HL-60D, 

sugerindo que PDLSCs não estimulam o recrutamento de células de vigilância 

imunológica em locais não infectados. 
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Os neutrófilos do sangue periférico são atraídos aos tecidos em resposta a 

estímulos microbianos e/ou produtos inflamatórios induzidos localmente (revisado por 

Voisin e Nourshargh, 2013). Este processo de migração é iniciado pela marginalização 

de neutrófilos em direção às paredes dos vasos sanguíneos e subsequente adesão 

transitória dessas células ao endotélio por moléculas de adesão da família selectina 

(revisado por Voisin; Nourshargh, 2013). Nesse processo, a L-selectina (CD62L) que 

é constitutivamente expressa em neutrófilos, liga-se aos receptores CD62P 

transientemente expressos nas células endoteliais (Smalley; Ley, 2005). 

Subsequentemente, o CD62L é rapidamente eliminado da superfície das células 

neutrofílicas para permitir o estabelecimento de uma adesão firme entre as integrinas 

leucocitárias LFA-1 (CD11a / CD18) e Mac-1 (CD11b / CD18) com as integrinas 

endoteliais VCAM-1 (molécula de adesão celular vascular) e ICAM-1/2 (molécula de 

adesão intercelular) (revisado por Voisin; Nourshargh, 2013). Depois disso, os 

neutrófilos extravasam para o espaço extravascular via diapedese e migram em 

resposta a gradientes quimiotáticos (revisado por Voisin; Nourshargh, 2013). A 

expressão de CD18 na superfície de neutrófilos  é crítica para o estabelecimento da 

adesão firme dos neutrófilos ativados ao endotélio vascular e subsequente 

mobilização destes neutrófilos, dos vasos sanguíneos em direção aos tecidos 

inflamados (Kolaczkowska; Kubes, 2013). 

No presente estudo, os sobrenadantes de PDLSCs previamente tratadas com 

PgPE promoveram o aumento da quimiotaxia de HL-60D sem afetar os níveis de 

superfície celular de CD62L e CD18. Estes resultados sugerem que os fatores 

solúveis secretados pelas PDLSCs em resposta a PgPE não favorecem a adesão 

endotélio-neutrófilo e o extravasamento de neutrófilos, mas influenciam apenas o 

movimento de leucócitos já extravasados nos tecidos infectados. Nossos resultados 

estão de acordo com dados recentes que demonstraram que as células mesenquimais 

indiferenciadas derivadas de aspirados de medula óssea, cordão umbilical e ossos 

trabeculares não alteram a expressão de moléculas de adesão em neutrófilos (Munir 

et al., 2016). Uma sequência de eventos de adesão entre leucócitos e células 

endoteliais é necessária para o extravasamento de leucócitos. Portanto, no futuro, 

estudos devem investigar o efeito das proteínas solúveis de PDLSCs na expressão 

de proteínas adesivas em células endoteliais a fim de se revelar por completo o papel 

das PDLSCs no recrutamento de neutrófilos. Neste sentido, outros trabalhos já 

demonstraram que, em condições não infecciosas, as BMSCs regulam negativamente 
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a adesão de neutrófilos em fluxo, inibindo expressão de ICAM-1 e VCAM-1 nas células 

endoteliais (Munir et al., 2016).  

Este estudo demostrou que os sobrenadantes de PDLSCs não tratados com 

PgPE inibiram a produção de ROS por HL-60D ativadas por PMA. Da mesma forma, 

outros estudos também mostraram que as células indiferenciadas derivadas da 

medula óssea suprimem a produção de ROS por neutrófilos (Mumaw et al., 2015) e 

macrófagos (Oh et al., 2014) ativados.  

A homeostase tecidual e a regeneração dependem da autorrenovação e do 

controle da inflamação pela responsividade adaptativa das MSCs (Oh et al., 2016). As 

MSCs têm uma capacidade única de detectar e controlar negativamente sinais 

inflamatórios em seu microambiente (Wang et al., 2014). Na ausência de infecção ou 

outros sinais de perigo exógenos, as MSCs exercem uma variedade de funções 

regulatórias para promover a resolução da inflamação (Gornostaeva et al., 2016; Ma 

et al., 2014; Wang et al., 2014; De Miguel et al. 2012). Desequilíbrios homeostáticos 

caracterizados por atividade excessiva e descontrolada de ROS resultam em dano 

oxidativo a células e matrizes extracelulares (Bulua et al., 2011; Naik; Dixit, 2011; 

Circu; Aw, 2010; Vanuchi et al., 1998). O aumento dos níveis de ROS prejudica o 

funcionamento de células mesenquimais indiferenciadas, pois inibe a proliferação, 

adesão, disseminação, diferenciação osteogênica e atividade imunomoduladora 

dessas células (Denu; Hematti, 2016; Song et al., 2010). Além disso, o excesso de 

ROS pode promover disfunção endotelial, exacerbação de respostas inflamatórias e 

culminar em lesão tecidual (Zhang et al., 2016; Förstermann et al., 2017; Bozzo et al., 

2017; Gerber; Rutter., 2017; Propack et al., 2017). Não surpreendentemente, o 

estresse oxidativo elevado tem sido associado a um aumento de risco a periodontite 

(Chapple; Matthews, 2007). 

Nesse sentido, é plausível supor que, ao controlar a produção de ROS, as 

MSCs evitem ataques deletérios de ROS, garantindo i) sua autorrenovação, 

capacidade de diferenciação e proliferação (Denu; Hematti, 2016); ii) proteção 

substancial às células e tecidos locais (Denu; Hematti, 2016; Circu; Aw, 2010; Naik; 

Dixit, 2011); iii) e inflamação local mais baixa. Consequentemente, a capacidade dos 

PDLSCs de regular negativamente a produção de ROS por células de vigilância 

imunológica é provavelmente um mecanismo conservador e crítico para a 

manutenção da homeostasia dos tecidos periodontais na saúde. 
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Por outro lado, os sobrenadantes de PDLSCs tratados com PgPE 

amplificaram a produção de ROS por HL-60D ativadas pelo PMA. Da mesma forma, 

outros estudos demonstraram que as células-tronco derivadas da medula óssea 

promovem respostas aumentadas de neutrófilos contra Escherichia coli (Brandau et 

al., 2014) e potencializam a produção de ROS em macrófagos ativados por PMA em 

resposta a Salmonella enterica (Vasandan et al., 2016). ROS possuem amplo 

espectro de atividades antibacterianas, antivirais, antifúngicas e, portanto, 

desempenham um papel importante na defesa do hospedeiro. Em conjunto, estes 

dados indicam que, em contraste com o efeito imunossupressor das PDLSCs nas 

respostas induzidas por agentes não infecciosos, as PDLSCs potenciam os 

mecanismos antimicrobianos contra microrganismos patogênicos. No entanto, esse 

efeito pode não ser totalmente benéfico, pois evidências indicam que o aumento dos 

níveis de ROS pode desempenhar um papel importante na patologia da periodontite 

e dos danos teciduais associados (Chapple; Mathews, 2007). Assim, é sensato supor 

que as PDLSCs atuam como reguladores locais da homeostase, imunidade e 

inflamação. De acordo com essa hipótese, as PDLSCs locais (i) potencializam a 

produção de ROS por células imunes inatas em resposta a infecções periodontais, 

porém (ii) reduzem a geração de ROS por células imunes locais na ausência da 

infecção para prevenir respostas inflamatórias excessivas e dano tecidual. 

Um crescente corpo de evidências sugere que as citocinas pró-inflamatórias 

liberadas pelas células residentes da mucosa oral e intestinal em resposta à infecção 

amplificam as respostas pró-inflamatórias de células epiteliais, estromais e células 

infiltrativas do sistema imunológico (Owens; Simmons, 2013; Dongari-Bagtzoglou; 

Fidel, 2005). Embora ainda não abordadas com o mesmo detalhe, os neutrófilos 

podem ser uma fonte significativa de citocinas pró-inflamatórias (Tecchio et al., 2014). 

Entre as citocinas produzidas por essas células, o TNF-α e a IL-1β são de particular 

relevância devido à sua capacidade singular de mediar a perda de inserção conjuntiva, 

formação de osteoclastos e perda óssea alveolar (Graves; Cochran, 2003). Nosso 

trabalho mostrou que os sobrenadantes de PDLSC tratados com PgPE continham 

principalmente quimiocinas e, portanto, não potencializavam a secreção de TNF-α e 

IL-1β por HL-60D tratados com LPS. Assim, diferentemente de outras células do 

estroma, as PDLSCs têm uma notável capacidade de reconhecer antígenos 

microbianos, aumentar a quimiotaxia de neutrófilos e mecanismos de defesa 
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antimicrobianos oxidativos, sem amplificar respostas pró-inflamatórias neutrofílicas. 

Este último, por sua vez, provavelmente limita os danos no tecido periodontal. 

Do mesmo modo, os sobrenadantes de PDLSC não tratados com PgPE 

também falharam na regulação negativa da secreção de TNF-α e IL-1β por HL-60D 

tratados com LPS. As MSCs podem induzir ou inibir as respostas imunoinflamatórias, 

de acordo com a magnitude da inflamação, a força de ativação do sistema imunológico 

e os tipos de mediadores inflamatórios encontrados (Wang et al., 2014). Nesse 

cenário, uma possível explicação para nossos achados é que sobrenadantes 

produzidos por PDLSCs não tratados com PgPE em condições não inflamatórias não 

continham os imunossupressores requeridos para a regulação negativa do TNF-α e 

da IL-1β em HL-60D. 

Enfim, é possível se especular que a capacidade dos sobrenadantes de 

PDLSCs tratados com PgPE de aumentar os mecanismos antimicrobianos oxidativos 

neutrofílicos, sem desencadear respostas pró-inflamatórias aumentadas, limita o dano 

tecidual e favorece subsequente reparo ou regeneração (Figura 6.1). Entretanto, a 

relevância clínica desses dados necessita ainda ser explorada em estudos futuros. 

 

Figura 6.1 - Ilustração da interação entre as PDLSCs, bactérias anaeróbias e neutrófilos  
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Finalmente, deve-se ressaltar que, apesar do grande interesse em desvendar 

os mecanismos que regulam o comportamento dos neutófilos humanos, seu uso na 

pesquisa experimental é limitado por sua curta duração de vida. Para abordar esta 

questão, células leucêmicas promielocíticas humanas diferenciada em neutrófilos 

(HL-60D) foram utilizadas no nosso modelo in vitro. Apesar das possíveis limitações, 

o protocolo de diferenciação utilizando DMSO torna as células HL-60 um bom modelo 

para estudar marcadores de superfície de neutrófilos (Hauert et al., 2002) e 

comportamentos neutrofílicos como quimiotaxia, fagocitose e burst oxidativo (Rincón 

et al., 2018; Hauert et al., 2002). Curiosamente, evidências recentes demonstraram 

grande semelhança na expressão gênica global entre células leucêmicas 

promielocíticas humanas diferenciadas por DMSO (HL-60D) e neutrófilos humanos 

primários, incluindo um conjunto de genes relacionados a receptores quimioatrativos, 

genes relacionados à explosão oxidativa, moléculas de adesão e outros genes 

associados a neutrófilos (Rincón et al., 2018).  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Em conjunto, estes achados sugerem um papel importante das PDLSCs no 

reconhecimento de P. gingivalis, no recrutamento de células imunes inatas e na 

ativação de mecanismos antimicrobianos, sem contudo promover um aumento 

concomitante nas respostas inflamatórias. 
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