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Resumo

RESUMO

O ligamento periodontal e o tecido gengival sdo formados por tecido conjuntivo frouxo,
sendo constituidos por diversas células, dentre as quais os fibroblastos sdo as mais numerosas. Ao
serem submetidas a agressdes diversas, estas células respondem com a liberacdo de substancias,
tais como citocinas e quimiocinas, que participam de maneira ativa no processo inflamatdrio, e com
a producdo de componentes da matriz extracelular fundamentais para o reparo, como por exemplo,
o coldgeno. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo: Avaliar e comparar a expressdo e a
producdo de proé-colageno tipo I, IL-6, MIP-1a e SDF-1 por fibroblastos humanos, cultivados de
ligamento periodontal e de tecido gengival, estimulados por lipopolissacarideo (LPS) de
Porphyromonas gingivalis. Foram coletados ligamentos periodontais de terceiros molares nao
irrompidos e bidpsias de gengiva de um mesmo individuo (n=3). Estes tecidos foram picotados e
mantidos em meio de cultura adequado para fibroblastos, que foram utilizados na quarta passagem.
Apds adesdo dos fibroblastos a placas de 24 pogos, o meio de cultura contendo 0,1 - 10 pg/mL de
LPS de P. gingivalis foi adicionado as placas em duplicata. O sobrenadante e as células foram
coletados apds 1, 6 e 24 horas e analisados por ELISA e PCR em tempo real, respectivamente. A
analise estatistica foi realizada por meio do programa GraphPad Prism, aplicando-se o teste ANOVA
a 1 critério com nivel de significancia de 5%. A expressdo de pro-coldgeno tipo | mostrou-se
ligeiramente diferente entre fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva. A producdo de IL-6,
MIP-1a e SDF-1 foi significativamente maior em fibroblastos gengivais. A citocina IL-6 foi produzida
de maneira tempo-dependente com LPS de P gingivalis, principalmente por fibroblastos gengivais.
Para MIP-1a, os fibroblastos gengivais mostraram maior produgdao com a menor concentragao de
estimulo (0,1ug/ml). Para SDF-1, foi detectada producdo constitutiva que foi inibida com o aumento
da concentragdo de LPS ao longo do tempo nestas mesmas células. Ja para fibroblastos de ligamento
periodontal, ndo foi observado um padrdao homogéneo e linear, apesar de a produgdo basal de SDF-1
também existir, porém em niveis bem mais discretos, como aquele observado para a producdo de
MIP-1a. A capacidade dos fibroblastos modificarem o padrao de producdo dessas citocinas frente ao
estimulo com LPS de P. gingivalis refor¢a a importancia dessas células no contexto da resposta

imune do individuo frente a doenca periodontal.

Palavras-chave: Fibroblastos. Citocinas. Periodontite.







Abstract

Differential production of pro-collagen type | and cytokines by cultured human periodontal
ligament and gingival fibroblasts challenged with lipopolyssacharide from Porphyromonas
gingivalis

The fibroblast is considered an important cell in periodontitis because it is the predominant
cell type in the periodontal connective tissue. When challenged by different agents, fibroblasts
respond through the release of substances, such as cytokines and chemokines that participate in an
active way in the inflammatory process as well as the production of basic components of the
extracellular matrix for repair, like collagen. The aim of this study was to: to evaluate and to
compare the expression and production of type | pro-collagen, IL-6, MIP-1a and SDF-1 by cultured
human periodontal ligament and gingival fibroblasts challenged with lipopolyssacharide from
Porphyromonas gingivalis. Human periodontal ligament and gingival fibroblasts were cultured from
biopsies of the same donor and were used on the fourth passage. After confluence in 24-well plates,
the culture medium alone (control) or with 0,1 — 10 ug/mL of LPS from P. gingivalis were added and
after 1, 6 and 24 hours, the supernatant and the cells were collected and analysed by ELISA and Real
time PCR, respectively. Data were analysed by GraphPad Prism Program (1 way — ANOVA test) and a
significance level of 5% was adopted. Pro-collagen type | expression by Real Time PCR differ
between periodontal ligament and gingival fibroblasts. |n vitro experiments revealed that IL-6, MIP-
la and SDF-1 production were significantly greater in gingival fibroblasts when compared to
periodontal ligament. In addition, IL-6 was upregulated in a time-dependent manner, mainly by the
gingival fibroblasts. On one hand, MIP-1a was stimulated with a low concentration (0,1ugml) of LPS
by gingival fibroblasts. On the other hand, SDF-1 was constitutively secreted by the same cells but its
production was inhibited when challenged by a higher concentration of LPS from P gingivalis. In
general, periodontal ligament fibroblasts did not show a pattern of production of these cytokines
under the challenge with LPS, despite of the basal production of SDF-1 in lower levels than gingival
cells and the low production of MIP-1a over time. The differential ability of the gingival and
periodontal ligament fibroblasts to secrete these cytokines emphasizes their crucial role in the

inflammatory microenvironment and in the host immune response to periodontal disease.

Keywords: Fibroblasts. Cytokines. Periodontitis.







Introdugéo e Sintese Bibliografica

1. Introducéo e Sintese Bibliografica

#
1.1 O Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal é constituido por um complexo vascular e por tecido
conjuntivo intensamente celularizado ao redor da raiz do dente, sendo conectado a parede
mais interna do osso alveolar (MCCULLOCH; LEKIC; MCKEE, 2000). Ele é continuo com o
tecido conjuntivo gengival e se comunica com os espagos medulares por meio de canais
vasculares no osso. Embora a média de espaco do ligamento periodontal seja em torno de
0,2 mm, varia¢Oes consideraveis acontecem. O espago periodontal é diminuido em dentes
ndo irrompidos e que ndo estdo em funcdo, e se encontra aumentado em dentes
submetidos a uma hiperfuncdo (FIORELLINI; KIM; ISHIKAWA, 2006). Os elementos mais
importantes do ligamento periodontal sdo as fibras coladgenas principais, que, em suas
por¢cdes terminais, estdo inseridas de um lado no cemento e de outro no osso alveolar
recebendo o nome de fibras de Sharpey. Essas fibras estdo associadas com proteinas nao
colagenas abundantes como a osteopontina e sialoproteina dssea tipicamente encontradas
no tecido 6sseo e também no cemento dentario (NEWMAN et al., 2006).

As fibras principais do ligamento periodontal estdo arranjadas em 6 grupos que se
desenvolvem sequencialmente na raiz em desenvolvimento: as transseptais, da crista
alveolar, horizontais, obliquas, apicais e interradiculares (FIORELLINI; KIM; ISHIKAWA, 2006).
As fibras principais sdo remodeladas pelas células do ligamento periodontal para se
adaptarem as necessidades fisioldgicas (TEN CATE; DEPORTER, 1975; YAMAMOTO; WAKITA,
1982) e em resposta aos diferentes estimulos. Foram identificados quatro tipos celulares
gue compdem o ligamento periodontal: células do tecido conjuntivo, células de restos
epiteliais, células do sistema imune e células associadas com elementos neurovasculares
(BERKOVITZ; SHORE, 1982).

As células do tecido conjuntivo incluem fibroblastos, cementoblastos e osteoblastos.
Fibroblastos sdo o tipo celular mais comum no tecido do ligamento periodontal e aparecem
como tipos celulares ovéides ou alongados, em formato fusiforme e com longas projecdes
citoplasmaticas, orientados ao longo das fibras principais. Essas células sintetizam colageno

e possuem a capacidade de fagocitar fibras colagenas “velhas” e de degrada-las (TEN CATE;
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DEPORTER, 1975) por hidrélise enzimatica. Entdo, a renovacdo do colageno parece ser
regulado pelos fibroblastos em um processo de degradacdo intracelular (BEERTSEN;
MCCULLOCH; SODEK, 1997). Subpopulacbes de fibroblastos fenotipicamente distintos e
funcionalmente diferentes povoam o ligamento periodontal. Podem exercer diferentes
funcdes como a secrecdo de diferentes tipos de colageno e a producdo de colagenase. Os
restos epiteliais de Malassez, considerados remanescentes da bainha epitelial de Hertwig,
gue se desintegra durante o desenvolvimento radicular, estdo distribuidos préximos ao
cemento ao longo do tecido do ligamento periodontal, sendo mais numerosos na area
apical e cervical (REEVE; WENTZ, 1962). As células de defesa presentes no ligamento
periodontal incluem neutréfilos, linfécitos, macrofagos e eosindfilos. Essas células, bem
como as associadas com elementos neurovasculares, sdo similares as que estdo presentes
em outros tecidos conjuntivos do organismo. O ligamento também contém uma larga
porcdo de matriz extracelular que consiste basicamente de glicosaminoglicanas e
glicoproteinas, preenchendo os espacos entre as fibras e as células. As fun¢ées do ligamento
periodontal podem ser categorizadas em fisicas, como a transmissdo das forcas oclusais
para o osso, funcdo formativa e de remodelagdo, que ocorre fisiologicamente com o
movimento dentario e também em resposta as injurias, funcdo nutricional e ainda sensorial

(FIORELLINI; KIM; ISHIKAWA, 2006).

1.2 A Gengiva

A gengiva é microscopicamente composta por epitélio escamoso estratificado
predominantemente celular recobrindo um tecido conjuntivo frouxo menos celular e
composto primariamente por fibras colagenas e matriz extracelular. O principal tipo celular
do epitélio gengival, assim como outros epitélios estratificados, é o queratinécito. A
principal funcdo do epitélio gengival, que esta dividido entre epitélio do sulco e juncional, é
proteger as estruturas localizadas mais profundamente a ele, enquanto permite um
intercdmbio seletivo com o ambiente bucal. Isso é conseguido pela proliferacdo e
diferenciacdo de queratindcitos. O epitélio juncional, em particular, exibe varias
caracteristicas estruturais e funcionais que contribuem para a prevencao da colonizacado da

superficie radicular subgengival por bactérias patogénicas (NEWMAN et al., 2006).




Introdugéo e Sintese Bibliografica

J4 o tecido conjuntivo gengival tem como principais componentes as fibras colagenas
(aproximadamente 60% do volume), fibroblastos, vasos, nervos, e matriz extracelular. As
fibras colagenas consistem de Colageno tipo | e estdo arranjadas em 3 grupos:
gengivodentais, circulares e transseptais (ROMANOS; BERNIMOULIN, 1990).

O elemento celular preponderante no tecido conjuntivo gengival é o fibroblasto,
sendo que muitos estdao localizados entre as fibras exercendo um papel fundamental no
desenvolvimento, manutenc¢dao e reparo do tecido conjuntivo gengival. Assim como no
ligamento periodontal ou em um tecido conjuntivo em qualquer outro lugar do organismo,
o fibroblasto € uma célula que tem como papel principal sintetizar o colageno e fibras
elasticas, assim como glicoproteinas e glicosaminoglicanas da matriz extracelular (NEWMAN

et al., 2006).

1.3 Os estimulos agressores e a resposta dos fibroblastos

A resposta dos fibroblastos frente a estimulos microbianos tem sido estudada em
situagdes diversas. Como exemplo de desafios escolhidos, podem ser citados:
lipopolissarideos (LPS), antigeno proveniente da parede celular de bactérias gram-negativas
(TAMURA et al., 1992; YAMAIJI et al., 1995; WANG et al., 1998; WANG et al., 1999; WANG et
al., 2000; GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2005), acido lipoteicdico (LTA), proveniente da parede
celular de bactérias gram-positivas (TELLES et al., 2003), extrato sonicado de bactérias
(YAMASAKI et al., 1998), sobrenadante de bactérias bucais (LETZELTER et al., 1998),
bactérias integras inativadas (SUGIYAMA et al., 2000; HOSOKAWA et al., 2005) e
peptidioglicana (HATAKEYAMA et al., 2003). A importancia de microrganismos na
etiopatogenia da doenca periodontal j3 vem sendo amplamente descrita na literatura
(QUIRYNEN et al., 2006).

O conceito atual da etiologia da periodontite considera que trés grupos de fatores
determinam se a periodontite ativa podera acometer o individuo: a suscetibilidade do
hospedeiro, a presenga de espécies patogénicas e a auséncia ou proporgao pequena de
“bactérias benéficas”. As manifestagdes clinicas da destruicao periodontal resultam, entao,
de uma complexa relagdo entre os agentes etiolégicos, como patdgenos especificos da placa
dentobacteriana, e os tecidos hospedeiros. Quando o equilibrio entre a carga bacteriana e a

resposta do hospedeiro é rompido, a destruicdo periodontal pode ocorrer (QUIRYNEN et al.,
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2006). A suscetibilidade do individuo é parcialmente hereditaria, mas pode ser influenciada
por fatores ambientais e de comportamento, como o tabagismo, o estresse e diabetes.

Varios estudos demonstraram uma ligacdo significativa entre marcadores genéticos
especificos (associados com o aumento da producdo de interleucina-1) e suscetibilidade
periodontal (GENCO; LOE, 1993; ALBANDAR; RAMS, 2002). A nao ser pelas dificuldades
inerentes de caracterizacdo da microbiologia da doenca periodontal, um pequeno grupo de
patdgenos é reconhecido por sua forte associacdo com a doenga. Sao eles Aggregactibacter
actinomycetencomitans, Tannerela forsythia e Porphyromonas gingivalis como patdégenos
principais, pois sdo fortemente associados com a situacdo de periodontite, progressao da
doenca e insucesso na terapia. Outras bactérias, porém em nivel de evidéncia mais
moderado para etiologia, podem ser destacadas : Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, Campylobacter rectus, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum,
Eubacterium nodatum e varios espiroquetas (SLOTS; RAMS, 1991; SOCRANSKY;
HAFFAIJEE, 1992). P.gingivalis é um dos bacterdides com pigmentagdo negra isolado
principalmente no sulco gengival, sendo a placa dentobacteriana seu nicho ecolégico (VAN
WINKELHOFF; VAN STEENBERGEN; DE GRAAFF, 1988). Tem sido associada a quadros
patolégicos sintomaticos como abscessos tanto de origem endoddOntica como periodontal,
pericoronarite e complicacdes pds-exodontia (VAN WINKELHOFF; VAN STEENBERGEN; DE
GRAAFF, 1988). Este microrganismo tem sido descrito como um dos mais patogénicos
encontrados na cavidade bucal (MAYRAND; HOLT, 1988). Essa viruléncia é resultado das
endotoxinas presentes nessas bactérias: fimbrias, capsulas, hemaglutinina e, em especial,
lipopolissacarideos (LPS) (GOMES et al., 2005).

O LPS é um componente da membrana externa de bactérias gram-negativas capaz
de exibir intensa imuno-estimulagao e atividade inflamatdria (RIETSCHEL et al., 1996). O LPS
é capaz de causar ativacdo celular imediata e liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias por
macrofagos (RIETSCHEL et al., 1996). Varias moléculas podem estar envolvidas na migracao
e recrutamento de leucécitos especificos. Recentemente, tem sido discutido que em
resposta a estimulos variados, os fibroblastos gengivais, além de produzirem colageno, tém-
se mostrado capazes de secretar também varios tipos de citocinas como o fazem células de
defesa (TAKASHIBA et al., 1992; TAMURA et al., 1992; KURU et al., 1998; LETZELTER et al.,
1998; SUGAWARA et al., 1998; KENT; RAHEMTULLA; MICHALEK, 1999; WANG et al., 1999;
TABETA et al.,, 2000; WANG et al., 2000; TAKASHIBA; NARUISHI; MURAYAMA, 2003;
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GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2005; HOSOKAWA et al., 2005; ALMASRI et al., 2007; MINAMI et
al.,, 2007; ARA et al., 2008) , e da mesma forma os fibroblastos do ligamento periodontal
(YAMAIJI et al., 1995; HOSOKAWA et al., 2005; PATIL; ROSSA; KIRKWOOD, 2006; YAMAMOTO
et al., 2006; VERARDI et al., 2007).

Citocinas sdo proteinas secretadas por células de imunidade tanto inata como
adaptativa que atuam como mediadores destas mesmas células. As citocinas sdo produzidas
em resposta a diferentes estimulos, dentre eles microrganismos, como no caso da resposta
a infeccdo do sulco gengival por bactérias Gram-negativas, sendo que diferentes citocinas
estimulam diversas respostas em células constituintes da imunidade e inflamagao. Dentre as
citocinas, destaca-se uma grande familia de homdlogos estruturais que estimulam o
deslocamento de leucdcitos e regulam sua migracdao do sangue aos tecidos. A estas
citocinas, deu-se o nome de quimiocinas (citocina quimiotatica). Elas sdo produzidas por
varias células em resposta a estimulos inflamatérios recrutando, assim, leucécitos ao local
da inflamac¢dao(ABBAS; LICHTMAN, 2007). As quimiocinas sdo todas polipeptideos entre 8 e
14 kDa e sdo classificadas em subfamilias com base no nimero e posicao dos residuos de
cisteina N-terminal. As duas maiores subfamilias sdo a CC (quando residuos de cisteina estdo
adjacentes) e a CXC (quando os residuos sdo separados por um aminodacido). Um nimero
menor de quimiocinas é classificado como C (apenas um residuo de cisteina) ou CX3C (trés
aminodcidos separando os residuos) (ZLOTNIK; YOSHIE, 2000). As quimiocinas dos grupos CC
e CXC sao produzidas por leucdcitos, células endoteliais, células epiteliais e também por
fibroblastos. A expressdo de quimiocinas pode ser induzida por complexos imunes,
mediadores pré-inflamatodrios, incluindo IL-1, fator de necrose tumoral (TNF), interferon-y
(IFN- y) e produtos microbianos como LPS (JIANG; GRAVES, 1999; LUKACS, 2001; JOHN;
LUKACS, 2003). Essa liberacdo constitui um importante mecanismo de defesa, pois recruta
leucdcitos para a regido onde ocorre a infeccao(ABBAS; LICHTMAN, 2007).

O tipo de infiltrado que caracteriza uma doenca especifica é controlado em parte por
grupos distintos de quimiocinas que atraem especificamente os diferentes tipos celulares de
leucécitos (HERLAAR; BROWN, 1999). A populacdo celular do infiltrado inflamatodrio
também se altera durante a progressao da doenca e o tipo de quimiocina é um importante
determinante dos tipos celulares presentes nesse infiltrado (LUKACS, 2001). Quimiocinas da
subfamilia CXC, como a IL-8, oncongene relacionado com o crescimento (GRO) e fator
estroma derivado de célula (SDF), sdo potentes quimiotaticos e ativadores de neutréfilos. Ja

7




Introdugéo e Sintese Bibliografica

os componentes da subfamilia CC, como a proteina quimiotatica para mondcito (MCP) e a
proteina inflamatdria para macréfago (MIP), agem sobre células mononucleares em varios
niveis de especificidade (SCHALL et al.,, 1993; OGURA et al., 2005). Por outro lado, os
neutrofilos expressam receptor para MIP-1la e outras quimiocinas do grupo CC
especialmente se estimulados por citocinas presentes no processo inflamatdrio (BONECCHI

et al., 1999).

1.4 O papel da citocina IL-6, e das quimiocinas MIP-1a e SDF-1

A Interleucina-6 (IL-6) é uma citocina amplamente estudada como resultado a
estimulos variados. Sua producdo por fibroblastos de ligamento periodontal humano ja foi
demonstrada frente ao desafio por LPS (YAMAII et al., 1995). Com este mesmo antigeno, a
mesma citocina foi produzida por fibroblastos de gengiva humana (WANG et al., 1998;
WANG et al., 1999), apesar de os mesmos autores enfatizarem a inibicao desta produgdo
pelo tratamento conjunto com IL-10 (WANG et al., 1999) e com anticorpo anti-CD-14
(WANG et al., 1998). IL-6 é conhecida por ser um dos maiores mediadores na regulacdo da
resposta imune frente a inflamacao(NEWMAN et al., 2006). Quando investigada a regulacdo
da producdo de IL-6 em fibroblastos gengivais e ligamentares humanos, observou-se uma
estimulagcdo tempo/concentracdo - dependente por citocinas pré-inflamatadrias incluindo IL-
la/B e TNF-a, sendo esta producgdo diferencialmente modulada por PGE, enddgena e
citocinas provenientes de células T como IFN-y e IL-4 (OKADA et al., 1997). A exposicdo de
células gengivais murinas ao LPS de P. gingivalis, mas ndo ao LPS de E.coli, resultou na
liberagao de citocinas pré-inflamatdrias como TNF-a e IL-6, e induziu a expressao génica de
outras citocinas, como CCL25 e CCL2 (EKHLASSI et al., 2008), o que levaria a um influxo de
células polimorfonucleares e mononucleares até o sitio da inflamagdo. A IL-6 é também um
dos fatores produzidos por células osteoclasticas, dentre outros como MIP-1a e TNF-a, que
parecem ser importantes na regulacdo da formacdo de clastos em situacdo normal ou
patoldégica (ROODMAN, 2006). Quando incubados com LPS de P. gingivalis, fibroblastos
gengivais foram capazes de liberar IL-6 e IL-10 (WANG et al., 1999) e ainda de induzir a
expressao de mRNA para IL-8 (TAMURA et al.,, 1992). No entanto, este mesmo estimulo

levou a reducdo da producdo de SDF-1a/B (CXCL12) por fibroblastos gengivais humanos, o
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gue pode afetar a homeostasia do tecido periodontal normal, uma vez que estas células
produzem esta quimiocina constitutivamente (HOSOKAWA et al., 2005).

A producdo constitutiva de SDF-1 foi primeiramente constatada em células do
estroma de medula éssea (AIUTI et al.,, 1997). No entanto, a producdo dessa quimiocina
também ja foi demonstrada por fibroblastos sinoviais da articulacdo témporomandibular
humana (OGURA et al., 2005) e por fibroblastos de gengiva humana (FEDYK et al., 2001;
HOSOKAWA et al., 2005). SDF-1 é quimiotdtica para leucécitos incluindo neutrdfilos,
mondcitos, linfécitos T e B e células progenitoras hematopoiéticas(BLEUL et al., 1996; AIUTI
et al., 1997; CHAN; HYDUK; CYBULSKY, 2001). Ela parece também contribuir para o retorno
de neutrdfilos para a medula, uma vez que estas células se mostram ainda mais responsivas
a esta quimiocina quando idosas (MARTIN et al., 2003). Células dendriticas respondem a um
amplo espectro de quimiocinas incluindo MIP-1a e SDF-1. No entanto, com a maturacao,
essas células perdem a responsividade para muitas quimiocinas, mas ndo para SDF-1 (DIEU
et al.,, 1998). Existem alguns indicios na literatura de que pode haver diminuicdo da
producdo de SDF-1 durante o processo inflamatdrio (FEDYK et al., 2001; HOSOKAWA et al.,
2005). Por outro lado, individuos portadores de doenca periodontal tiveram niveis maiores
de SDF-1a no fluido crevicular gengival quando comparados com individuos sauddaveis. A
migragao de neutrofilos também se mostrou aumentada na presenga da quimiocina SDF-1a,
sugerindo que a mesma possa ser um importante biomarcador do fluido gengival para
identificagdo da progressdo da doenga periodontal (HAVENS et al., 2008).

Células diretamente envolvidas na resposta imune como macréfagos, linfocitos T e B,
neutrdfilos, células dendriticas, mastdcitos e células NK (“Natural Killers) sdo capazes de
produzir grande quantidade de MIP-1la. Plaquetas, osteoblastos, células epiteliais e
fibroblastos, dentre outras, também o fazem, porém em quantidade menor (KASAMA et al.,
1993; SCHALL et al., 1993; YANG et al., 1997). A produgdo de MIP-1a pode ser induzida por
diversos agentes proé-inflamatdrios, LPS, substdncia P, infec¢des virais, TNF-a, IFN-y e IL-
la/B.

Outras citocinas, como IL-4 e IL-10, podem levar a diminui¢do da producdo de MIP-
la (MAURER; VON STEBUT, 2004). Esta quimiocina participa tanto da fase aguda como
cronica da inflamacgdo por meio do recrutamento de células inflamatdrias ao local de dano
ou infecgdo. MIP-1la exerce quimiotaxia para mondcitos (migracdao transendotelial),
linfocitos B, neutrodfilos ativados (BONECCHI et al.,, 1999) e eosindfilos (MAURER; VON
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STEBUT, 2004). E capaz de atrair ainda linfécitos CD4+ e CD8+ tanto sob fendtipo de
memoaria como naive (SCHALL et al., 1993). As evidéncias mostradas na literatura constatam
gue MIP-1a desempenha um papel muito importante na indu¢dao e modulagdo da resposta
imune inflamatdria (MAURER; VON STEBUT, 2004). Células positivas a certos receptores de
guimiocinas estdo presentes em niveis muito baixos em tecidos periodontais ndo
inflamados e sauddveis, mas sdo encontrados em niveis aumentados em tecidos
periodontais inflamados (KABASHIMA et al., 2002; GARLET et al., 2003). Em um periodonto
inflamado, células positivas para MIP-la sdo mais abundantes do que para outras
quimiocinas (GEMMELL; MARSHALL; SEYMOUR, 1997).

LPS de P gingivalis e A actinomicetemcomitans induz aumento dos niveis de MIP-1a
em células mononucleares (JIANG; GRAVES, 1999), e ainda é capaz de ativa-las, em cultura
de células de medula éssea, para formar células osteoclasticas, resultando em reabsorcdo
6ssea (HAN et al., 2001). Essa relacdo do MIP-1a com a formacdo e ativacdo osteoclastica
sugere um papel para essa quimiocina mesmo nos estagios mais precoces da periodontite.
Niveis elevados de MIP-1a/CCL3 s3o relatados em varias doengas caracterizadas pela perda
dssea induzida pela inflamagdao (CHOI et al., 2000). A produc¢do desregulada de MIP-1a nos
tecidos periodontais parece ser etiologicamente importante na destruicio periodontal
observada na Sindrome de Papillon-Lefévre (RYU et al., 2005). Certas quimiocinas, incluindo
MIP-1a e proteina quimioatraente para mondcito 1 (MCP-1) sdo expressas no epitélio de
tecido gengival inflamado. E ainda, a expressdao de MIP-1a nao é diminuida com o aumento
da inflamagcdo, onde a expressdo de outras quimiocinas parece diminuir (GEMMELL;
MARSHALL; SEYMOUR, 1997). A habilidade desses tecidos em produzir MIP-1a pode ser
importante para o inicio e progressdo da doenca periodontal. A expressdo de MIP-1a
também implicou em formacdo e ativacdo osteocldstica (CHOI et al., 2000; HAN et al.,
2001), sugerindo um possivel papel na destruicdo éssea associada com a periodontite.

N3ao ha relatos na literatura que avaliem o comportamento de fibroblastos
provenientes de ligamento periodontal comparados aos provenientes de tecido gengival do
mesmo doador com relacdo a producdo da citocina IL.-6 em comparag¢do com as quimiocinas
SDF-1 e MIP-1a. Também ndo ha relatos quanto a expressdao de uma proteina como o pro-
colageno tipo | pelas mesmas células. Tendo em vista que em processos inflamatdrios, de
maneira geral, as quimiocinas exercem papel fundamental no recrutamento de células de
defesa, torna-se também de interesse significativo o estudo da secrec¢do delas por células do
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tecido gengival e do ligamento periodontal — em especial os fibroblastos, por serem os mais
numerosos — mediante agressao por antigenos provenientes de microrganismos envolvidos
com infec¢Ges periodontais, como o LPS de P. gingivalis. Somando-se isso a capacidade dos
fibroblastos do ligamento periodontal liberarem coldgeno quando envolvidos em um
processo inflamatdério, o estudo desta proteina juntamente com a possibilidade de
recrutamento de células de defesa (expressdo de citocinas e de quimiocinas) torna
verdadeiramente necessario o conhecimento detalhado destes eventos, uma vez que os
fendmenos da inflamagdo ndao ocorrem da mesma maneira em todos os sitios preenchidos

por tecido conjuntivo (RAVANTI et al., 1999; MARTINEZ; ARAUJO, 2004).

11







Proposigéo

2.Proposicao

Justificativa: devido a importancia dos fendmenos presentes na etiopatogenia da
doenca periodontal, existe a necessidade de conhecé-los em detalhes, uma vez que a
inflamacdo ndo ocorre por igual em todos os tecidos conjuntivos do organismo. Pela
predominancia numérica dos fibroblastos no tecido gengival e no ligamento periodontal e
pelos recentes relatos acerca da capacidade destas células reagirem a estimulos agressivos
por meio da liberacdo de diversas citocinas, dentre elas quimiocinas que desempenham
importante funcdo na formacao do infiltrado inflamatdrio, o presente trabalho teve como

objetivo:

Avaliar e comparar a expressao e a producao de pro-coldgeno tipo I, IL-6, MIP-1a e
SDF-1 por fibroblastos humanos cultivados de ligamento periodontal e de gengiva apods

estimulo por LPS de P. gingivalis.
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3. Material e Métodos

3.1 Coleta de Ligamento Periodontal e de Tecido Gengival

Os tecidos de ligamento periodontal e gengival provenientes de 3 pacientes livres de
doencas sistémicas foram obtidos no Laboratdrio de Fisiologia e Farmacologia Clinica da
FOB/USP. O tecido do ligamento periodontal foi obtido do terco médio das raizes de
terceiros molares higidos imediatamente apds a extracdo. Concomitantemente, bidpsias de
tecido gengival (gengiva marginal sauddvel) foram obtidas desses mesmos doadores. A
doacdo dos dentes e a autorizacdo para a bidpsia gengival foram formalizadas pelos
pacientes em documento especifico devidamente aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FOB/USP (057/2007). Com uma cureta periodontal, a superficie externa do
cemento radicular foi cuidadosamente raspada, removendo-se assim o tecido do ligamento
periodontal. Os fragmentos de gengiva do mesmo paciente foram armazenados
imediatamente em meio para cultura de células - Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco, Invitrogen Corporation, Califérnia, EUA). Os tecidos coletados foram
picotados para o crescimento dos fibroblastos e imersos separadamente (ligamento e
gengiva) em meio de cultura acondicionado numa placa de Petri de 100x10 mm (diametro x

altura) e mantido a 37°C.

3.2 Cultura de Fibroblastos

Os tecidos provenientes de gengiva e de ligamento periodontal foram picotados com
lamina de bisturi n® 15C (BD, S3o Paulo, Brasil) permanecendo imersos em meio de cultura
DMEM suplementado com soro bovino fetal 10% (/nvitrogen, Califérnia, EUA), penicilina 100
ug/mL, estreptomicina 100 ug/mL e anfotericina B 0,5 mg/mL (Invitrogen, Califérnia, EUA).
Os fragmentos foram centrifugados, armazenados em novo meio de cultura e mantidos na
incubadora a 37°C e a 5% CO,. As culturas foram mantidas até os fibroblastos alcancarem
confluéncia com troca de meio a cada 2-3 dias. Apds confluéncia, os fibroblastos foram
tripsinizados e utilizados na 42 passagem conforme trabalho realizado anteriormente pelo

nosso grupo (SIPERT, 2007).
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3.3 Estimulacao dos Fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva

por LPS de Porphyromonas gingivalis

As células foram distribuidas em placas de 24 pocos na concentracio de 5x10*
células por poco e mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO, por 16 horas para
propiciar a adesdo. O meio de cultura contendo 0,1, 1 e 10 pug/mL de LPS de P. gingivalis
(tlrl — Pg LPS, Invivogen, San Diego, Califérnia) foi adicionado as placas em duplicata,
conforme protocolos ja descritos na literatura (SUGIYAMA et al., 2000). Para estabelecer

curva tempo/resposta, foram empregados os tempos experimentais de 1, 6 e 24 horas.

3.4 Avaliacao da expressao de pro-colageno tipo I, MIP-1a, SDF-1 e IL-6

por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva

Ap0s o estimulo feito por LPS de P. gingivalis, a expressao de mRNA de pré-colageno
tipo I, MIP-1a, SDF-1a e IL-6 foi avaliada por transcricdao reversa (RT) seguida de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Adicionalmente, a produgdo das citocinas foi
analisada por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Por fim, andlise por meio de
imunofluorescéncia foi realizada para deteccdo de pro-coldgeno tipo | nas células de

ligamento periodontal.

3.5 Extracao de RNA total

RNA total foi extraido a partir de 1x10° células utilizando o reagente TRIZOL
(Invitrogen, Califérnia, EUA). A extracdo de RNA total foi feita pelo método guanidino-
isotiocianato-fenol-cloroférmio conforme descrito na literatura e reproduzido por nosso
grupo(OLIVEIRA et al., 2008; RODINI et al., 2008; SANTOS et al., 2009). Apds
homogenizacdo, as amostras foram incubadas por 5 min a 15°C e ent3o foi adicionado um
volume de 30% de cloroféormio. Os tubos foram vigorosamente agitados e deixados em
repouso a 15°C por 5 min, sendo em seguida centrifugados a 13.000 g por 15 min a 4°C. A
camada superior (fase aquosa) foi recuperada em aliquotas de 400 plL que foram colocadas
em tubos de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1000 pL de isopropanol. Os tubos foram

agitados vigorosamente e deixados em repouso a temperatura ambiente por 10 min. Apds
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incubac3o por 16 horas a -20°C, foi realizada nova centrifuga¢do a 13.000 g por 10min a
4°C. Apds descarte do sobrenadante, adicionou-se 1 mL de etanol 75% [em 4gua com dietil
pirocarbonato (DEPC) 0,1%], agitando-se vigorosamente. Realizou-se a centrifugacdo a
8.000 g por 5 min a 4°C, descartando-se o sobrenadante e adicionando-se 0,5 mL de etanol
100% para incubacdo por 16 horas a -80 °C. Seguiu-se nova centrifugacdo a 8.000 g por 5
min a 4°C. Para permitir a secagem das amostras, o sobrenadante foi descartado e os tubos
foram deixados abertos em temperatura ambiente por 5 min dentro de uma capela de fluxo
laminar vertical (para impedir a contaminacdo das amostras). O precipitado de RNA foi
ressuspenso em um volume de 12 uL de 4gua livre de DNAase e RNAase tratada com DEPC

0,1%.
3.6 Quantificacao do RNA total

A concentracdo de RNA total nas amostras foi determinada por diluicio do RNA
(fator de diluicdo conhecido) e leitura em cubetas de quartzo em espectrofotdbmetro no
comprimento de onda de 260 nm (A260). A férmula para calcular a concentracdo de RNA
total foi a seguinte: [RNA] = A260 x 40 x fator de diluicdo conhecido, sendo o resultado
expresso em pg/mL. Vale ressaltar que essa metodologia foi por nés utilizada em trabalhos

recentemente publicados(OLIVEIRA et al., 2008; RODINI et al., 2008; SANTOS et al., 2009)
3.7 Transcricao reversa

O RNA total foi utilizado para a sintese de cDNA, o qual foi realizado utilizando o Kit
Reagente para Transcricdo Reversa Super-Script lll (Invitrogen®, Califérnia, EUA) num
volume de reacdo de 20 pl utilizando-se de 2 a 5 ug de RNA total por amostra. Os produtos
da RT (2 pL) serviram de molde para a amplificagdo por PCR em tempo real (OLIVEIRA et al.,
2008; RODINI et al., 2008; SANTOS et al., 2009)

3.8 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

O protocolo para PCR em tempo real foi feito conforme padronizacdo estabelecida
pelo Prof. Dr. Gustavo Pompermaier Garlet, colaborador deste trabalho e docente da area
de Histologia da FOB/USP (GARLET et al.,, 2004; GARLET et al., 2006). A expressdo
guantitativa de genes de pro-colageno tipo |, MIP-1a, SDF-1 e IL-6 foi analisada por meio de
reacGes de PCR em tempo real, utilizando-se o sistema SYBR Green (Applied Biosystems,

Foster City, USA) em um aparelho GeneAmp 7000 (Applied Biosystems, Foster City, USA).
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Primers adequados para tais reacdes foram criados a partir do programa Primer Express e
estdo listados na Tabela 1. Esse sistema realiza as reacdes de amplificacdo e deteccdo e
guantifica as amostras (ABI Prism Software) por meio de nucleases fluorogénicas utilizadas
na reacao, sendo tal expressdo normalizada com base em controles enddgenos. Nesse
trabalho, a expressdao foi normalizada pelo RNAm de B-actina. O DNA complementar
sintetizado a partir do RNA mensageiro foi utilizado juntamente com reagentes SYBR Green,
como determinado pelo fabricante. A reacdao compreende 2 min a 50°C, 10 minutos a 95°C,
quarenta ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, além de um ciclo final de 20
minutos, com temperatura crescente de 60 a 95°C para a obtencdo de uma curva de
dissociacdo dos produtos da reacdo, utilizada para a andlise da especificidade de
amplificagao. As condi¢des de PCR para cada alvo foram cuidadosamente observadas com
atencdo para a concentracdo de primer, auséncia de formacdo de primer-dimer, e ainda
com relacdo a eficiéncia de amplificacdo dos genes dos alvos. Os resultados foram
analisados com base no valor de CT (cicle threshold — ou ciclo limiar), sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos a partir do qual a amplificacdo atinge um dado limiar
gue permite a andlise quantitativa da expressao do fator avaliado. O limiar para positividade
da PCR em tempo real foi determinado com base em controle negativo ou controle dgua. Os
calculos para a determinagdo do nivel relativo de expressdao génica foram feitos conforme
instrucdo oriunda do Boletim do Usuario (P/N 4303859) da Applied Biosystems. As médias
dos valores de Ct de medidas em duplicata foram utilizadas para calcular a expressao do
gene alvo, com normalizacdo a um controle interno (B-actina), e entdo comparados com o
controle alvo-interno em grupo de células controle ndao estimuladas para o cdlculo do

— AACt

aumento da expressdo, utilizando a féormula 2 , também de acordo com o Boletim do

Usuario.
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Tabela 1. Primers e perfil da PCR de acordo com os diferentes alvos estudados.

Alvo Primers Temp. de desnaturagdo e Produto (pb)
anelamento (OC)
MIP-1a TTTGCTCTGAGAGTTCCCCCT
TTGGTGCCATGACTGCCTACA 83/61 102
SDF-1a GGTTTCCGAAATCAGAAGCGA
TGGAACCTGAAACCCTGCTGT 79/58 91
Coldgeno ATCTCCCCTTCGTTTTTGAGG
tipo | CCCCAAATCCGATGTTTCTG 84/61 110
IL-6 CAATAACCACCCCTGACCCAA
TTGTCATGTCCTGCAGCCACT 82/61 84
B-actina CCATCATGAAGTGTGACGTGG
TCTGCATCCTGTCGGCAAT 83/61 102

3.9 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A produgdo de MIP-1a/CCL3, SDF-1/CXCL12 e IL-6 extracelular foi quantificada no
sobrenadante das células usando o método de ensaio imunoenzimatico (ELISA). Placas de 96
pocos foram recobertas e incubadas com anticorpos anti-MIP-1a (Anti-human CCL3/MIP-1a
Antibody — AF-270-NA — R&D Systems, Minneapolis, EUA), anti-SDF-1 (Anti-human
CXCL12/SDF-1 — DY350 — DuoSet Kit- R&D Systems, Minneapolis, EUA) ou anti-IL-6 (Anti-
human IL-6 monoclonal antibody 51-26451E- BD OptEIA Kit, Califérnia, EUA) diluidos em PBS
(anticorpos R&D Systems) ou tampao fosfato de calcio (anticorpos BD). Apds incubagdo por
16 horas, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) e
blogueadas durante 1 hora, em temperatura ambiente, com solugdo para bloqueio
fornecida com os Kits. As placas, entdo, foram lavadas com PBS-T e incubadas com os
sobrenadantes das células ou com quantidades conhecidas de MIP-1a, SDF-1 ou IL-6
recombinantes (R&D Systems: MIP-1a - 270-LD-010 e SDF-1-DY350-DuoSet; BD OptEIA: IL-6
51-26456E) (curvas-padrao) durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, as

placas foram lavadas com PBS-T e incubadas com anticorpo biotinilado (Biotynilated Anti-
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human CCL3/MIP-1a Antibody — BAF270 R&D Systems; Biotynilated Anti-human
CXCL12/SDF-1 - DY350 R&D Systems; Biotynilated Anti-human IL-6 51-26452) por 2h a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com PBS-T e apds a incubacdo por 20 min
com estreptavidina as placas foram novamente lavadas e o substrato adicionado. Apds 30
min a solucdo de paralisacdo da reacao (acido sulfurico 2N) foi adicionada e a leitura foi
realizada em espectrofotémetro ajustado para o comprimento de onda de 450 nm. Esses
experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia, do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da FOB/USP sob supervisdo da Prof? Dr® Ana Paula

Campanelli.

4.0 Imunofluorescéncia

Para andlise da producdo de Prd-Coldgeno tipo | pelos fibroblastos ligamentares
humanos, as células foram semeadas com 24h de antecedéncia sobre laminulas circulares
em placa de 24 pogos e incubadas a 37°C com 5% de CO, até se tornarem subconfluentes.
Apds fixacdo em acetona (2 min a -20°C), as laminulas foram lavadas em PBS (10 vezes, de 3
min cada) e foi realizado o bloqueio com PBS 10% Soro Bovino Fetal (SBF) (Assay Diluent —
BD Biosystems) por 2h a temperatura ambiente. Apds incubacdo por 16 horas com
Anticorpo primario anti Pré-Colageno tipo | diluido a 1:100 (SC25973; Santa Cruz
Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) a 4°C, as células foram lavadas em PBS (10 vezes, de
3min cada), e depois incubadas com o Anticorpo Secundario Fluorescein Anti-Goat IgG (H+L)
(FI-5000; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na diluicdo de 1:100 por 2h a
temperatura ambiente. Apds 10 lavagens (3 min cada) com PBS, as laminulas foram
montadas com o meio de montagem VECTASHIELD Hard-Set Mounting Medium with DAPI
(H-1500; Vector Laboratories; Burlingame, CA, USA) e analisadas no microscdpio confocal a

laser (TCS model, SPE, Leica, Mannheim, Germany).

4.1 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. As

diferencas estatisticamente significativas foram determinadas por meio da andlise de
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variancia a 1 critério (1 way-ANOVA) seguida do pds-teste de Tukey. Foi adotado nivel de

significancia de 5%.
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5. Resultados

#
5.1 Cultura de Fibroblastos

A técnica de cultura primaria de fibroblastos a partir da extracdo de tecido gengival e
de ligamento periodontal humanos se mostrou passivel de reproducdo durante a execucao
desse trabalho. A figura 1 ilustra culturas de células de ligamento periodontal (a esquerda) e
de gengiva (a direita) de acordo com o tempo da cultura (imagens capturadas do

microscopio dptico invertido).

29




Resultados

30




Resultados

Fibroblastos de Ligamento Periodontal Fibroblastos de Gengiva

Figura 1: Cultura de Fibroblastos humanos de ligamento periodontal e de gengiva. Cultura primaria obtida a
partir de explants de ligamento (a,c,e) e de gengiva (b,d,f) do mesmo doador. Células ligamentares e gengivais
com 5 dias, no inicio da cultura (a,b), e as mesmas com 14 dias (c,d). Apés 21 dias apresentando-se com aspecto
de confluéncia (e,f). Visualizagdo em microscopio Optico invertido com aumento de 100X (a,b,e,f) e de 300X
(c,d). Em d, observamos as células em mitose (seta).
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5.2 Analise de Pr6-Colageno tipo I por PCR em tempo real e
imunofluorescéncia

A expressdo génica relativa (normalizada pela B-actina) de Pro-Colageno tipo | foi
avaliada por PCR em tempo real. Os fibroblastos do ligamento periodontal apresentaram
uma tendéncia de producgdo constitutiva que se manteve constante ao longo dos tempos de
andlise e ndo se alterou com as diferentes concentracées de estimulo (Figura 2-a). Ja os
fibroblastos gengivais, com as concentracGes de 0,1 e 1ug/ml tiveram uma queda nessa
produgdo constitutiva que foi retomada e até maior na concentragdo de 10ug/ml (Figura 2-
b). Para os fibroblastos ligamentares, o grupo controle com 24h foi analisado por
imunofluorescéncia para confirmar sintese protéica de pré-colageno tipo |. Como mostrado
pela Figura 3-a, os fibroblastos ligamentares exibiram intensidade de fluorescéncia verde no
citoplasma, compativel com a producdo de proé-colageno, e em azul foi observada a
marcagao dos nucleos com DAPI. Ja no controle negativo, o qual ndo recebeu o anticorpo
primario, ndao foi detectada fluorescéncia (Figura 3-b). Este resultado confirma a

caracterizagao das células cultivadas como fibroblastos.

Pro-Colageno tipo I: fibroblastos ligamentares Pré-Colégeno tipo I: fibroblastos gengivais

25+ *
254
Bl Controle % I Controle
20- O o,1ug/ml 204 O o,1pg/ml
< . &1 1ug/ml < B 1ug/ml
% [ 10ug/mi % 154 [ 10ug/ml
o 104 S 104
(@) (&)
) | )
04 0- HII!.
NS & S O & N
@ tempo @ tempc

Figura 2. Expressdo de RNAm para Pré-Coldageno tipo I(COL) por fibroblastos humanos de ligamento
periodontal e de gengiva estimulados por LPS de P _gingivalis. Culturas primarias foram estabelecidas a
partir de tecidos de 3 individuos saudaveis e apos a 4* passagem foram estimuladas com LPS de P gingivalis
nas concentragdes de 0,1, 1 e 10 pg/ml. RNA total foi extraido da cultura de fibroblastos gengivais ¢ de
ligamento periodontal e a expressdo de Pro-colageno tipo I foi analisada por PCR em tempo real. A
expressdo de RNAm foi quantificada em relagdo ao controle interno B-actina. *P<0,05 comparado as demais
concentragoes de estimulo no mesmo tempo experimental.
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Figura 3. Detecgdo da produgdo de Pro-Coldgeno tipo I em fibroblastos de ligamento periodontal por
imunofluorescéncia. Para confirmagdo da sintese protéica de pro-colageno tipo I, foi realizada marcacao
desta proteina por imunofluorescéncia em células de ligamento periodontal (controle — 24h). A marcagéo
verde indica a presenca Pro-colageno tipo I no citoplasma e os nucleos sdo corados em azul (marcagdo
DAPI) (a). Em b, controle negativo.
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5.3 Expressao de MIP-1a, SDF-1 e IL-6 por fibroblastos gengivais e

ligamentares por PCR em tempo real

A expressao relativa de RNAm para MIP-1a, SDF-1 e IL-6 também foi analisada por
PCR em tempo real. Fibroblastos gengivais, tanto para MIP-1a (Figura 4-b) como para SDF-1
(Figura 5-b) demonstraram uma pequena expressao basal (controle) que foi notadamente
inibida com as concentrac¢des de 0,1 e 1ug/ml de LPS e estimulada com 10u/ml (diferenca
estatisticamente significante) nos tempos experimentais de 1h e 24h. Entretanto, quando
foi avaliado o comportamento das células do ligamento periodontal dos mesmos individuos,
nao houve diferenga significativa na expressao dessas quimiocinas entre as diferentes
concentragdes de estimulo e nos diferentes tempos experimentais. Houve apenas a
manutenc¢do dos niveis de expressdo de RNAm ao longo do tempo em relagdo ao gene
constitutivo utilizado como controle interno (B-actina, Figuras 4-a e 5-a).

Em relacdo a citocina IL-6, tanto para as células provenientes de gengiva quanto
para as de ligamento periodontal, nao foram observadas diferengas significativas quanto a
expressao génica dessa citocina. Foi detectada apenas uma discreta tendéncia a uma maior
expressdo de RNAm no tempo de 1h com 10ug/ml de LPS na célula gengival, exatamente o

oposto do que ocorreu no grupo correspondente para ligamento periodontal (Figura 6).
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MIP-1 alpha: fibroblastos ligamentares

30-
Bl Controle
S 3 0,1ug/ml
DE: 20- B 1ug/ml
© - [ 10pg/mi
= -
o
®
10
a
=
0_
o N
GO © v
tempo
MIP-1 alpha: fibroblastos gengivais
301
* @l Controle
< " 3 o,1ug/mi
T 201 B 1ug/ml
© @ 10ug/ml
N
o
T
101
o
B i I
0- |é |é
> ¢ ol

tempo

Figura 4. Expressdo de RNAm para MIP-1a por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva estimulados por LPS de P
gingivalis. As culturas primarias foram estabelecidas a partir dos tecidos de 3 individuos saudaveis e, apds a 4* passagem, foram
estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1; 1 e 10 pg/ml. Como controle, foi utilizado o meio de cultura sem
estimulo. RNA total foi extraido da cultura de fibroblastos gengivais e de ligamento periodontal e a expressao de MIP-1a foi
analisada por PCR em tempo real. A expressdo de RNAm foi quantificada em relacdo ao controle interno B-actina. *P<0,05
comparado as demais concentracdes de estimulo no mesmo tempo experimental.
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Figura 5. Expressdo de RNAm para SDF-1 por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva estimulados por LPS de P
gingivalis. As culturas primarias foram estabelecidas a partir dos tecidos de 3 individuos saudaveis e, apos a 4* passagem, foram
estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1; 1 e 10 pg/ml. Como controle, foi utilizado o meio de cultura sem
estimulo. RNA total foi extraido da cultura de fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal e a expressdo de SDF-1 foi
analisada por PCR em tempo real. A expressdo de RNAm foi quantificada em relagdo ao controle interno f-actina. *P<0,05
comparado as demais concentra¢des de estimulo no mesmo tempo experimental.
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Figura 6. Expressdo de RNAm para IL-6 por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva desafiados por LPS de P
gingivalis. As culturas primarias foram estabelecidas a partir dos tecidos de 3 individuos saudaveis e, apds a 4° passagem, foram
estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1; 1 e 10 pg/ml. Como controle, foi utilizado o meio de cultura sem
estimulo. RNA total foi extraido da cultura de fibroblastos gengivais e de ligamento periodontal e a expressdo de IL-6 foi
analisada por PCR em tempo real. A expressdo de RNAm foi quantificada em relagdo ao controle interno -actina.
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5.4 Deteccao da producao de MIP-la, SDF-1 e IL-6 por fibroblastos

gengivais e ligamentares por ELISA

A producgao de MIP-1a, SDF-1 e IL-6 foi detectada a partir do sobrenadante das
células em cultura por ELISA. A andlise mostrou que fibroblastos de gengiva e ligamento
periodontal se comportaram de maneira diferente quanto a produgdo de IL-6, MIP-1a e
SDF-1 ao longo dos tempos experimentais, sendo que para os trés alvos foi observado que
as células gengivais produziram praticamente o dobro das citocinas quando comparadas as
células ligamentares. Dentre as citocinas estudadas, os niveis de produgdo de MIP-1a foram
0s mais baixos para as células provenientes de ambos os tecidos. Para essa quimiocina,
houve um pico de produgdo na concentragdo mais baixa de estimulo (0,1pg/ml) nos
fibroblastos gengivais que foi estatisticamente significativa (P<0,05) quando comparada as
demais concentrac¢des. Ainda analisando a concentracdo de 0,1pg/ml, observou-se que esta
se mostra crescente ao longo dos tempos experimentais (6h e 24h) em relagdo a primeira
hora. Entretanto, a sua producdo por fibroblastos ligamentares foi bem discreta e sem
diferencas significativas entre os grupos experimentais (Figura 7).

Para SDF-1, em ambos os tecidos, houve producdo constitutiva estatisticamente
significativa com 24h quando comparada aos tempos de 1h e 6h (P<0,05) e uma queda
dessa produc¢do com estimulo de 10ug/ml de LPS (P<0,05), que nas células gengivais foi mais
acentuada (Figura 8).

A producdo de IL-6 foi muito discreta na primeira hora de estimulo, mas se mostrou
crescente ao longo do tempo e com o aumento da concentracdo de LPS para fibroblastos
ligamentares, sendo estatisticamente significativa com 10ug/ml no tempo de 6h (P<0,05). A
mesma tendéncia foi observada no tempo de 24h, porém sem diferengas estatisticas entre
as concentragdes. Da mesma forma, para a gengiva, a produgao foi significativamente maior
com 6h e 24h em relacdo a primeira hora (P<0,05), porém sem diferencas entre as
concentragoes de estimulo, apesar de apresentar uma tendéncia a aumentar juntamente

com a concentracao de LPS (Figura 9).
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Figura 7. Produg¢do de MIP-1a por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva desafiados por LPS de P gingivalis. As
culturas primarias foram estabelecidas e apds a 4* passagem foram estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1,
1 ¢ 10 pg/ml. Como controle foi utilizado o meio de cultura sem estimulo. Para a quantificacdo de MIP-1a nos sobrenadantes foi

utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA).
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Figura 8. Producio de SDF-1 por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva estimulados por LPS de P gingivalis. As
culturas primarias foram estabelecidas e ap0s a 4* passagem foram estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1,
1 e 10 pg/ml. Como controle foi utilizado o meio de cultura sem estimulo. Para a quantificacdo de SDF-1 nos sobrenadantes foi
utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA) *P<0,05 comparado as demais concentragdes de estimulo no mesmo tempo
experimental. “P<0,05 comparado aos demais tempos de estimulo.
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Figura 9. Producdo de IL-6 por fibroblastos de ligamento periodontal e de gengiva estimulados por LPS de P gingivalis. As
culturas primarias foram estabelecidas e apds a 4* passagem foram estimuladas com LPS de P gingivalis nas concentragdes de 0,1,
1 e 10 pg/ml. Como controle foi utilizado o meio de cultura sem estimulo. Para a quantificacdo de IL-6 nos sobrenadantes foi
utilizada a técnica de ensaio imunoenzimatico (ELISA). *P<0,05 comparado as demais doses de estimulo no mesmo tempo
experimental. “P<0,05 comparado aos demais tempos de estimulo.
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6. Discussao
#

A participacdo dos fibroblastos nos fendmenos inflamatérios e imunolégicos em
funcdo da capacidade destas células de produzirem citocinas, dentre elas quimiocinas, além
de outros agentes proé-inflamatdrios, vem sendo estudada por diversos autores (TAKASHIBA
et al., 1992) ja que é bem elucidado o fato de que os fibroblastos ndo constituem um grupo
celular Unico entre diferentes regides anatomicas {Brouty-Boye, 2000 #104; YAMAIJI et al.,
1995; WANG et al., 1998; WANG et al., 1999; BROUTY-BOYE et al., 2000; SUGIYAMA et al.,
2000; FEDYK et al., 2001; HATAKEYAMA et al., 2003; OGURA et al., 2005; MAHANONDA et
al., 2007; UEHARA; TAKADA, 2007). A escolha por trabalhar com estimulo proveniente de P.
gingivalis neste trabalho deveu-se principalmente a importancia que esse microrganismo
assume na etiopatogenia da doencga periodontal. A maior contribuicdo para o aumento da
severidade da doenca é proveniente das bactérias do complexo vermelho, sendo a
Porphyromonas gingivalis uma das mais comprometedoras para a situacdo de periodontite
(OFFENBACHER et al., 2007; OFFENBACHER; BARROS; BECK, 2008). Grande parte dos
modelos experimentais in vivo e in vitro utilizam LPS de P gingivalis como desafio antigénico
relacionado a doenca periodontal. (CHEN et al., 2008; HAVENS et al., 2008; ZHANG et al.,
2008)

Dada a importancia de se conhecer mais sobre o papel dos fibroblastos gengivais e
ligamentares quanto ao seu comportamento frente a infeccdo periodontal, o presente
estudo procurou investigar as caracteristicas destes quanto a producdo de pro-colageno
tipo I, uma vez que esta molécula é precursora para o coldgeno tipo |, ou seja, o coldgeno
predominante na matriz extracelular do ligamento periodontal, fundamental para
manutencdo da homeostasia ligamentar (FIORELLINI; KIM; ISHIKAWA, 2006). Nossos dados
mostram a producdo constitutiva de prd-coldgeno desde a primeira hora de estimulo sem
alteragdes significativas ao longo do tempo experimental ou qualqguer mudanga em relagdo
a quantidade de LPS de P gingivalis administradas as culturas de fibroblastos do ligamento,
uma vez que essa € a funcdo primordial desta célula e portanto ndo nos surpreende o fato
de que ela, mesmo mediante ao desafio bacteriano, continue expressando RNAm para o
Pro-Colageno tipo . Por outro lado, essa concentracdo de estimulo bacteriano pode ndo ter
sido tdo critica a ponto de induzir alguma alteracdo na expressao constitutiva do gene para

Pré-Colageno tipo |. Ja foi demonstrada a maior expressdo relativa de Prd-Coldgeno tipo |
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por fibroblastos ligamentares quando comparados aos gengivais (KURU et al., 1998). Ha
indicios de uma sensibilidade maior dessas células com estimulos de natureza mecanica,
como por exemplo sinais mecanicos de inducdo de forca, simulando movimento
ortoddntico, que foram relacionados com a ativacdo e aumento da expressao génica de pro-
colageno tipo | por fibroblastos de ligamento periodontal (KOOK et al., 2009). Em rela¢do
aos fibroblastos gengivais, essa mesma expressdo constitutiva na primeira hora de estimulo
sofreu uma queda, em todos os tempos experimentais, com as concentragdes de 0,1 e
1pg/ml. A producdo de pré-colageno tipo | foi recuperada e até mesmo mais expressiva com
24h. Podemos dizer, desta forma, que os fibroblastos gengivais demonstraram uma maior
sensibilidade, se comparados as células ligamentares do mesmo doador, frente ao desafio
por LPS de P gingivalis quanto a expressao constitutiva de pré-colageno tipo I.

A produgdo aumentada de citocinas e quimiocinas por fibroblastos em decorréncia
do desafios microbianos tem sido documentada na literatura. Hosokawa et al, em 2005,
mostraram um aumento na producao de IL-8 por fibroblastos gengivais estimulados por P.
gingivalis morta por calor. Qutros autores relataram a alteragao da produgdo constitutiva de
citocinas apds a colocagdao de microrganismo como desafio aos fibroblastos, sugerindo a
possivel ocorréncia do reconhecimento de antigenos pelas células em cultura
(MAHANONDA et al., 2007; UEHARA; TAKADA, 2007). Foi documentada a presenca de
receptores CD14 em fibroblastos gengivais comprovando a capacidade destes receptores
em se ligar a LPS de P gingivalis (WANG et al., 1998). O bloqueio com anti-CD14 diminuiu a
producdo de IL-6, 0 que sugere a presenca desse receptor no reconhecimento de antigenos
por fibroblastos gengivais. Foi demostrada também a expressao de receptores do tipo Toll 4
( Toll like receptor - TLR 4) em fibroblastos humanos de ligamento periodontal (SUN et al.,
2008). Ao comparar fibroblastos gengivais e ligamentares do mesmo individuo
(HATAKEYAMA et al., 2003) demonstraram expressao mais elevada de CD14 por fibroblastos
de gengiva, expressdao de TLR2 discretamente mais elevada por fibroblastos de ligamento
periodontal e expressdo semelhante de TLR4 por ambos os grupos de células.
(MAHANONDA et al.,, 2007) demonstraram a expressao dos receptores TLR1, TLR2, TLR3,
TLR4, TLR5, TLR6 e TLR9, mostrando que ligantes especificos para TLRs 2, 3, 4 e 5 levaram ao
aumento significativo da producdo de IL-8 pelas células. Em estudo semelhante, mostrou-se
a expressdo de TLR1-9, MD-2, MyD88, NOD1 e NOD2 (moléculas reconhecedoras de
antigenos) (UEHARA; TAKADA, 2007). E ainda, o tratamento com LPS aumentou em mais de
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duas vezes a expressdo de 12 genes, incluindo TLR4, TLR5 e TLR7 e IL-6 de maneira TLR4
dependente (SUN et al., 2008).

A respeito da quimiocina MIP-1a, que foi um dos alvos do nosso trabalho, é
importante ressaltar seu papel particularmente interessante, pois foi demonstrado que MIP-
la é requerida para que haja uma resposta inflamatéria normal e que uma de suas
propriedades bioldgicas é a inibicdo da proliferacdo de células-tronco hematopoiéticas in
vitro e in vivo (COOK, 1996). Recentemente foi sugerido seu papel como possivel
biomarcador para a periodontite agressiva localizada (FINE et al., 2009). Sua producao
também foi demonstrada por células epiteliais gengivais como evento importante no inicio
da inflamacdo e facilitacdo da ativacdo e acumulo de leucdcitos. Foi sugerido que MIP-1a
poderia ser importante desde os estdgios mais precoces até os mais avancados da
periodontite por estar associado a possivel formacdo de células ésseas multinucleadas (RYU
et al., 2007). Os resultados desses autores ndo corroboram os nossos achados de producdo
dessa quimiocina por fibroblastos gengivais. Nossos resultados quanto a producdao de MIP-
la foram bem claros ao demonstrar a diferenca existente entre a producdo desta
guimiocina por fibroblastos ligamentares e gengivais. Enquanto as células do ligamento
tiveram uma produg¢ao muito discreta de MIP-1a, quase ndo detectavel e ndao mutavel ao
longo do tempo, as células gengivais exibiram aumento de expressao tempo-dependente,
sendo estatisticamente significativa as 6h e 24h com a menor concentra¢do de estimulo. Ao
nos depararmos com esse resultado, somos levados a sugerir que talvez essa quimiocina
esteja sendo produzida mais expressivamente com baixas doses de LPS, como caracteristica
de uma resposta inflamatdria de fase cronica, que com o aumento da concentragdao de LPS
leva a uma inibicdo também significativa desta quimiocina, que poderia ser entendida como
um mecanismo de compensacdo para a producdo de outras citocinas e/ou quimiocinas que
sejam caracteristicas de um microambiente inflamatério agudo. Notamos, por exemplo, que
a IL-6 se mostrou aumentada quando os niveis de MIP-1a estavam baixos. A expressdo de
RNAm para MIP-1a coincide com os nossos resultados pra SDF-1 tanto no tecido gengival
guanto ligamentar, sendo entdo que, em relagdo a expressao génica podemos assumir que
existe um padrao entre MIP-1a e SDF-1.

Nossos dados demonstraram que SDF-1 foi produzida por fibroblastos provenientes
de tecidos periodontais clinicamente normais. Observamos ainda que essa producgdo
ocorreu principalmente no periodo de 24h, sendo que provavelmente nos periodos
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anteriores, apesar de ja haver a expressao génica, ou seja, o sinal para a producdo dessa
quimiocina, a resposta celular para a produgdao efetiva da proteina foi mais demorada,
principalmente para os fibroblastos ligamentares. Experimentos in vitro mostraram a
producdo dessa quimiocina por fibroblastos ndo estimulados. Ha relatos de que haja
realmente uma expressdao basal de RNAm (LUSTER, 1998), bem como a producdo da
quimiocina por ELISA (HOSOKAWA et al., 2005) pelos tecidos sauddaveis, que corroboram os
nossos achados. A producdo de SDF-1 pode, dessa forma, estar relacionada a condicdo
fisiologica em tecidos periodontais normais. A aplicacdo do estimulo culminou com a
inibicdo significativa da produgdao da proteina de maneira concentragao-dependente no
periodo de 24h em ambos os tecidos, sendo até mais severa nos fibroblastos do tecido
gengival, o que também foi previamente relatado no trabalho de (HOSOKAWA et al., 2005).
Contudo, ndo encontramos essa inibicao da expressdo de RNAm como seria o esperado em
nenhum dos dois tecidos.

Os resultados comparativos entre expressdo génica e sintese protéica demonstraram
perfil diferencial entre estes alvos. Em relacdo a expressao génica, observamos o aumento
significativo com a concentracdo de 10ug/ml nas células provenientes do tecido gengival, o
gue nos faz pensar na ocorréncia de eventos pds-transcricionais regulatérios. Pouco se sabe
a respeito do papel da regulagdo pods-transcricional da expressao génica no
desenvolvimento e funcdo das células. Uma das possibilidades de mediacdo desse processo
€ uma abundante classe de pequenos RNAs ndo-codificadores de aproximadamente 22
nucleotideos, conhecidos como microRNAs (miRNAs), que seriam capazes de regular a
expressao de genes em um nivel pds-transcricional por afetar a degradagao e translagao do
RNAm alvo (LODISH et al., 2008) e que, em ultima analise, poderiam regular a sintese da
proteina. Comparado a outros mecanismos regulatorios da expressdao génica, como a
modificacdo de cromatina e controle transcricional, a regulagdo génica mediada por miRNA
ocorre em um estagio imediatamente anterior a sintese protéica, e entdo pode ser mais
compativel com o ajuste fino da expressdao génica e da regulacdo quantitativa (BARTEL,;
CHEN, 2004).

Considerando que a deteccao da produgdo da proteina é soberana, o efeito inibitério
da producdo de SDF-1 que encontramos com o estimulo e o aumento da dose de LPS de P.
gingivalis poderia contribuir para o processo de doenga, uma vez que pode ser um indicio
de que esteja ocorrendo uma modulagdo para a producdo de outras citocinas proé-
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inflamatdrias, como IL-6 por exemplo, que poderia ser explicado a partir da investigacdo a
respeito da disponibilidade de ligagao dos receptores envolvidos. Foi demonstrado que os
nives de SDF-1 se alteram em resposta a inflamacdo periodontal (HAVENS et al., 2008). O
fluido crevicular gengival de sitios apresentando maior perda de insercdo clinica
apresentaram niveis dessa quimiocina significativamente maiores do que os sitios
classificados como saudaveis. Além disso, estudos prévios haviam mostrado a
responsividade de leucdcitos ao SDF-1a (LENOIR; DJERDJOURI; PERIANIN, 2004; LINK, 2005;
KIM et al., 2007). Diante destes nossos resultados e concordando com outros autores,
podemos sugerir que SDF-1 é expresso sob condi¢des basais, sendo que sua producao pode
ser modificada por mediadores inflamatérios, como outras citocinas presentes no
microambiente inflamatdrio. Sendo assim, podemos sugerir que SDF-1 teria um papel
importante na resposta dos fibroblastos dentro do contexto da inflamacgdo periodontal.
Como ja observado para as quimiocinas, a producdo de IL-6 foi mais discreta no
ligamento periodontal, sendo que, ainda assim, pudemos observar um padrdao de
comportamento concentracdo e tempo dependente, evidenciando a importancia dessa
citocina no ambiente inflamatério periodontal. IL-6 é uma citocina pleiotrépica capaz de
estimular a reabsorcdo dssea e expressa por varios tipos celulares. Foi detectado um
aumento da expressdo génica da citocina IL-6 por fibroblastos gengivais humanos em uma
estimulacdo concentracdo-dependente por IL-1B e TNF-a (PALMQVIST et al.,, 2008). Da
mesma forma, culturas primarias derivadas de tecido gengival de camundongos foram
expostas ao LPS de P gingivalis e a producdo de IL-6, bem como de TNF-a foi
significativamente elevada (EKHLASSI et al., 2008). A inducdo da expressao de IL-6 frente ao
desafio microbiano, por meio do LPS, também foi significante por fibroblastos do ligamento
periodontal (SUN et al., 2008), evidenciando a importancia e a participacdo dessa citocina
nos eventos inflamatérios de ambos os tecidos. Da mesma forma, os nossos resultados
evidenciam um aumento significativo da producdo de IL-6 por fibroblastos gengivais, a partir
de 6h, que se mantém com 24h (P<0,05). E importante ressaltar que houve uma tendéncia
visivel de producdo dependente da concentracdo de LPS, apesar de ndo termos observado
diferencas significativas entre as concentragdes nesses tempos de estimulo para as células
gengivais. Acreditamos que a ndo deteccdo da producdo de IL-6 na primeira hora de

estimulo tenha ocorrido por ser um periodo muito precoce para a detecgao desta citocina,
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mas ressaltamos a expressao génica ja existente neste tempo, mantida constante, tanto por
fibroblastos de gengiva quanto por células ligamentares.

Os resultados deste trabalho indicam que as células do ligamento periodontal
exibem caracteristicas significativamente distintas em relagao aos fibroblastos gengivais in
vitro. Outros trabalhos também mostraram que embora existam similaridades nas
caracteristicas de crescimento e morfologia entre fibroblastos ligamentares e gengivais,
estas mesmas células exibem diferencas funcionais especificas na sintese de
macromoléculas e na sintese protéica (MARIOTTI; COCHRAN, 1990; GIANNOPOULOU;
CIMASONI, 1996; KURU et al., 1998). E importante ressaltar que as diferengas relatadas aqui
foram consistentemente observadas para os fibroblastos gengivais e ligamentares advindos
da mesma passagem, nas mesmas condi¢des experimentais e provenientes dos mesmos
individuos, assim como um dos primeiros trabalhos que compararam fibroblastos do mesmo
doador (SOMERMAN et al., 1988). De certa forma, por que ndo pensar que estas diferencas
podem também existir entre essas duas popula¢ées celulares in vivo?

Varios fatores poderiam contribuir para os contrastes vistos no comportamento das
células ligamentares em comparacdo com as células gengivais. Em primeiro lugar,
fibroblastos ligamentares e gengivais podem estar continuamente em estagios de
diferenciacdo distintos in vivo (GOULD, 1983), assim como in vitro. Em segundo lugar, a
obtencdo dos fibroblastos para serem estudados em cultura poderia ter selecionado
populacdes celulares especificas e ndo similares de cada tipo de explant, sendo que ao
decorrer das passagens essas diferencas entre eles poderiam aumentar ainda mais.
Finalmente, fibroblastos gengivais e ligamentares podem ter cada um suas populacdes
celulares Unicas (SOMERMAN et al., 1988). Muito provavelmente, essas células cultivadas a
partir de explants sdao populacdes heterogéneas (HASSELL; STANEK, 1983; MCCULLOCH,
1985; ROBERTS; MOREY, 1985) e isso sugere comportamentos diferenciais, indicativos de
funcbes distintas na manutencdo do periodonto. Além disso, alguns autores chegaram a
sugerir que essas diferencas poderiam estar relacionadas ao numero de divisdes celulares
entre esses dois tipos de células in vitro (VOGEL; KELLEY; STEWART, 1981). Essas
dissimilaridades podem ser importantes ao considerar o desenvolvimento dessas células e a
sua participacdo na resposta imune do individuo frente ao desafio microbiano caracteristico

da doenca periodontal.
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No entanto, no atual estagio de conhecimento a respeito dessas diferengas
observadas entre os dois tipos celulares, o que parece realmente ser esclarecedor é a
expressao diferencial de receptores de superficie disponiveis para ligacdo e ainda diferentes
mecanismos de sinalizacdo intracelular que podem modular e decidir ou ndo se a célula
expressa determinada citocina. A maior expressdao de receptores do tipo TLR-4 em
fibroblastos gengivais (GUTIERREZ-VENEGAS et al., 2006) e de TLR-2 em fibroblastos
ligamentares (HATAKEYAMA et al., 2003) é uma das explicacGes plausiveis para tais
diferencas na expressao e producado de citocinas. Podemos sugerir a participacao efetiva dos
fibroblastos gengivais e ligamentares na produgao de citocinas e quimiocinas no contexto da
resposta inflamatdria de maneira distinta e relevante, ja que essa ndo seria a sua funcao

primordial como célula residente do tecido periodontal normal.
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7. Condusio
#

Nas condicdes de realizacao deste trabalho, pode-se concluir que fibroblastos
humanos cultivados de ligamento periodontal e de gengiva produzem prd-coldgeno tipo | e

citocinas de maneira diferencial.

Conclui-se, em detalhes, que:

Fibroblastos provenientes de ligamento periodontal e tecido gengival humano
expressam de RNAm para pro-colageno tipo |, sendo que essa expressao é alterada pelo

estimulo por LPS de P gingivalis apenas nas células gengivais.

A produgdo da citocina IL-6 acontece de maneira diferencial nos fibroblastos
gengivais e ligamentares, sendo mais intensa nos primeiros e ainda aumentada em ambos

com o estimulo por LPS de P gingivalis.

A concentracdo LPS de P gingivalis parece induzir respostas diferenciais quanto a
producdo das quimiocinas MIP-1a e SDF-1, pois os fibroblastos gengivais demonstraram
uma maior producdo de MIP-1a com baixas concentracdes de LPS ao longo do tempo. Ja
para o SDF-1 essa producdo foi detectada em condicdo basal, mas diminuida com o
aumento da concentracdo de LPS de P.gingivalis. Para os fibroblastos ligamentares, isso nao
ocorreu como um padrdo, uma vez que a producdo foi bem menor para estas duas

quimiocinas.
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