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RESUMO

Enxertos gengivais livres séo importantes para garantir condigcdes necessarias
para o estabelecimento da homeostasia do periodonto de protecdo. O processo de
inflamacgé&o n&o ocorre por igual em todos os tecidos conjuntivos do organismo e 0s
fibroblastos tém a capacidade de reagir a estimulos agressivos por meio de
liberacdo de diversas citocinas, que desempenham importante funcéo na formacao
do infiltrado inflamatério. Até o presente trabalho, ndo ha relatos na literatura acerca
da comparagdo do comportamento dos fibroblastos que compdéem a mucosa
palatina ndo marginal e dos fibroblastos provenientes de enxerto gengival livre (EGL)
marginal em resistir aos estimulos agressores que ocorrem na doenca periodontal.
Dessa forma, a proposta do presente trabalho foi investigar se os fibroblastos da
mucosa palatina ndo marginal mudariam seu perfil de secre¢éo de citocinas quando
enxertados na margem gengival. Foram coletadas bidpsias da mucosa palatina no
momento da cirurgia de EGL (periodo inicial) e apdés 4 meses (periodo final) no
momento da cirurgia para recobrimento radicular. Os fibroblastos foram cultivados e
estimulados com LPS de Porphyromonas gingivalis (Pg) e de Escherichia coli (Ec)
por 24h e 48h para avaliagdo comparativa da expressao de citocinas e mediadores
do reparo tecidual, como: IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, TGF-3, VEGF e CXCL16.
As citocinas foram quantificadas no sobrenadante das células por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA). Para a citocina IL-6, os fibroblastos da mucosa palatina
ndo marginal mantiveram o mesmo perfil de secre¢do quando enxertados na éarea
gengival marginal; para MIP-1la a secre¢cdo se mostrou aumentada de forma
estatisticamente significativa pelos fibroblastos obtidos do enxerto gengival marginal
apos 48h de estimulo por Pg em comparacdo com os fibroblastos da area palatina
nao marginal; a secrecao de IL-8 pelos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal
foi maior em resposta ao desafio por LPS de Pg e os fibroblastos obtidos do enxerto
gengival marginal exibiram secre¢do até mesmo sem o estimulo de LPS; apenas os
fibroblastos do enxerto gengival marginal apresentaram secre¢éo de TGF-8, mesmo
na auséncia de estimulo por LPS; a secrecdo de VEGF e CXCL16 n&o foi detectada
pelos fibroblastos analisados. Conclui-se que os fibroblastos provenientes de uma
mucosa palatina ndo marginal parecem se adaptar as condi¢Bes locais quando
enxertados na area gengival marginal, oferecendo evidéncia de sua participacdo
efetiva na producdo de mediadores inflamatérios importantes para o processo de
homeostasia do periodonto marginal.

Palavras-chave: Gengiva. Periodontite. Fibroblastos. Citocinas.







ABSTRACT

Comparative evaluation of the adaptive behavior bet  ween cultivated
fibroblasts from human palatal mucosa and from ging ival graft in marginal area

Free gingival grafts are important to ensure conditions for the establishment of
homeostasis of the periodontal soft tissues. The process of inflammation does not
occur the same way in all connective tissues and fibroblasts have the ability to
respond to aggressive stimuli through the release of various cytokines, which play an
important role in the inflammatory infiltrate formation. In literature, there are no
studies comparing the behavior of fibroblasts from palatal mucosa (not marginal) and
fibroblasts from marginal free gingival graft (FGG) regarding their resistance towards
periodontal disease aggressive stimuli. Thus, the purpose of this study was to
investigate whether fibroblasts from the palatal mucosa behave differently when
grafted to the gingival margin considering their mechanism of cytokine secretion.
Biopsies from the palatal mucosa were collected at the time of FGG surgery (initial
period) and after 4 months (final period) when surgery for root coverage was
performed. The fibroblasts were cultured and stimulated with LPS of Porphyromonas
gingivalis (Pg) and Escherichia coli (Ec) for 24 and 48 hours in order to make a
comparative evaluation of cytokines and mediators of tissue repair expression, such
as IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, TGF-B, VEGF and CXCL16. Cytokines were
measured in the cell supernatant by enzyme immunoassay (ELISA). For cytokine IL-
6, fibroblasts from palatal mucosa maintained the same secretion pattern when
grafted to the gingival margin; for MIP-1a the secretion was significantly increased by
fibroblasts from the marginal gingival graft after 48 hours of stimulation with Pg when
compared to palatal mucosa fibroblasts; IL-8 secretion by palatal mucosa fibroblasts
did not increase in response to Pg LPS challenge and fibroblasts from marginal
gingival graft showed secretion even without the stimulus of LPS; only fibroblasts
from marginal gingival graft showed secretion of TGF-B3, even in the absence of LPS
stimulation; VEGF and CXCL16 secretion by fibroblasts was not detected. It was
concluded that fibroblasts from palatal mucosa seem to adapt to local conditions
when grafted to the gingival margin area, providing evidence of its effective
participation in the homeostasis of marginal periodontium through the production of
important inflammatory mediators.

Keywords: Gingiva. Periodontitis. Fibroblasts. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

Cirurgias mucogengivais, atualmente nomeadas de cirurgias plasticas
periodontais, sdo procedimentos cirargicos que visam a correcdo de defeitos na
morfologia, posi¢cao e/ou quantidade de gengiva ao redor de dentes, ou seja, corrigir
ou eliminar deformidades anatbémicas, de desenvolvimento ou traumaticas da
gengiva e da mucosa alveolar (CONSENSUS REPORT, 1996; WENNSTROM,
1996), visto que o papel fisioldgico primordial do complexo mucogengival é proteger
os tecidos periodontais subjacentes, pois representa uma barreira fisica entre o meio
interno e 0 meio externo.

De acordo com a Academia Americana de Periodontia, as cirurgias plasticas
periodontais possuem indicagdo para promover o aumento gengival, criando uma
profundidade de vestibulo adequada em sitios com insercdo andmala de freios e
faixa de gengiva inserida inadequada (GREENWELL et al.,, 2005), facilitando o
posicionamento apropriado da escova dental, proporcionando o conforto e
manutenc¢ao do procedimento de higienizacao oral (BAINS et al., 2011).

O aumento da faixa de mucosa ceratinizada, que é medida da margem
gengival a linha da juncdo mucogengival, em milimetros, realizado através de
procedimentos cirlrgicos plasticos periodontais, possui alta taxa de sucesso,
principalmente quando se leva em consideragdo o ganho em espessura de tecido
gengival (WENNSTROM, 1996) e reducdo da quantidade de raiz exposta com
diminuicdo da hiperestesia dentinaria, que pode acontecer tanto em casos que se
tem como objetivo principal o recobrimento radicular, ou apenas o simples ganho de
gengiva inserida (AGUDIO et al., 2008; BAINS et al., 2011).

A técnica cirargica de enxerto gengival livre (EGL), epitélio-conjuntivo, € um
tipo de cirurgia plastica periodontal, amplamente utilizada e a mais previsivel, que
tem como objetivo primario criar uma faixa adequada de gengiva inserida, tanto em
altura como em espessura (HAERI & SERIO, 1999). E um procedimento altamente
versétil, com potencial ilimitado, para prevencdo e tratamento de recessdes
gengivais (MATTER, 1982). Esta técnica cirargica pode ser utilizada para casos de
recobrimento radicular em uma uUnica etapa (NABERS, 1966) ou em duas etapas, na

qual se estabelece, primeiramente, uma maior faixa de gengiva ceratinizada,
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seguido de posterior posicionamento coronal do retalho para recobrir a recesséo
(HARVEY, 1970; BERNIMOULIN et al., 1975).

A vantagem e a necessidade da presenca de tecido ceratinizado na
manutencdo da saude periodontal ainda é discutida. Entretanto, diversos estudos
mostram que a presenca de uma faixa adequada de gengiva inserida, tanto em
altura como em espessura, promove a estabilizacdo gengival, auxiliando o
selamento da margem gengival ao dente, favorecendo a saida do fluido gengival via
sulco, e todos esses aspectos em conjunto ajudam na diminuigdo da penetragédo de
bactérias pela formagdo de placa bacteriana em casos de higienizagdo oral
inadequada, principalmente, ou pela presenca de restaura¢gdes subgengivais (LANG
& LOE, 1972; STETLER & BISSADA, 1987; LAGOS, 2003; RESENDE, 2004).

As indicac¢des do recobrimento radicular pela técnica do EGL séo idénticas as
outras técnicas de recobrimento, com exce¢do das areas estéticas, ja que o EGL
promove como resultado cicatricial, uma gengiva com aspecto “queloide” (HARRIS,
2001). Entretanto, as indica¢des classicas sao sitios que apresentam desnudacdes
radiculares com auséncia de gengiva inserida, tendo-se a necessidade de aumentar
ou criar um tecido ceratinizado em altura e em espessura, e esta forma de
tratamento proporciona resultados de recobrimento radicular na ordem de 11 a
100%, dependendo das dimensdes das recessfes e das caracteristicas anatdbmicas
presentes (WENNSTROM, 1996; HARRIS, 2001).

Quando um tecido ceratinizado se encontra presente apicalmente a recessao
gengival e proporciona uma gengiva mais espessa, todas as técnicas para
recobrimento radicular sdo aplicaveis, pois uma gengiva mais espessa aumenta a
previsibilidade e a taxa de sucesso do recobrimento radicular total, jA que um aporte
tecidual é proporcionado (BALDI et al., 1999; DA SILVA et al., 2004; HWANG &
WANG, 2006). Assim, pode-se empregar a técnica de retalho posicionado
coronalmente (RPC), em uma Unica ou em uma segunda fase cirdurgica no
tratamento de recessdes gengivais, que proporciona um recobrimento radicular um
pouco superior ao retalho posicionado lateralmente (RPL) (SANTANA et al., 2010).

Assim, independente do procedimento cirdrgico executado para o
recobrimento radicular, a importancia do resultado em longo prazo é a eliminacao ou
controle dos fatores etiolégicos do desenvolvimento da recessdo gengival, como
escovacdo traumatica e inflamacdo gengival induzida por placa (WENNSTROM,
1996).
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A exposicdo do tecido gengival a placa bacteriana resulta na inflamacéo do
tecido, que manifesta sinais clinicos de alteragbes de cor, tamanho, forma,
consisténcia e sangramento do sulco gengival, que pode ocorrer durante a
escovacdo, com possibilidade de perdas Osseas alveolares como resultado da
progressdo da doenca periodontal (MARIOTTI, 1999). O efeito cumulativo desses
eventos patoldgicos repetitivos a gengiva pode levar ao aparecimento ou progressao
de recessdes gengivais (LOE et al., 1992; KASSAB & COHEN, 2003; TOKER et al.,
2009), principalmente em situagdes com uma faixa estreita ou ausente de gengiva
inserida. Os sinais clinicos sdo decorrentes de alteracbes vasculares, como
mudancas na permeabilidade das paredes dos vasos, acarretando em troca de
fluidos e de células entre o sangue e o tecido conjuntivo, o qual acaba por
apresentar destruicdo das fibras colagenas, as quais compdem grande parte do
volume tecidual, sendo que os fibroblastos sdo 0s principais responsaveis pela
producdo dos vérios tipos de fibras encontradas e com participagéo direta na sintese
da matriz do tecido conjuntivo (BARTOLD et al., 2000).

Sendo assim, o fato da inflamag&o nao ocorrer por igual em todos os tecidos
conjuntivos do organismo e pelas evidéncias de que o fibroblasto do tecido gengival
€ capaz de reagir a estimulos diversos por meio da liberacdo de citocinas, dentre
elas quimiocinas, que desempenham importante funcdo na formagédo do infiltrado
inflamatério (BARTOLD et al., 2000; MORANDINI et al., 2010, 2011), torna-se
necessario conhecer se os fibroblastos, antes presentes na mucosa palatina, onde
ndo estavam expostos aos estimulos agressores que ocorrem na doenca
periodontal, sofrem algum tipo de modificacdo quanto ao perfil de secrecdo de
mediadores da inflamacao e reparo, quando sao enxertados na margem gengival,

por meio de um EGL.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Enxerto Gengival Livre e a Importancia da Mucos a Ceratinizada:

A gengiva é parte da mucosa mastigatoria que recobre o processo alveolar e
circunda a porcéo cervical dos dentes. Ela é dividida em gengiva marginal livre, que
se estende a partir da margem gengival em direcdo apical até a ranhura gengival
livre, a qual se acha posicionada em um nivel correspondente a juncao
cementoesmalte (JCE), e gengiva inserida, com textura firme, segue da margem
gengival em direcdo apical até a jungcdo mucogengival, onde se torna continua com
a mucosa alveolar (SCHROEDER et al., 1997).

A mucosa ceratinizada (MC), ou gengiva ceratinizada, compreende a faixa de
tecido mole recoberto por epitélio ceratinizado, extendendo-se da margem gengival
até a linha da juncdo mucogengival, composta por um tecido conjuntivo denso e rico
em fibras coldgenas (CONSENSUS REPORT, 1996). Apesar da faixa de mucosa
ceratinizada e gengiva inserida serem determinadas geneticamente, elas podem ser
afetadas pela presenca de placa bacteriana associada a inflamacdo ou pela
intervencéo de acdes mecanicas (MARQUEZ, 2004).

A presenca de uma faixa estreita de mucosa ceratinizada ndo pode, por si so0,
justificar a intervencgdo cirurgica (MIYASATO et al., 1977). O aumento gengival deve
ser considerado em situagcdes nas quais 0 paciente possui uma faixa estreita de
mucosa ceratinizada com um biotipo periodontal fino e controle inadequado da
higiene oral (LANG & LOE, 1972; MAYNARD & WILSON, 1980). Quando o
movimento dentario ortodontico é planejado e pode-se esperar que O
posicionamento final do dente resulte em deiscéncia do osso alveolar, um aumento
da espessura do periodonto de protecao pode reduzir o risco de desenvolvimento de
recessado gengival (COATOAM et al., 1981; NEWMAN et al., 1994). Um aumento da
espessura da margem gengival também pode ser considerado quando restauracdes
subgengivais sao colocadas em areas com um delgado tecido marginal, visto que
restauracbes com margens subgengivais podem resultar em retracéo do tecido mole
ao longo do tempo (STETLER & BISSADA, 1987). A espessura da gengiva marginal,

ou mucosa ceratinizada, influencia a magnitude da recessao que acontece em
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consequéncia do trauma mecanico direto durante a escovacao e o acumulo de placa
(LANG & LOE, 1972; TENENBAUM, 1982; KENNEDY et al., 1985). Logo, para
impedir a recessdo progressiva do tecido marginal, um aumento gengival esti
indicado (CONSENSUS REPORT, 1996).

O trabalho de Lang e Lbe (1972) procurou estabelecer uma relagcdo entre
largura de mucosa ceratinizada e saude gengival apés avaliar a condi¢cdo gengival
de 1.406 faces vestibulares e linguais de 32 individuos ap0s seis semanas de
higienizacdo supervisionada, utilizando como critérios de avaliagdo o indice gengival
e o indice de placa. Os resultados mostraram que uma faixa estreita € compativel
com saude gengival, entretanto, verificou-se que a inflamacéo persistia em areas
com menos de 2 mm de mucosa ceratinizada, independentemente da higienizagéo
oral do paciente. Como conclusdo, eles sugeriram que 2mm de mucosa
ceratinizada, com pelo menos 1mm de gengiva inserida, seria uma quantidade
adequada para a manutencdo da saude gengival.

Maynard e Wilson (1979) afirmaram que cerca de 5 mm de mucosa
ceratinizada, sendo 2 mm de gengiva livre e 3 mm de gengiva inserida, seria
necessaria se a margem da restauragdo ficar subgengivalmente, aumentando,
assim, a previsibilidade de sucesso do tratamento. Entretanto, a espessura do
tecido ceratinizado também deve ser avaliada, pois a dimensao vertical do tecido
nao necessariamente indica que o tecido é suficientemente espesso para tolerar o
posicionamento subgengival das restauracoes.

Outro estudo (STETLER & BISSSADA,1987) com o objetivo de avaliar a
condicao periodontal de dentes com restauracdes subgengivais em 58 dentes de 26
individuos, mostrou que em dentes com restauragfes subgengivais e uma faixa
estreita de mucosa ceratinizada tiveram indice gengival significativamente maior do
gue dentes com restauragcbes subgengivais e uma faixa mais larga de mucosa
ceratinizada. Os dentes que ndo possuiam restaura¢cdes subgengivais nao diferiram
estatisticamente quanto a quantidade de mucosa ceratinizada. Dessa forma, o
estudou sugeriu que pacientes que receberem restauracdes subgengivais em areas
com faixa estreita de mucosa ceratinizada, e que ndo conseguem manter um nivel
6timo de controle de placa, uma cirurgia para aumento da faixa de gengiva se torna
desejavel.

O estudo de Dorfman et al. (1980) observou que gengiva inserida com menos
de 1 mm é adequada quando a inflamacdo est4 sobre controle. J& o estudo de
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Schrott et al. (2009), que investigou a influéncia da mucosa ceratinizada na saude e
estabilidade do tecido mole peri-implantar ao longo prazo de um periodo de
avaliacdo de 5 anos, mostrou que sitios vestibulares com uma faixa estreita de
mucosa ceratinizada exibiram recessdes peri-implantares e que a presenca de pelo
menos 2 mm de mucosa ceratinizada se mostrou vantajosa, concluindo que
pacientes que possuiam uma boa higienizacédo oral e recebiam regularmente terapia
de manutencdo, uma faixa de 2 mm de mucosa ceratinizada se mostrou benéfica na
reducdo do acumulo de placa e sangramento lingual peri-implantar como também de
recessdo vestibular em implantes com préteses fixas tipo protocolo.

O aumento da largura de gengiva inserida é indicado em areas com perda
constante de insercdo (HAERI & SERIO, 1999), assim como para aumento de
rebordo edéntulo, no qual houve reabsorgéo da crista 6ssea de forma desarmoniosa
e grave, a fim de facilitar a confeccdo de proteses fixas ou removiveis, ou até de
futuras proteses sobre implantes, que atenda aos requisitos de funcéo, fonética e
estética (CONSENSUS REPORT, 1996).

Mudancas de quantidade de mucosa ceratinizada e de posicdo da margem
gengival em sitios tratados com procedimentos de enxerto de gengiva foram
relatadas em diversos estudos. O trabalho de Agudio et al. (2008) mostrou que apés
cirurgia de enxerto gengival livre e de enxerto de tecido conjuntivo subepitelial,
através de um acompanhamento dos casos por um periodo de 10 a 25 anos, houve
aumento da faixa de mucosa ceratinizada com redugcao de recessfes gengivais ao
longo do tempo nos sitios tratados, onde antes havia uma associacdo de auséncia
de gengiva inserida com recessdes gengivais. A migracdo coronal da margem
gengival ocorreu 1 ano apds o procedimento cirirgico e uma migracao adicional foi
observada durante o periodo de acompanhamento do estudo. Este fato foi atribuido
ao que se chama de “creeping attachment”, uma migracdo “pos-operatéria” da
margem gengival na diregcdo coronal em raizes antes desnudas, que ocorre entre 1
més e 1 ano apo6s procedimento cirdrgico, mas que no presente estudo ndo parou de
migrar apdés 1 ano. O estudo mostrou também que a cirurgia de enxerto gengival
livre levou a um maior creeping attachment (0,8mm) do que a cirurgia de enxerto de
conjuntivo subepitelial (0,5mm). Periodonto marginal fino ndo tratado, associado ou
nao a recessdes gengivais, mesmo com saude periodontal, pode submeter-se a uma

migracdo apical da margem gengival, aumentando a recessdo presente ou
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desenvolvendo uma, por isso cirurgias para aumento da faixa de mucosa
ceratinizada sao indicadas (AGUDIO et al., 2009).

Atualmente, ha diversas técnicas cirirgicas que podem ser executadas com a
finalidade de aumentar o tecido gengival tanto em altura como em espessura
(HARRIS, 2001; THOMA et al., 2009). Dentre elas, tem os enxertos gengivais livres,
de epitélio-conjuntivo, que foram inicialmente descritos por Bjorn (1963) e
sedimentados por meio dos fundamentos bioldgicos de Sullivan & Atkins (1968). Séo
usados para criar uma zona mais larga de gengiva inserida tanto em qualidade
quanto em quantidade na area marginal, importante para garantir condi¢cdes
minimas necessdarias e suficientes para o estabelecimento da homeostasia do
periodonto de protecdo (GRIFFIN et al., 2006).

O trabalho de Harris (2001) comparou a capacidade de trés técnicas
cirargicas diferentes em aumentar a faixa de mucosa ceratinizada, as quais eram
cirurgia de enxerto gengival livre, enxerto de tecido conjuntivo subepitelial e enxerto
com matriz dérmica acelular. Pode-se concluir que os trés tipos de técnicas
cirdrgicas empregadas aumentaram a faixa de mucosa ceratinizada sem diferenca
estatisticamete significativa. Entretanto, a cirurgia de enxerto gengival livre foi,
dentre as técnicas cirargicas empregadas no estudo, a mais simples e a que menos
consumiu tempo.

Para a realizagdo da técnica, uma area doadora intra-oral € necessaria para a
remocdo do tecido autégeno podendo ser do palato duro, de areas de rebordo
edéntulo, da regido retromolar e de tecidos removidos de areas de gengivectomias
ou gengivoplastias. A utilizacdo de tecido autégeno pode trazer algumas
complicacdes pds-operatdrias e desconforto adicional ao paciente, ja que ha duas
areas cirurgicas, riscos de acidentes hemorragicos nas areas doadoras, além da
dificuldade de padronizagéo da espessura do tecido, da diferenca de cor/espessura
gue podem resultar em alteracdes estéticas nas areas receptoras, € n0os casos com
varias areas que necessitam de intervencdo cirargica ha a necessidade de grande
disponibilidade de tecido doador aumentando os riscos relatados (RESENDE et al.,
2009). As vantagens desse tipo de terapia incluem o alto grau de previsibilidade,
simplicidade da técnica, capacidade de tratar varios dentes ao mesmo tempo, pode
ser realizado quando a gengiva ceratinizada adjacente a area envolvida é
insuficiente e possibilidade de recobrimento radicular, em um segundo estagio ou
em um Unico estagio (HAERI & SERIO, 1999).
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2.2 Doenca periodontal e a resposta dos fibroblasto s frente aos estimulos

agressores:

As doencas periodontais s&o infecgbes causadas por microrganismos,
membros de espécies consideradas patdgenos periodontais, que colonizam a
superficie dentaria supra ou subgengivalmente. S&o doencas relacionadas ao
individuo, sendo que somente uma parcela passara pela destruicdo avancada que
ira afetar varios dentes. A progressdo da doenca periodontal é continua, com
episodios curtos de exacerbacgéo e remissdo em sitios localizados (SOCRANSKY et
al., 1984).

Um estudo clinico experimental mostrou que quando o individuo se abstém da
limpeza mecénica dos dentes, 0s microrganismos comegam a colonizar a superficie
dentaria rapidamente e em poucos dias sinais clinicos de inflamacdo gengival sdo
perceptiveis. Entretanto, esse quadro inflamatorio é reversivel a partir do momento
em que medidas adequadas de higiene oral sdo retomadas (LOE et al., 1965). A
gengivite se desenvolve a partir do acimulo de placa bacteriana, que pode se limitar
a area gengival por muito tempo ou progredir para uma doenca periodontal
destrutiva, ocasionando perda Ossea alveolar, a partir de alteragbes na condicdo
microbiolégica que levam ao aumento da complexidade e heterogeneidade da placa
(LINDHE et al., 1975, DARVEAU et al., 1997).

A periodontite cronica se caracteriza, clinicamente, pela perda de insercéo,
perda Ossea alveolar, formacdo de bolsas periodontais, inflamacdo gengival,
sangramento e mobilidade dentaria a partir de endotoxinas produzidas pelos
microrganismos presentes na bolsa periodontal (FLEMMIG, 1999). A doenca se
desenvolve como resultado da resposta inflamatéria mediada pelo hospedeiro frente
a uma microflora patogénica que reside nas bolsas periodontais (DARVEAU et al.,
1997). Porphyromonas gingivalis (Pg) € um dos patégenos periodontais
frequentemente isolado de bolsas periodontais de pacientes com doenca periodontal
agressiva ou crébnica (WANG & OHURA, 2002). Isolados dessa espécie sao
bastonetes anaerdbicos, ndo-moéveis, Gram-negativos, que geralmente exibem
morfologia de cocos ou bastonetes pequenos, formando colbnias de pigmento
castanho a negro (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994; SOUKOS et al., 2005). E

considerado o maior agente causador da doenca periodontal (BRUNNER, 2010;
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OUHARA et al., 2012). O lipopolissacarideo (LPS) da Porphyromonas gingivalis € o
fator chave no desenvolvimento da periodontite (WANG & OHURA, 2002) e um de
seus fatores de viruléncia é o polissacarideo capsular (CPS) que atua na interface
patégeno-hospedeiro, reduzindo a resposta imune pré-inflamatéria e permitindo que
a bactéria invada o sistema imune do hospedeiro (BRUNNER, 2010). A reabsorcéo
do osso alveolar e perda dentaria podem ser consequéncias finais da doenca
periodontal destrutiva (HAFFAJEE & SOCRANSKY, 1994).

Tem sido demonstrado que os fibroblastos estdo envolvidos na resposta
imune e inflamatéria do hospedeiro na periodontite. Eles estdo entre as primeiras
células encontradas em infeccbes periodontais por bactérias anaerdbicas como
Porphyromonas gingivalis, sendo estimulados a liberar citocinas inflamatorias
(BRUNNER et al., 2010).

Os fibroblastos s@o considerados importantes células nesse contexto, pois
sdo as células predominantes do tecido conjuntivo do periodonto e estédo
relacionadas com a sintese de varios tipos de fibras, como as fibras elasticas, fibras
colagenas e sintese da matriz extracelular do tecido conjuntivo. Esta caracteristica
parece ser consistente para todos os “tipos” de fibroblastos, porém com uma
variacao nos tipos e quantidades de proteinas sintetizadas na matriz que ocorre de
acordo com o tecido de origem e a funcdo da célula dentro do tecido. Essas células
estdo localizadas entre as fibras, exercendo um papel fundamental no
desenvolvimento, manutencgao e reparo do tecido conjuntivo gengival. In vitro, estas
células podem variar, ligeiramente, nas suas aparéncias, incluindo uma maior
expressdo de microfilamentos intracelulares, nas fibras e no contato intimo célula-
célula através de juncgdes tipo gap. As diferencas nas populacbes de fibroblastos
identificados dentro dos tecidos e em cultura de tecidos, indicam uma variabilidade
das caracteristicas, incluindo a morfologia, ultraestrutura, proliferacao,
comportamento migratorio, sintese da matriz e resposta a fatores de crescimento e
citocinas. (BARTOLD et al., 2000; MORANDINI et al., 2010).

O processo de inflamacdo n&o ocorre por igual em todos os tecidos
conjuntivos do organismo. Os fibroblastos tém a capacidade de reagir a estimulos
agressivos por meio de liberacdo de diversas citocinas, dentre elas as quimiocinas
que desempenham importante funcdo na formacdo do infiltrado inflamatorio
(TAMURA et al., 1992; MORANDINI et al., 2010, 2011, 2012). Além disso, sdo

células sensiveis as proprias citocinas e a fatores de crescimento (BARTOLD et al.,
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2000). Podem interagir diretamente com bactérias e seus fatores de viruléncia,
incluindo o LPS, em lesbes periodontais. Fibroblastos gengivais assim como
fibroblastos do ligamento periodontal expressam receptores aos quais o LPS de Pg
se liga, ativando vaérios sistemas segundo-mensageiros, estimulando a liberagédo de
citocinas inflamatérias como as interleucinas IL-6 e IL-8, principalmente via toll-like 2
(TLR2) (MORANDINI et al., 2012, 2012), como também fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e MIP-1a (WANG & OHURA, 2002; MORANDINI et al, 2010).

2.3 O papel das citocinas IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1 a/CCL3 e mediadores de
reparo TGF- B, VEGF e CXCL16:

A inflamacdo € uma resposta protetora local contra invasdo bacteriana ou
injuria, durante a qual mediadores celulares como as citocinas, dentre elas as
interleucinas e quimiocinas, sédo liberadas e capazes de reagir com receptores
especificos das membranas celulares. As citocinas ao interagir com receptores de
superficie podem induzir fenémenos diferentes e até mesmo antag6nicos em células
morfolégica e funcionalmente diferentes. A interpretacdo da mensagem vai depender
da célula alvo, ou seja, da via metabdlica a ser ativada em um determinado tipo
celular (CONSOLARO, 2009).

As quimiocinas e seus receptores sao reguladores chave na migragao
leucocitaria tanto em condi¢gBes inflamatorias como também homeostaticas. A
regulacdo de respostas dependentes de quimiocinas, principalmente relativas a
inflamacéo, é essencial para se evitar o desenvolvimento de patologias inflamatérias
e autoimunes (GRAHAM & LOCATI, 2013).

MIP (Proteina inflamatéria para macréfago) -1a/CCL3, da familia de
guimiocinas CC, é uma citocina pro-inflamatéria que possui um importante papel na
inducdo e modulacéo das respostas imune e inflamatéria (MORANDINI et al., 2010),
sendo um potente quimiotatico para células mononucleares (LAING et al., 2004).
Células epiteliais de tecido gengival inflamado sdo capazes de secretar essa
quimiocina, promovendo o recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares (PMN)
nas fases iniciais da doenca. Esses mesmos leucdcitos podem ser estimulados por
LPS bacteriano e outras citocinas, como IL-1B, a expressar mais quantidades de
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MIP-1a/CCL3 auxiliando no recrutamento e retencdo de PMN para o sulco gengival
(RYU et al., 2007). Outros tipos celulares, como os fibroblastos gengivais, podem
produzir e secretar MIP-1a/CCL3 (MORANDINI et al., 2010) em tecidos periodontais
de paciente com periodontite agressiva, implicando na quimioatracdo de mondcitos
circulantes que expressam receptores para essa quimiocina (GARLET et al., 2003).

Tipos celulares da gengiva inflamada expressam RNA mensageiro (RNAmM)
de citocinas inflamatérias, sugerindo o envolvimento desses mediadores no inicio e
progressédo da doenca periodontal. IL-1, IL-6, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral
(TNF)-a sdo exemplos tipicos de citocinas multifuncionais que estdo envolvidas na
regulacdo da resposta imune e da inflamagédo (MATSUKI et al., 1992).

IL-6 € uma citocina que atua tanto na imunidade inata quanto na adaptativa,
sendo sintetizada por fagocitos mononucleares, células do endotélio vascular,
fibroblastos e outras células, em reposta a microrganismos e a outras citocinas,
como por exemplo, IL-1 e TNF-a. E conhecida por ser um dos maiores mediadores
na regulacdo da resposta imune frente a inflamacdo (HEINRICH et al., 1990;
ROTHWELL, 1991). Quando os fibroblastos sédo desafiados por LPS de Pg eles sao
capazes de liberar diversos mediadores, como IL-6, MIP-a, SDF-1 (EKHLASSI et al.,
2008; MORANDINI et al., 2010), IL-8 (ARA et al., 2009; THANUJA et al., 2011), IL-
1B (SCHERES et al., 2010) e TGF-B (MORANDINI et al., 2011). L-6 tem o maior
namero de tipos celulares produtores: células T e B, macréfagos, células endoteliais
e fibroblastos. A IL-6 induz a maturagdo de células B em células secretoras de
imunoglobulinas (MATSUKI et al., 1992).

A citocina IL-8/CXCL8 é uma quimiocina CXC que recruta células de defesa
para areas onde elas sdo necessdarias e sao importantes nas respostas mediadas
por células (LAING et al., 2004). Essa quimiocina se liga com alta afinidade a dois
receptores: CXCR1 e CXCR2, estimulando a migracdo celular (THELEN, 2001). E
quimiotética para basdéfilos, estimulada por citocinas, eosinofilos e linfocitos T de
sangue periférico. Promove a adesdo de neutrofilos as células endoteliais e
migragdo subsequente para os locais da inflamagcdo (LAING et al., 2004). Atua
como citocina pré-inflamatéria, ajudando a formar a primeira barreira de defesa do
hospedeiro (ZEHNDER et al.,1999) e tem sido descrita como a principal e potente
quimiotética para neutroéfilos (BICKEL et al., 1996; THELEN, 2001). Desempenha um
papel de mediadora inicial da doenca periodontal devido a quimiotaxia para
neutréfilos (MATSUKI et al., 1992). Fontes de IL-8 incluem células sanguineas e
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células do tecido conjuntivo. Mondcitos e macréfagos, células T e também
neutréfilos pode ser induzidos a produzir IL-8 (BICKEL et al., 1996), assim como
fibroblastos gengivais e fibroblastos do ligamento periodontal (ARA et al., 2009;
SCHERES et al., 2010; MORANDINI et al., 2011; THANUJA et al., 2011; ARA et al.,
2012).

O TGF-B (Fator de crescimento transformador — ) é uma proteina que
controla a proliferagdo e diferenciagdo celular. Algumas células, como fibroblastos
gengivais e do ligamento periodontal (MORANDINI et al., 2011), secretam e também
possuem receptores para TGF-B. E uma proteina secretada que existe em trés
isoformas chamada TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3. O TGF-f liberado por fibroblastos
possui tanto efeito autécrino como paracrino que promove a sintese de colageno
(NISHI et al., 2010). E um polipeptideo multifuncional potente, abundante na matriz
0ssea, que estimula fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal a expressar e
produzir IL-11, uma citocina pleitropica com efeitos em multiplas células (YASHIRO
et al.,, 2006), além de induzir a expressdo de pré-colageno tipo |, molécula
precursora para colageno tipo |, em fibroblastos gengivais (ARANCIBIA et al., 2012).
A expressdo de TGF-B por fibroblastos gengivais estd também relacionada a
eventos moleculares associados ao crescimento gengival induzido por ciclosporina e
a super-expressdo de Smad7, um inibididor da sinalizacdo de TGF-B, é eficaz no
bloqueio desses eventos, incluindo a proliferagéo celular, sintese de colageno tipo |
e MMP2 (SOBRAL et al., 2012).

O processo de formagdo de novos vasos sanguineos € necessario para o
funcionamento normal do organismo, inclusive na patogénese de diversas doencas
e desordens malignas e inflamatérias. O VEGF (Fator de crescimento vascular
endotelial) € um dos principais estimuladores da formacdo de novos vasos, sendo
produzido por células como osteoblastos, osteoclastos, células epiteliais, células
endoteliais, fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal. VEGF induz a
angiogénese através da formacgdo de estruturas tubulares e proliferacdo de células
endoteliais linfaticas, através de receptores especificos, desempenhando um papel
essencial na reparacéo e regeneracgdo tecidual. No entanto a super-expressao de
VEGF tem participacdo patolégica na iniciacdo e progressdo da destruicdo dos
tecidos (NISHI et al., 2010; AGIS et al., 2011).

Derivado de matriz de esmalte, um potente agente terapéutico de origem
porcina utilizado para promoc¢do da regeneragdo de tecidos periodontais, também
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induz a secre¢cdo de VEGF via TGF-B1 e FGF-2 por fibroblastos gengivais,
auxiliando na cicatrizacdo periodontal através da angiogénese (SAKODA et al.,
2012). Citocinas pro-inflamatorias, como IL-1a e TNF-a, induzem a expressao de
MRNA de VEGF em fibroblastos gengivais e de polpa, sendo que IL-1la é mais
efetivo em induzir a expressdao génica de VEGF por fibroblastos gengivais,
contribuindo parcialmente para a destruicdo dos tecidos pulpares e periapicais a
medida que a expansao da rede vascular ocorre em conjunto com a progressao da
inflamacéo (CHU et al., 2004). Isso demonstra que a capacidade do VEGF em
aumentar a permeabilidade vascular contribui para a extensdo da inflamacéo, além
do que, tecidos inflamados aumentam a expressédo de mediadores inflamatorios, que
por sua vez podem promover a angiogénese (JOHNSON et al., 1999).

CXCL16 é uma quimiocina expressa na forma soluvel ou como proteina
transmembrana por fibroblastos gengivais humanos, que possui produgao
controlada por citocinas na doenca periodontal com capacidade de induzir a
proliferacdo de fibroblastos gengivais, migracdo de leucdcitos para os tecidos
inflamados, assim como também a migracdo de células T helper 1 e natural Killer,
desempenhando um papel importante na patogénese e remodelacdo dos tecidos
periodontais doentes (HOSOKAWA et al., 2007, 2009). A expressao de mRNA de
CXCL16 é induzida por citocinas, como IFN-gamma e TNF-a e secretada através da
acdo do ADAM10, a partir do qual a expresséo e a fungdo do CXCL16 é controlada
nos tecidos inflamados (ABEL et al., 2004). Existe uma correlacao significativa entre
doenca periodontal e niveis sistémicos de IL-8 e CXCL16 em pacientes submetidos
a angiografia coronariana (SCHALLHORN et al., 2010).
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3 PROPOSICAO

O objetivo da presente pesquisa foi comparar a resposta dos fibroblastos
obtidos da area palatina ndo marginal, onde ndo ha contato intimo com estimulos
agressores bacterianos da doenga periodontal (correspondendo ao periodo inicial)
com a resposta de fibroblastos obtidos das areas enxertadas na margem vestibular
(através de enxerto gengival livre, epitélio-conjuntivo), onde os estimulos agressores
bacterianos da doenca periodontal estdo intimos e continuamente presentes
(correspondendo ao periodo final), quanto a producao de citocinas e mediadores do
reparo. Especificamente, o objetivo foi:

* Avaliar se os fibroblastos cultivados da mucosa palatina ndo marginal
(area doadora; periodo inicial) sofrem modificacdo quanto ao perfil de
secrecéo dos mediadores da inflamacéo (IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3)
e reparo (TGF-B, VEGF e CXCL16), quando o tecido é enxertado na
margem gengival vestibular (area receptora; periodo final).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das amostras de mucosa palatina (area do adora; periodo inicial) e

do enxerto gengival marginal (area receptora; perio  do final):

Foram selecionados para este estudo 3 (trés) pacientes que procuraram
tratamento nas clinicas da Disciplina de Periodontia, do Departamento de Protese,
da Faculdade de Odontologia de Bauru, da Universidade de S&o Paulo (FOB-USP).
O tamanho da amostra foi estipulado conforme a literatura presente (OUHARA et al.,
2012) e também sob a orientacéo de um estaticista. Os pacientes foram submetidos
a anamnese, exame clinico periodontal e radiografico. Foram incluidos no estudo
pacientes com idade entre 28 e 50 anos, que precisavam de procedimentos
cirdrgicos para recobrimento radicular em &reas com auséncia de mucosa
ceratinizada, com a necessidade de criar uma faixa de gengiva ceratinizada, tanto
em quantidade como em qualidade, em uma primeira fase cirargica a partir de um
enxerto gengival livre, epitélio-conjuntivo (Figura 1) (SULLIVAN & ATKINS, 1968), e
uma segunda fase com o procedimento de deslize coronal para o recobrimento
radicular em si (Figura 2), e que apresentavam condi¢cdes de saude sem nenhuma
complicacdo sistémica que contraindicasse procedimentos cirdrgicos. Os critérios de
exclusdo compreenderam o ndo consentimento dos pacientes quanto a participacao
neste estudo, a presenca de doencga autoimune, diabetes mellitus, desordem
pulmonar, renal ou cardiorrespiratoria, doencas hematoldgicas, neoplasias, hepatite,
usuarios de drogas, que tivessem passado por tratamentos de quimioterapia,
radioterapia ou terapia imunossupressora, que foram submetidos a transplante,
fumantes ou que foram submetidos a algum tratamento nutricional.

A biépsia da mucosa palatina (periodo inicial), no tamanho de 3x3mm, foi
obtida imediatamente ap0s a remocdo de um enxerto da area doadora palatina,
correspondente a regido de pré-molares, durante cirurgia de enxerto gengival livre,
epitélio-conjuntivo. Essa bidpsia foi removida do lado do enxerto mais distante da
margem gengival (aproximadamente 9-10 mm distante da margem). Bidpsias do
enxerto gengival marginal (area receptora - gengiva marginal enxertada saudavel —

periodo final) foram obtidas da margem do tecido enxertado desses mesmos
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doadores em uma segunda etapa cirargica, apés 4 meses, na fase de cirurgia para
recobrimento radicular, através do reposicionamento coronal do retalho, associado
ao enxerto de tecido conjuntivo subepitelial, com ancoragem do retalho na regiao
papilar (procedimento padrdo da técnica cirargica). A autorizacdo para as biopsias
foram formalizadas para os pacientes em documento especifico devidamente
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOB/USP. As bidpsias colhidas
foram armazenadas imediatamente em meio para cultura de células — Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, Invitrogen Corporation, Califérnia, EUA)
com 20% de SBF (Soro Bovino Fetal). Os tecidos coletados foram picotados, com
auxilio de tesoura para tecido e lamina de bisturi nimero 15c, no menor tamanho
possivel, para o cultivo dos fibroblastos pela técnica de explants e imersos
separadamente (mucosa palatina doadora e enxerto gengival marginal receptora)
em meio de cultura DMEM suplementado com 20% de SBF acondicionado numa

placa de Petri de 100x10mm (diametro x altura) e mantido a 37°C e 5% de CO..




Material e Métodos 43

Figura 1 (A-F) — Imagens de um dos casos clinicos da fase inicial, referente a cirurgia de EGL para
criacdo de MC. A — imagem vestibular inicial do caso clinico, mostrando a area a ser submetida ao
procedimento cirtrgico, correspondente ao dente 24 que exibia a margem gengival tracionada pela
inser¢do alta de um freio. B — confec¢é@o do leito receptor. C — remocado do enxerto livre, epitélio-
conjuntivo, a partir do qual a bidpsia foi obtida para cultivo dos fibroblastos. D — Enxerto suturado no
leito receptor. E — Pés-operatdrio apds 10 dias. F — pds-operatorio apos 30 dias.
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Figura 2 (A-H) — Imagens de um dos casos clinicos da fase final, referente a cirurgia de recobrimento
radicular. A — imagem vestibular do caso inicial apés 120 dias. B — confeccéo do leito receptor, sem
incisdes relaxantes. C — remocao da bidpsia do enxerto da margem gengival, a partir da qual os
fibroblastos foram cultivados. D — lavagem da bidpsia para remog¢&o da maior quantidade possivel de
sangue (0 mesmo passo foi realizado na fase inicial). E — armazenamento imediato da biépsia em
DMEM suplementado com 20% de SBF. F — remocéo do enxerto de tecido conjuntivo do palato. G -
retalho suturado. H — pds-operatorio apos 30 dias.
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4.2 Cultura de fibroblastos:

As células foram obtidas pelo método de explante. Os tecidos provenientes de
mucosa palatina (periodo inicial) e enxerto gengival marginal (periodo final) foram
picotados com lamina de bisturi n°15¢ (BD, S&o Paulo, Brasil), permanecendo
imersos em meio de cultura DMEM suplementado com SBF 20% (Invitrogen,
Califérnia, EUA), penicilina 100mg/mL, estreptomicina 100ug/mL e anfotericina B
0,5mg/mL (Invitrogen, Califérnia, EUA). Os fragmentos foram centrifugados,
armazenados em novo meio de cultura e mantidos na incubadora a 37°C e a 5% de
CO,. As culturas foram mantidas até que os fibroblastos alcancassem confluéncia,
com troca de meio a cada 2-3 dias. ApOs confluéncia, os fibroblastos foram
tripsinizados e utilizados entre a 4® e 8% passagem (MORANDINI et al., 2010;
MORANDINI et al., 2011).

4.3 Estimulacdo dos fibroblastos de mucosa palatina e do enxerto gengival
marginal por LPS de Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli:

As células foram distribuidas em duplicata de acordo com os grupos (controle,
LPS de Pg e de Ec) em uma placa de 24 pocos na concentracéo de 2x10* células
por poco e mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO,, durante 18h, para
propiciar a adeséo. O meio de cultura contendo 1ug/mL de LPS de Pg e 1pg/mL de
LPS de Ec (Invivogen, San Diego, Califérnia), conforme protocolos ja descritos na
literatura (SUGIYAMA et al., 2000; MORANDINI et al., 2010), foi adicionado aos
pocos. Foram empregados os tempos experimentais de 24 e 48 horas.

4.4 Avaliagdo da viabilidade celular através de ens aio colorimétrico com
brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazolil-2,5-difeniltetraz ~ 6lio (MTT; Molecular Probes,
Life Technologies, Eugene OR):

Para analise da viabilidade celular, a partir da atividade enzimatica apos a
estimulacéo, todos os pocgos foram lavados com PBS 1x para que o MTT pudesse
ser incorporado aos grupos (controle, LPS de Pg e LPS de Ec) da placa e esta foi
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incubada por 4 horas a 37°C com 5% de CO,. Apés o periodo de incubacéo, a placa
foi centrifugada (a 200 rcf, durante 7 minutos a uma temperatura de 21°C) e toda
solucdo removida para adicdo de dimetil sulfoxido (DMSO; Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO). Em uma nova placa de 96 pocos, todos os grupos foram distribuidos em
duplicata para a realizagdo da leitura a 570 nm em leitor de microplacas (Fluostar

Optima, BMG Labtech, Ortenberg, Germany).

4.5 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA):

A secrecao de IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, TGF-B, VEGF e CXCL16
soluvel foram quantificadas no sobrenadante das células usando o método de
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Placas de 96 pocos foram incubadas com
anticorpos de captura anti- IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, TGF-B, VEGF e CXCL16
diluidos em tampdo PBS 1x. Apo6s 18h, as placas foram lavadas com tampao de
lavagem PBS tween 20 a 0,05% e bloqueadas durante 1 hora, em temperatura
ambiente, com solucdo para bloqueio de PBS BSA 1%. As placas, ap0s terem sido
lavadas, foram incubadas com os sobrenadantes das células ou com quantidades
conhecidas de IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1a/CCL3, TGF-3, VEGF e CXCL16
recombinantes (curvas-padrédo), durante 18h a 4°C. Apds este periodo, as placas
foram lavadas e incubadas com anticorpo de deteccdo para cada alvo, durante 2
horas, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e ap0s a incubagdo com
estreptavidina conjugada com peroxidase as placas foram novamente lavadas e o
substrato adicionado. De acordo com a mudanca de coloracdo a solugcéo de
paralisacdo de reacdo (acido sulfurico 2N) foi adicionada e a leitura realizada em
espectrofotometro (Synergy™ Mx Monochromator-Based Multi-Mode Microplate
Reader. BioTek Instruments, Inc.; Winooski, VT, EUA) ajustado para o comprimento
de onda de 450 nm. Os seguintes Kits de ELISA foram utilizados: para IL-6, IL-8 e
MIP-1a, R&D System (Minneapolis, MN, EUA), para TGF-[3, eBioscience (San Diego,
CA, EUA) e para VEGF e CXCL16, PeproTech (London, UK).
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4.6 Imunofluorescéncia:

Para confirmacdo da fenotipagem dos fibroblastos da mucosa palatina nao
marginal (periodo inicial) e de enxerto gengival marginal (periodo final), as células
foram semeadas em uma placa de 8 pocos, com 1x10* células por poco, e
incubadas a 37°C com 5% de CO, por 18h para se aderirem em subconfluéncia.
Posteriormente, os pogos foram divididos em grupos (controle, Pg LPS, Ec LPS e
controle negativo, o qual € sem o anticorpo primario), em duplicata, para estimulacao
das células. Apdés o periodo de incubagdo a 37°C com 5% de CO; por 18h, foi
realizada a fixacdo com paraformaldeido 4% (durante 15 minutos) e 0S pogos
lavados 3 vezes com PBS 1x e incubados com PBS BSA 3% (30 minutos em
temperatura ambiente), seguida da incubacdo com anticorpo monoclonal primario
para marcacdo de superficie de fibroblastos diluido a 1:100, concentragdo final
2ug/mL, anti-proteina humana de superficie de fibroblastos (FSP; ab 11333, Abcam,
Cambridge, UK), em temperatura ambiente por 1 hora. Apds este periodo, 0s pogos
foram lavados 3 vezes com PBS 1x e depois com PBS BSA 3% (15 minutos) e
incubados com o Anticorpo Secundario Fluorescein Anti-Goat IgG (H+L) (FI-5000;
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) na diluicdo de 1:200, por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds 5 lavagens com PBS 1x, 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 microscopio

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

4.7 Analise Estatistica:

A analise estatistica foi usada para avaliar a significancia estatistica das
diferencas intra e intergrupos, assim como as alteragcbes entre os periodos
experimentais (24h e 48h). Valores de P<0,05 foram considerados com indicativo de
significancia. A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0 (La Jolla, CA, EUA). As diferencas estatisticamente significativas foram
determinadas por meio da andlise de variancia a 1 critério (1 way-ANOVA) seguida
do teste de Tukey. Os resultados foram expressos como média e desvio-padréo.
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise da atividade enzimatica celular pelaté cnica do MTT:

Foi avaliada a viabilidade celular, nos tempos de 24 e 48h, nos grupos controle
(n&o estimulados) e testes (grupos estimulados com LPS de Pg e de Ec). No tempo
de 24hs, foi possivel observar que ndo houve diferenca estatisticamente significativa

entre os grupos testes e controle quanto a alteracdo da viabilidade celular
(Gréfico 1).
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Gréfico 1 - Andlise da atividade enzimética dos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal (area
doadora) pela técnica do MTT no tempo de 24hs (P<0,05).

J& apoés 48hs, o grupo teste estimulado com LPS de Ec mostrou diminui¢do
da viabilidade celular, enquanto o grupo teste estimulado com LPS de Pg nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle
(Gréfico 2).




54 Resultados

MTT 48h

2.5 *
—_ T
8 2.01
8
g 151
o
2 1.0
@
°
2 051
[
(@]

0.0 T

Controle Pg LPS Ec LPS

Gréfico 2 - Andlise da atividade enzimética dos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal (area

doadora) pela técnica do MTT no tempo de 48hs. (*) diferenga estatisticamente significativa, P<0,05.
Na analise comparativa da atividade enzimatica entre os tempos, pode-se

observar que houve diferenca estatisticamente significativa entre 24h e 48h para
todos os grupos (controle e estimulados) (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Comparagéo entre os grupos (controle, Pg LPS e Ec LPS) para analise da atividade
enzimatica dos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal (area doadora) pela técnica do MTT em
ambos os tempos de 24 e 48hs.
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5.2 Confirmacdo do fendtipo fibroblastico das célul as cultivadas por

imunofluorescéncia.

A marcacéo celular, com um conhecido marcador da superficie de fibroblastos,
foi realizada para confirmar a fenotipagem celular. Os fibroblastos foram analisados
por imunofluorescéncia em todos os grupos (controle, Pg LPS, Ec LPS e controle
negativo - da técnica/sem o anticorpo primario). Observou-se marcacao positiva para
todos os grupos (Figura 3), sendo que 0s grupos testes, estimulados por LPS de Pg
(Figura 3C) e de Ec (Figura 3B), mostraram-se com marcacao ligeiramente mais
pronunciada, principalmente o grupo com LPS de Pg. No controle negativo da
técnica (Figura 3D), o qual ndo recebeu o anticorpo primario, ndo foi detectada
fluorescéncia. Este resultado confirma a caracterizagdo das células cultivadas como

fibroblastos.

Figura 3. Confirmacéo do fenétipo fibroblastico das células ¢ ultivadas por Imunofluorescéncia,
em um aumento de 63x. (A) controle; (B) estimulado por LPS de Ec; (C) estimulado por LPS de Pg e
(C) controle negativo, nicleos marcados em azul (DAPI).
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5.3 Deteccédo da secrecao de IL-6, IL-8/CXCL8, MIP-1 a/CCL3, TGF-B, VEGF e
CXCL16 por fibroblastos provenientes da mucosa pala tina nao marginal
(periodo inicial) e por fibroblastos obtidos de enx ertos gengivais da margem
vestibular (periodo final) por meio de Ensaio Imuno  enzimético (ELISA).

A andlise mostrou que tanto os fibroblastos no periodo inicial (obtidos da
regido palatina ndo marginal) quanto os fibroblastos no periodo final (obtidos da
margem gengival apds 4 meses da realizacdo de EGL) apresentaram secrecao de
IL-6 com estimulos de LPS de Pg (Gréafico 4A; Tabela 1) e de Ec (Gréafico 4B;
Tabela 2), sendo que a secregdo estatisticamente significativa foi constatada no
tempo experimental de 48h tanto pelos fibroblastos no periodo inicial quanto no
periodo final com ambos os estimulos. Foi constatada secre¢cdo constitutiva pelos
fibroblastos ndo estimulados tanto no periodo inicial quanto no periodo final, no
entanto, a secre¢do para IL-6 foi maior pelos fibroblastos n&o estimulados no
periodo final do que pelos fibroblastos ndo estimulados no periodo inicial (Graficos
4, Ae B; Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 — Valores das duplicadas em pg/mL apés a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina IL-6 secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de
Pg.

INICIAL FINAL

24hC 48hC 24h 48h 24h C- 48h C- 24h- 48h-

1,41 6,00 283,15 586,82 | 55,99 89,49 296,41 412,88
1,41 549 291,14 567,78 | 49,19 96,12 212,93 382,79
8,38 20,79 277,20 283,83 | 86,09 112,44 215,65 407,44
1450 28,45 240,98 294,88 | 9595 112,78 228,23 400,98

Média 6,43a 15,18a 273,12bf 433,33cg|71,80de 102,71e 238,30f 401,029
DPM 6,31 11,34 22,17 166,49 | 22,72 11,75 39,31 13,09

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina ndao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Pg com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Pg com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Pg
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Pg com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).
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Tabela 2 — Valores das duplicadas em pg/mL apés a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina IL-6 secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de

Ec.
INICIAL FINAL
24h C 48h C 24h 48h 24h C- 48h C-  24h- 48h-
1,41 6,00 25,38 136,92 | 55,99 89,49 70,61 186,23
1,41 5,49 23,00 152,06 | 49,19 96,12 82,69 190,48
8,38 20,79 79,79 169,23 | 86,09 112,44 69,93 143,90
14,50 28,45 86,26 194,56 | 95,95 112,78 68,23 131,48
Média 6,43a 15,18a 53,6lacd 163,19be|71,80cd 102,71cd 72,87d 163,02e
DPM 6,31 11,34 34,08 24,73 22,72 11,75 6,62 29,74

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina nao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24H C = Controle inicial com 24horas; 48H C = Controle inicial com 48horas; 24H =
Estimulo inicial por LPS de Ec com 24horas; 48H = Estimulo inicial por LPS de Ec com 48horas; 24H
C- = Controle final com 24horas; 48H C- = Controle final com 48horas; 24H- = Estimulo final por LPS
de Ec com 24horas; 48H- = Estimulo final por LPS de Ec com 48h. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem

diferenca estatisticamente significativa;

significativa (P<0,05).

letras diferentes significam diferenca estatisticamente
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Gréficos 4 — Secrecdo de IL-6 no periodo inicial (fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal) e no
periodo final (fibroblastos do enxerto gengival marginal), com estimulacéo por LPS de Pg (A) e de Ec
(B). 24h C e 48h C = controle inicial, respectivamente nos tempos de 24h e 48h; 24h, 48h =
fibroblastos estimulados em 24h e 48h, respectivamente; 24h C- e 48h C- = controle final com 24h e

com 48h, respectivamente. P<0,05.
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No periodo inicial foi constatada secrecdo da quimiocina IL-8/CXCL8 pelos
fibroblastos estimulados por LPS de Pg, assim como pelos fibroblastos no periodo
final, porém sem diferenca estatisticamente significativa entre o0s tempos
experimentais (24h e 48h) e controle (ndo estimulados). No entanto, os fibroblastos
no periodo inicial, estimulados por LPS de Pg, apresentaram no tempo experimental
de 48h uma secrecao significativamente maior de IL-8/CXCL8 do que os fibroblastos
no periodo final nos tempos experimentais de 24h e 48h (Grafico 5A; Tabela 3).

Os fibroblastos estimulados com LPS de Ec no periodo inicial apresentaram
secrecao de forma significativa com 24h e 48h. Ja os fibroblastos n&o estimulados,
no periodo final, apresentaram secrecdo desta quimiocina, assim como 0s
fibroblastos estimulados por LPS de Ec, porém sem diferenca estatisticamente
significativa. Observou-se secrecdo semelhante de IL-8/CXCL8, sem diferenca
estatisticamente significativa, por fibroblastos no periodo inicial e no periodo final
(Gréfico 5B; Tabela 4). Os fibroblastos ndo estimulados no periodo inicial ndo
exibiram secrecédo para IL-8/CXCLS8, diferentemente dos fibroblastos no periodo final
gue exibiram secrecdo para essa citocina semelhante aos estimulados com LPS de
Ec.

Tabela 3 — Valores das duplicadas em pg/mL apés a leitura do ELISA, representando a quantidade da
quimiocina IL-8 secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de
Pg.

INICIAL FINAL

24h C 48hC 24h 48h 24h C- 48h C-  24h- 48h-

0,00 0,00 106529 1782,19 | 387,07 368,35 401,31 462,73
0,00 0,00 1032,39 1726,88 | 323,77 376,96 369,84 458,99
0,00 0,00 664,83 811,15 | 475,10 361,23 666,87 626,79
0,00 0,00 642,43 809,05 | 497,94 352,99 692,34 669,49

Média 0,00a 0,00a 851,23bc 1282,32b| 420,97c 364,88c 532,59c 554,50c
DPM 0,00 0,00 228,75 545,74 80,52 10,21 170,56 109,53

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina nao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Pg com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Pg com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Pg
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Pg com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).
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Tabela 4 — Valores das duplicadas em pg/mL apés a leitura do ELISA, representando a quantidade da
quimiocina IL-8 secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de
Ec.

INICIAL FINAL

24h C 48hC 24h 48h 24h C- 48h C-  24h- 48h-

0,00 0,00 372,89 598,32 | 387,07 368,35 611,06 377,34
0,00 0,00 371,49 428,20 | 323,77 376,96 449,63 320,78
0,00 0,00 164,26 369,39 | 475,10 361,23 182,19 278,83
0,00 0,00 302,88 369,39 |497,94 352,99 178,44 304,67

Média 0,00a 0,00a 302,88bc 441,33bc|420,97c 364,88c 355,33c 320,40c
DPM 0,00 0,00 98,02 108,27 | 80,52 10,21 212,57 41,70

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina ndao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Ec com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Ec com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Ec
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Ec com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).
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Gréficos 5 — Secrecgédo de IL-8 no periodo inicial (fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal) e no
periodo final (fibroblastos do enxerto gengival marginal), com estimulacéo por LPS de Pg (A) e de Ec
(B). 24h C e 48h C = controle inicial, respectivamente nos tempos de 24h e 48h; 24h, 48h =
fibroblastos estimulados em 24h e 48h, respectivamente; 24h C- e 48h C- = controle final com 24h e

com 48h, respectivamente. P<0,05.
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Quanto a secrec¢do de MIP-1a/CCL3, observamos que fibroblastos no periodo
inicial e no periodo final tiveram uma secrecdo constitutiva (pelas células nédo
estimuladas) sem diferenca estatisticamente significativa entre 24h e 48h. Na analise
intragrupos, ndo houve diferenca de secrecédo de MIP-1a/CCL3 entre as células nao
estimuladas e as células estimuladas, assim como entre os diferentes tempos
experimentais, para ambos os estimulos (Gréficos 6, A e B; Tabelas 5 e 6) com
excecao para as células no periodo final que secretaram significativamente mais
MIP-1a/CCL3 no tempo experimental de 48h do que os fibroblastos no periodo
inicial, mediante o estimulo por LPS de Pg (Gréfico 6A; Tabela 5).

Tabela 5 - Valores das duplicadas em pg/mL ap0s a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina MIP-1a/CCL3 secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por
LPS de Pg.

INICIAL FINAL

24hC 48hC 24h 48h | 24h C- 48h C- 24h- 48h-

7,57 8,06 11,43 12,39 8,33 13,13 7,64 6,95
7,57 4,68 10,95 6,61 4,90 4,21 9,01 24,10
11,43 2,76 22,03 2,76 19,30 6,27 17,24 46,72
0,00 0,00 19,62 6,13 15,18 2547 12,44 25,47

Média 6,64a 3,87a 16,0lab 6,97a | 11,9ab 12,2ab 11,58a 25,81b
DPM 4,79 3,39 5,65 4,00 6,51 9,59 4,28 16,29

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina nao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Pg com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Pg com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Pg
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Pg com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).
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Tabela 6 — Valores das duplicadas em pg/mL apés a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina MIP-1a secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de

Ec.
INICIAL FINAL
24h C 48h C 24h 48h 24h C- 48h C- 24h-  48h-
7,57 8,06 5,65 10,95 8,33 13,13 9,70 0,78
7,57 4,68 11,43 9,02 4,90 4,21 19,30 10,38
11,43 2,76 3,72 5,17 19,30 6,27 77,58 15,18
0,00 0,00 0,00 0,00 15,18 2547 14,50 15,18
Média 6,64a 3,87a  5,20a 6,28a | 11,93a 12,27a 30,27a 10,38a
DPM 4,79 3,39 4,77 4,83 6,51 9,59 31,78 6,79

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina ndao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Ec com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Ec com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Ec
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Ec com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem

diferenca estatisticamente significativa;

significativa (P<0,05).

letras diferentes significam diferenca estatisticamente
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Gréficos 6 — Secrecgdo de MIP-1a no periodo inicial (fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal) e
no periodo final (fibroblastos do enxerto gengival marginal), com estimulacao por LPS de Pg (A) e de
Ec (B). 24h C e 48h C = controle inicial, respectivamente nos tempos de 24h e 48h; 24h, 48h =
fibroblastos estimulados em 24h e 48h, respectivamente; 24h C- e 48h C- = controle final com 24h e

com 48h, respectivamente. P<0,05.
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J& em relacdo ao mediador TGF- B, os fibroblastos no periodo inicial ndo
apresentaram nenhuma secre¢ao, nem mesmo quando estimulados por LPS de Pg
e de Ec. Entretanto, no periodo final os fibroblastos apresentaram aumento da
secrecdo de TGF-B, porém sem diferenca estatisticamente significativa entre os
estimulados e os ndo estimulados (controles 24h e 48h) tanto para LPS de Pg

guanto para Ec (Gréficos 7, A e B).

Tabela 7 - Valores das duplicadas em pg/mL ap0s a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina TGF-B secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de
Pg.

INICIAL FINAL

24h C 48h C 24h  48h | 24h C- 48h C-  24h- 48h-

0,00 0,00 0,00 0,00 | 341,76 317,14 288,57 504,29
0,00 0,00 0,00 0,00 | 176,27 119,14 181,20 231,44
0,00 0,00 0,00 0,00 | 348,66 395,94 316,15 228,48
0,00 0,00 0,00 0,00 | 166,42 305,31 135,89 204,84

Média 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a |258,28b 284,38b 230,45b 292,26b
DPM 0,00 0,00 0,00 0,00 | 100,50 117,28 85,81 141,85

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina ndao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Pg com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Pg com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Pg
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Pg com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).
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Tabela 8 - Valores das duplicadas em pg/mL ap0s a leitura do ELISA, representando a quantidade da
citocina TGF-B secretada no sobrenadante dos fibroblastos cultivados mediante estimulo por LPS de

Ec.
INICIAL FINAL
24h C 48h C 24h  48h | 24h C- 48h C-  24h- 48h-
0,00 0,00 0,00 0,00 | 341,76 317,14 327,97 236,36
0,00 0,00 0,00 0,00 | 176,27 119,14 84,66 323,05
0,00 0,00 0,00 0,00 | 348,66 395,94 298,42 135,89
0,00 0,00 0,00 0,00 | 166,42 305,31 299,40 216,66

Média 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

DPM 0,00 0,00 0,00

0,00

258,28b 284,38b 252,61b 227,99b

100,50

117,28

112,80 76,85

Inicial = fibroblastos da mucosa palatina ndao marginal; final = fibroblastos do enxerto gengival
marginal; 24h C = Controle inicial com 24horas; 48h C = Controle inicial com 48horas; 24h = Estimulo
inicial por LPS de Ec com 24horas; 48h = Estimulo inicial por LPS de Ec com 48horas; 24h C- =
Controle final com 24horas; 48h C- = Controle final com 48horas; 24h- = Estimulo final por LPS de Ec
com 24horas; 48h- = Estimulo final por LPS de Ec com 48horas. DPM = desvio padrdo da média.
Valores referentes as duplicatas de dois experimentos independentes. Letras iguais significam sem
diferenca estatisticamente significativa; letras diferentes significam diferenca estatisticamente

significativa (P<0,05).
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Gréficos 7 — Secrecao de TGF-B no periodo inicial (fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal) e
no periodo final (fibroblastos do enxerto gengival marginal), com estimulacao por LPS de Pg (A) e de
Ec (B). 24h C e 48h C = controle inicial, respectivamente nos tempos de 24h e 48h; 24h, 48h =
fibroblastos estimulados em 24h e 48h, respectivamente; 24h C- e 48h C- = controle final com 24h e
com 48h, respectivamente. P<0,05.

N&o foi detectada a secrecdo de VEGF e nem de CXCL16 no sobrenadante
dos fibroblastos cultivados quando estimulados e até quando néo estimulados por
LPS de Pg e de Ec, tanto no periodo inicial quanto no periodo final.
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6 DISCUSSAO

Os fibroblastos sédo as células predominantes no tecido conjuntivo do
periodonto (BARTOLD et al., 2000), estando envolvidas na reposta imune do
hospedeiro, pois estdo entre as primeiras células encontradas em infec¢cbes
periodontais, sendo estimuladas a liberar citocinas inflamatérias (BRUNNER et al.,
2010). Como os fibroblastos ndo constituem um grupo celular Unico entre as
diferentes regides anatdbmicas (HOSOKAWA et al., 2005; UEHARA & TAKADA et al.,
2007; MORANDINI et al., 2011, 2012; SCHERES et al., 2011) e como 0 processo de
inflamacé&o n&o ocorre por igual em todos os tecidos conjuntivos do organismo,
torna-se interessante conhecer a sua participacdo nos fenémenos inflamatérios e
imunoldgicos, por serem células capazes de produzir citocinas e quimiocinas
(TAMURA et al., 1992), além de mediadores do reparo (NISHI et al., 2010; AGIS et
al., 2011).

A escolha da utilizagdo do estimulo com LPS de Porphyromonas gingivalis
neste trabalho deu-se a importdncia que esse microrganismo possui na
etiopatogenia da doencga periodontal, visto que a severidade da doenca periodontal
se da, principalmente, pelas bactérias do complexo vermelho, sendo a
Porphyromonas gingivalis uma das constituintes deste complexo e uma das mais
comprometedoras para a ocorréncia e evolugao da periodontite (DARVEAU et
al.,1997; OFFENBACHER et al., 2007, 2008). O destaque que esse microrganismo
recebe se da pelo fato de ser a espécie oportunista mais apta a causar periodontite,
além da capacidade que possui em secretar uma variedade de proteases
extracelulares, que proporcionam o aumento da permeabilidade vascular, resultando
em aumento do fluxo do fluido crevicular gengival, proporcionando assim uma rica
fonte de nutrientes para a placa subgengival (DARVEAU et al., 1997, 2012;
HAJISHENGALLIS et al., 2012). J4 a escolha do estimulo com LPS de Escherichia
coli, foi feita por este se tratar de um estimulo potente (JONES et al., 2010),
induzindo a expressédo de citocinas, funcionando no presente estudo como uma
referéncia de estimulacdo para secrecdo de citocinas e mediadores de reparo. A
concentracdo de lpg/mL de LPS, de ambas as espécies bacterianas, foi utilizada

por ndo ser uma concentracao alta demais, capaz de comprometer a viabilidade
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celular, mas o suficiente para induzir a expressao de citocinas e mediadores de
reparo pelos fibroblastos, de acordo com as concentragfes utilizadas em estudos
prévios (SUGIYAMA et al., 2000; MORANDINI et al., 2010; MORSCZECK et al.,
2012; MORANDINI et al., 2012, 2012) .

Devido a importancia que os fibroblastos possuem na reposta inflamatéria as
bactérias patogénicas da cavidade oral, as quais Sao cruciais para O
desenvolvimento da periodontite, e como os diferentes “tipos” de fibroblastos podem
responder a esses patdgenos de forma distinta (MORANDINI et al., 2010, 2011),
torna-se valido avaliar comparativamente a resposta de fibroblastos da area palatina
ndo marginal, onde ndo havia contato intimo com estimulos agressores bacterianos
da doenca periodontal, com a resposta dos fibroblastos do tecido gengival palatino
enxertado na area marginal vestibular (pela realizacdo de enxerto gengival livre,
epitélio-conjuntivo), onde os estimulos agressores bacterianos da doenca periodontal
estao presentes, a partir da estimulacao por LPS de Pg e de Ec para a mensuragéo
da secrec¢dao de citocinas e mediadores do reparo.

Os dados do presente estudo mostraram, em relacdo a atividade enzimatica
para analise da viabilidade celular, que ndo houve morte celular com os estimulos
utiizados nos tempos experimentais de 24h e 48h, porém as células se
comportaram de maneira diferente quando os tempos experimentais foram
comparados, com uma maior atividade enzimatica dos fibroblastos no tempo de 48h.
Uma explicagdo para esse comportamento celular talvez esteja ligado ao aumento
da atividade metabdlica celular com passar do tempo de exposi¢cdo aos estimulos.

A caracterizacdo das células como fibroblastos, realizada através da
imunofluorescéncia, confirmou que o protocolo utilizado para a cultura celular no
presente estudo foi efetivo para selecionar os fibroblastos como as uUnicas células
em crescimento. Pode-se dizer que uma maior marcagdo dessas células
estimuladas por LPS de Pg e de Ec ocorreu em razdo de uma maior atividade
metabdlica dessas células que produziram mais proteinas devido a estimulacédo. As
células do controle negativo da técnica nao tiveram os seus citoplasmas marcados
porque o anticorpo primario ndo foi utilizado e o anticorpo secundario recebido nao
marcou nenhum outro citoplasma, confirmando a especificidade do anticorpo.

Os dados do presente trabalho mostraram que tanto os fibroblastos da
mucosa palatina ndo marginal quanto os fibroblastos do enxerto gengival marginal

secretaram de forma semelhante a citocina IL-6 quando estimulados por LPS de Pg
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e de Ec. Estudos prévios (KOKA et al., 1997; EKHLASSI et al., 2008; MORANDINI
et al., 2010; SCHERES et al., 2010; HERATH et al., 2011) mostraram que quando
fibroblastos se encontravam expostos a estimulos bacterianos, como LPS,
apresentavam uma expressao significativa de IL-6, evidenciando a importancia que
essa citocina possui na resposta imune e inflamatoria do hospedeiro na periodontite.

Observou-se também, no presente estudo, que a secrecdo de IL-6 esteve
aumentada no tempo experimental de 48h para ambas as fontes de fibroblastos.
Pode-se supor que isso ocorreu porque o0 sinal para a secrecdo efetiva dessa
citocina aumenta com o0 tempo de exposicdo ao estimulo; entretanto esse sinal
“demorado” n&o significa uma facilitacdo de colonizacdo pelos microrganismos, ja
gque uma secrecdo prévia dessa citocina (constatada no controle e no tempo
experimental de 24h) foi observada apesar de ter sido em baixas concentragdes.

Houve no atual estudo uma secrecdo constitutiva de IL-6 tanto pelos
fibroblastos ndo estimulados provenientes da mucosa palatina ndo marginal quanto
pelos fibroblastos obtidos do enxerto gengival marginal, no entanto, essa secrecao
foi estatisticamente significativa pelos fibroblastos do enxerto gengival marginal. O
estudo de Scheres et al. (2010) mostrou que os fibroblastos gengivais nao
estimulados secretaram e expressaram mais mRNA para IL-6 do que os fibroblastos
do ligamento periodontal. Pode-se sugerir que a maior secrecéo de IL-6, no presente
estudo, pelos fibroblastos ndo estimulados obtidos do enxerto gengival marginal
esteja talvez relacionada com um contato mais contundente desses fibroblastos com
patégenos provenientes da placa bacteriana.

Quanto a secrecdo da quimiocina IL-8/CXCL8, os dados mostraram que 0s
fibroblastos provenientes da mucosa palatina ndo marginal se comportaram de
maneira diferente apds terem sido enxertados na area gengival marginal, quando
estimulados por LPS de Pg e de Ec. Os fibroblastos da mucosa palatina nao
marginal sé secretaram IL-8/CXCL8 quando foram estimulados pelos LPSs
bacterianos. Quando enxertados na area gengival marginal apés 4 meses (periodo
final), os fibroblastos ndo estimulados ja apresentaram secrecdo para esta
guimiocina, mesmo nao estimulados por LPS. Talvez isso possa ser uma expressao
do contato com fatores de viruléncia bacterianos que essas células ja tiveram na
area marginal periodontal. Por outro lado, quando estimulados por LPS de Pg essa
secrecdo no periodo final foi menor do que a secrecdo do periodo inicial, tanto com
24h como com 48h. Quando estimulados por LPS de Ec, os fibroblastos da mucosa
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palatina ndo marginal e os fibroblastos enxertados na area gengival marginal nao
diferiram quanto a secrec¢éo de IL-8/CXCL8. Estudos prévios (TAMURA et al., 1992;
ARA et al., 2009; SCHERES et al., 2010; HERATH et al., 2011; MORANDINI et al.,
2011) mostraram que os fibroblastos, quando estimulados por LPS, sdo capazes de
produzir IL-8, sendo que fibroblastos de regibes anatdbmicas diferentes apresentam
uma heterogeneidade quanto ao perfil de secre¢éo dessa quimiocina (SCHERES et
al., 2010), corroborando com os resultados para LPS de Pg do presente estudo.

Os resultados deste estudo mostraram que os fibroblastos se comportaram de
maneira diferente mediante os estimulos utilizados, com maior secrecdo de IL-
8/CXCLS8 pelo estimulo de Pg. Esse achado ndo vai de encontro com os resultados
de estudos prévios (IMATANI et al., 2001; JONES et al., 2010), os quais mostraram
gue uma quantidade maior de citocinas, como IL-6 e IL-8/CXCLS8, foi secretada
guando fibroblastos gengivais foram estimulados por LPS de Ec do que por
LPS de Pg.

Os resultados do presente estudo também mostraram que os fibroblastos que
normalmente ndo entram em contato direto com produtos bacterianos da doenca
periodontal, € que tiveram uma secrecdo maior de IL-8/CXCL8 quando estimulados
por LPS de Pg no tempo de 48h, talvez pelo fato de normalmente ndo serem (area
ndo marginal) submetidos a esses estimulos e, quando do estimulo, essas células
acabam por secretar maiores concentragdes desta quimiocina.

A secrecdo em menores concentragcdes de IL-8/CXCL8 pelos fibroblastos
estimulados por LPS de Pg obtidos de enxerto gengival marginal pode indicar que
essas células normalmente j& possuem um estagio ativo de secrecdo, que talvez
possa ser modificado pelo contato com outras células e outras citocinas na area
marginal do periodonto, modulando o processo de secrecdo. Tanto que oS
fibroblastos ndo estimulados do enxerto gengival marginal apresentaram secrecéo
de IL-8/CXCLS8, enquanto os fibroblastos n&o estimulados da mucosa palatina néo
marginal ndo secretaram essa quimiocina, pressupondo-se que, devido a sua
localizacdo anatbmica, entram em contato mais facilmente com patdgenos
periodontais. Este resultado pode ser justificado pelos resultados do estudo de
Scheres et al. (2010), o qual mostrou que os fibroblastos gengivais ndo estimulados
secretaram e expressaram mais mMRNA para IL-6 do que os fibroblastos do
ligamento periodontal, sugerindo que os fibroblastos gengivais possuem um maior

estado de atividade por serem mais suscetiveis de entrarem em contato com
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patégenos periodontais. Pode-se sugerir que essa heterogeneidade quanto ao perfil
de secrecao de IL-8/CXCLS8, no presente estudo, talvez ocorra pela influéncia que o
meio exerce sobre o comportamento de secrecdo de mediadores celulares por
fibroblastos de um tecido gengival transplantado que passa a se adaptar e a se
proliferar em uma nova regido anatomica.

Os dados mostraram que quando os fibroblastos provenientes da mucosa
palatina ndo marginal sdo enxertados na area gengival marginal mantém o mesmo
perfil de secreg¢do constitutiva para a citocina MIP-1a/CCL3 na auséncia de
estimulagdo bacteriana. Quando essas células passaram a ser sensibilizadas por
subprodutos bacterianos, como o LPS, elas continuaram a secretar MIP-1a/CCL3,
sendo que os fibroblastos obtidos do enxerto gengival marginal apresentaram uma
secrecdo mais efetiva com diferenca estatisticamente significativa no tempo
experimental de 48h do que os fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal quando
sensibilizados por LPS de Pg, exibindo um possivel aumento de expressao tempo-
dependente pelos fibroblastos do enxerto gengival marginal. Uma maior secrecao de
MIP-1a/CCL3 pelos fibroblastos da area marginal, talvez seja pelo fato de ja
sofrerem uma estimulacdo prévia na area marginal pela placa bacteriana presente
no sulco, mesmo em tecidos clinicamente saudaveis e aptos a responderem a um
novo estimulo.

O estudo de Morandini et al. (2010) mostrou que os fibroblastos analisados,
gengivais e de ligamento periodontal, comportaram-se de maneira diferente quanto
ao perfil de secrecdo de MIP-1a/CCL3, SDF-1 e IL-6 quando estimulados por LPS
de Pg, sendo que a maior secrecdo de MIP-1a/CCL3 foi detectada em baixas
concentragdes, 0,1ug/mL, do LPS de Pg, que aumentou ao longo do tempo, porém
na concentracdo de 1pg/mL, que foi a mesma utilizada no presente estudo, essa
secrec¢do ndo se mostrou tempo-dependente. Ja os resultados do estudo de Ryu et
al. (2007) mostraram que os fibroblastos gengivais ndo secretaram e nem tiveram
expressdo génica para MIP-1a/CCL3 mediante estimulos com IL-1B, LPS de Pg e de
Aa. Essa expressédo foi somente detectada de forma significativa na camada basal
epitelial de tecido gengival inflamado.

Talvez a secrecao constitutiva de MIP-1a/CCL3 pelos fibroblastos no presente
estudo possa ter ocorrido por se tratar de cultura de células provenientes de tecidos
clinicamente sadios. No estudo de Garlet et al. (2003) niveis de MIP-1a/CCL3 foram

constitutivamente baixos ou ausentes em tecidos periodontais sadios, sem
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inflamacéo, porém se mostraram elevados em biopsias de tecidos gengivais de
pacientes com periodontite cronica e principalmente agressiva.

Quanto a secrecdo de TGF-3, os fibroblastos cultivados da mucosa palatina
nao marginal e os fibroblastos obtidos do enxerto gengival marginal exibiram um
comportamento muito diferente. Os fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal
nao apresentaram nenhuma secrecdo desta citocina, nem mesmo frente aos
estimulos utilizados (LPS). Ja os fibroblastos do enxerto gengival secretaram TGF-3,
mesmo néo tendo diferencga significativa entre os estimulados e ndo estimulados. O
estudo de Yamaji et al. (1995) que investigou os efeitos de LPS de Pg e de Ec na
expressdo génica e na producdo de citocinas inflamatérias de fibroblastos do
ligamento periodontal examinadas por ensaio de Northern (RNA blot) e ELISA,
mostrou que fibroblastos do ligamento periodontal expressaram TGF-, porém sua
producédo n&o foi influenciada por LPS bacteriano, sugerindo que o TGF-B se
acumula nas les@es inflamatoérias, suprimindo a fungéo imune das células, mas sem
levar & destruigdo tecidual por estimulagdo com LPS bacteriano. Ja o estudo de
Morandini et al. (2011), que teve como objetivo quantificar e comparar a secre¢ao de
TGF-B, IL-8 e IL-10 por fibroblastos do ligamento periodontal e gengivais,
estimulados por LPS de Pg, verificou que a secrecdao de TGF-B dependeu da
concentragcdo do estimulo, principalmente pelos fibroblastos gengivais, sendo
significativamente maior quando desafiados por 10ug/mL de LPS, enquanto que a
concentragdo de 1 pg/mL, que foi a mesma utilizada no presente estudo, n&o
mostrou diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.

Essa diferenca quanto ao perfil de secrecao do TGF-B entre os fibroblastos do
presente estudo, talvez possa indicar que os fibroblastos tiveram seu
comportamento secretor influenciado pelo meio quando passaram a se adaptar em
uma nova regido anatdbmica, apresentando um estado mais ativo das células do
enxerto gengival marginal, uma vez que estes fibroblastos sdo mais suscetiveis a
entrar em contato com os subprodutos de patdégenos da doenca periodontal. Além
disso, a maior secrecdo de TGF-B, ja que esta diretamente relacionada ao reparo
tecidual, pode ter ocorrido pela continua necessidade de reparo de possiveis
alteracdes que a microbiota do sulco possa induzir por sua presenca constante ou
ainda para suprir a necessidade de reparacao apés o tecido ser enxertado, mesmo
apos 4 meses.
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Os resultados mostraram que nem os fibroblastos da mucosa palatina nao
marginal e nem os fibroblastos enxertados na area gengival marginal secretaram
VEGF e CXCL16 frente aos estimulos utilizados. Ja o estudo de Sakoda et al. (2012)
mostrou que fibroblastos gengivais secretaram VEGF via TGF-B1 e FGF-2 quando
estes foram estimulados por um derivado de matriz de esmalte. O VEGF esta
relacionado também a etiologia da doencga periodontal pela capacidade de aumentar
a permeabilidade vascular, o que contribui para o aumento e extensdo da
inflamacéo, permitindo que mediadores inflamatorios sejam liberados por células do
tecido inflamado, favorecendo assim a formacao de novos vasos (JOHNSON et al.,
1999). Estudos mostraram (SUTHIN et al., 2003; NUNEZ et al., 2010) que
fibroblastos gengivais humanos estimulados por LPS, vesiculas e proteinas da
membrana extracelular de Pg e de Aa foram capazes de produzir VEGF,
principalmente e de forma significativa quando estimulados com vesiculas e
proteinas da membrana extracelular.

No estudo de Abel et al. (2004) foi possivel verificar que a expressdo de
CXCL16 foi induzida por outras citocinas, como IFN-gamma e TNF-a, e a sua
secrecdo mediada por um receptor de membrana, ADAM 10, que regula a funcéo de
CXCL16 nos tecidos inflamados. O estudo de Hosokawa et al. (2007) que através de
analise de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) e imuno-histoquimica também
revelou que CXCL16, assim como seu receptor CXCR6, foram expressos por
fibroblastos gengivais em tecidos periodontais doentes, sendo que a expressao de
CXCL16 foi controlada por diversas citocinas, como IL-13, TNF-a e IFN-gama. Pode-
se especular que a secrecdo de CXCL16 nao foi detectada no atual estudo porque
os fibroblastos foram estimulados apenas por LPS bacteriano e talvez a acéo de
outras citocinas ou outros estimulos seja necesséaria para que os fibroblastos
secretem CXCL16.
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7 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢cfes que este trabalho foi realizado, pode-se concluir
que:

Parece que os fibroblastos provenientes de uma mucosa palatina néo
marginal se adaptam as novas condi¢des locais quando enxertados na area gengival
marginal, mostrando diferenca no perfil de secre¢cdo de mediadores inflamatérios

importantes para o processo de homeostasia do periodonto marginal.

Especificamente:

» Para a citocina IL-6, os fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal
mantiveram o mesmo perfil de secrecdo quando enxertados na area

gengival marginal;

» Para MIP-1a a secrecdo se mostrou aumentada de forma estatisticamente
significativa pelos fibroblastos obtidos do enxerto gengival marginal apés
48h de estimulo por Pg em comparacdo com os fibroblastos da area

palatina ndo marginal.

* A secrecao de IL-8 pelos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal foi
maior em resposta ao desafio por LPS de Pg. Entretanto, os fibroblastos
obtidos do enxerto gengival marginal exibiram secrecdo até mesmo sem o

estimulo de LPS.

» Apenas os fibroblastos do enxerto gengival marginal apresentaram

secrecdo de TGF-3, mesmo na auséncia de estimulo por LPS.

* A secrecdo de VEGF e CXCL16 né&o foi detectada pelos fibroblastos

analisados.
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Assim, a resposta heterogénea do perfil de secrecdo de mediadores da
inflamacéo e do reparo pode significar que esses fibroblastos que passaram a
ocupar e a se proliferar em uma nova regido anatbmica (margem gengival), através
de enxertia tecidual, possam ter sido influenciados pelo meio a partir do momento
em que entraram em contato de forma contundente com produtos bacterianos de
agentes patogénicos, participando mais efetivamente no contexto da resposta

inflamatoéria.
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ANEXO A — Tabela referente a analise da atividade enzimatica dos fibroblastos da
mucosa palatina (area doadora) pela técnica do MTT no tempo de 24hs. P<0,05. Os

valores correspondem a densidade 6ptica (DO) das amostras.

Controle LPS Pg LPS Ec

1,321 1,364 1,547

1,355 1,465 1,54

1,167 1,451 1,309

1,18 1,446 1,332

1,435 1,522 1,488

1,436 1,546 1,479

MEDIA 1,32 1,47 1,45
DPM 0,12 0,06 0,10

ANEXO B — Tabela referente a analise da atividade enzimatica dos fibroblastos da
mucosa palatina ndo marginal (area doadora) pela técnica do MTT no tempo de
48hs. P<0,05. Os valores correspondem a densidade 6ptica (DO) das amostras.

Controle LPS Pg LPS Ec

2,261 2,182 2,088

2,176 2,097 2,124

2,124 2,129 1,999

2,159 2,117 1,897

2,359 2,085 2,085

2,33 2,109 1,938

MEDIA 2,23* 2,12 2,02*
DPM 0,097 0,034 0,092

(*) diferenca estatisticamente significativa.

ANEXO C - Tabela referente a analise comparativa entre grupos da atividade
enzimatica dos fibroblastos da mucosa palatina ndo marginal (area doadora) pela
técnica do MTT em ambos os tempos de 24 e 48hs. P<0,05. Os valores
correspondem a densidade éptica (DO) das amostras.

Controle LPS Pg LPS Ec Controle LPS Pg LPS Ec

1,321 1,364 1,547 2,261 2,182 2,088

1,355 1,465 1,54 2,176 2,097 2,124

1,167 1,451 1,309 2,124 2,129 1,999

1,18 1,446 1,332 2,159 2,117 1,897

1,435 1,522 1,488 2,359 2,085 2,085

1,436 1,546 1,479 2,33 2,109 1,938

MEDIA 1,32 1,47 1,45 2,23 2,12 2,02

DPM 0,12 0,06 0,10 0,10 0,03 0,09
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ANEXO D — Carta de aprovacdo do Comité de Etica.

Universidade de Sao Paulo

Faculdade de Odontologia de Bauru
Al Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 - Baure-5P - CEP 17012901 - CP. 73
PABX (OXX14)3235-8000 - FAX (0XX14)3223-4679

Comitd de Etica em Pesquesa (1432358356
e-mail; mlermarii fobusp, b

Processo n® 05572011
Bauru, 26 de maio de 3011,

Senhor Professor,

0 projeto de pesguisy ercaminbado a este Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos,
denominado “Avallagho comparativa do comportamento adaptatho de fibroblastos humanos
derivados de muoosa palatina e de dreas marginais periodontais submetidas a enxerto gengival livre",
de autoria de Fabiola Pontes Arevedo, que serd desenvelvido sob sua orientagho, foi enviado ao relator
para avaliagdo ¢ apreciado em reunido realizada no dia 25 de maio de 2011

0 CEP-FOB/USP considerou o projela APROVADD lembrando gue a condicio de aprovachio da pesquisa

propriamente dita EiIrEE O que sepue:

- qgue sejam encaminhados ao CEP-FOBSUISP relatdrios anuais sobre o andamento da pesguisa
{parciais & finais}, conforme o cronocgrama apresentado;

- que sejam notificados ap CEP-FOB/USP, com a devida justificative, qualguer modificagio na
metodologia efou titulo e 3 inclusdo ou exclusdo de autores,

- na apresentagio do relatério final, incluir todos os TCLEs efou termos de doacdo de dentes
devidamente assinados e rubricados,

{ ;
Atenciosamente, |
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Praf. Dr, H%jQﬁlugu;‘KE;kfum de Faria

L. %;. enad-of'\\,ﬁ__,

—

Prof. Dr. Sebasti§io Luis Aguiar Greghi

Cocente do Departaments de Departamento de Periodontia
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