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RESUMO 

Dentre os mecanismos da imunidade inata, os quais são importantes para a proteção 

da cavidade oral, podemos citar os peptídeos antimicrobianos e células fagocíticas como os 

neutrófilos. Os peptídeos antimicrobianos, LL-37 e -defensinas ou peptídeos de 

neutrófilos humanos (HNP 1-3) são produzidos por neutrófilos e têm ampla atividade 

contra bactérias, fungos e vírus envelopados, um mecanismo microbicida independente de 

oxigênio. Contudo, os neutrófilos também executam atividade antimicrobiana através da 

produção de óxido nítrico (NO) durante a fagocitose. Adicionalmente, estas células 

produzem diferentes citocinas em resposta aos patógenos. Sendo assim, os neutrófilos 

tornam-se importantes na resposta contra a doença periodontal, mas, não está bem descrito 

se há diferenças funcionais entre os neutrófilos de pacientes com periodontite e os de 

indivíduos saudáveis após estimulação destes com lipopolossacarídeo (LPS) de 

periodontopatógenos. Dessa forma, avaliamos os níveis de LL-37, HNP1-3, NO e citocinas 

no sobrenadante das culturas de neutrófilos de voluntários com e sem periodontite e 

estimulados com LPS de Porphyromonas gingivalis (Pg) e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (Aa) e Escherichia coli (Ec), bem como analisamos a expressão de 

RNAm, para esses peptídeos e citocinas nessas células. Nossos resultados demonstraram 

que neutrófilos de voluntários com periodontite estimulados com LPS de Aa expressaram 

maiores níveis de RNAm de LL-37, HNP 1-3 e IFN- , bem como produziram maiores 

quantidades de IL-12 e IFN-  quando comparados aos saudáveis. LPS de Pg e Ec 

aumentaram significativamente a expressão de HNP 1-3, IFN-  e IL-8, bem como a 

produção de LL-37, IL-12 e IFN- . Em contrapartida, neutrófilos de pacientes com 

periodontite produziram níveis reduzidos de NO e nenhuma diferença foi observada na 

expressão de IL-12 e na produção de HNP 1-3 entre ambos os grupos de voluntários 

estudados. Estes dados permitem concluir que neutrófilos de pacientes com periodontite 

respondem de forma mais intensa aos estímulos de LPS de bactérias periodontopatogênicas 

em comparação aos neutrófilos de voluntários com periodonto saudável.  

Palavras-chave: doença periodontal, LL-37, -defensina, óxido nítrico, citocinas, 

neutrófilos.
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ABSTRACT 

Among the innate mechanisms, which are essential for the oral cavity protection, we 

can include antimicrobial peptides and phagocytic cells such as neutrophils, as a major. 

Antimicrobial peptides, LL-37 and -defensins or human neutrophil peptides (HNP 1-3) are 

produced by neutrophils and have broad activity against bacteria, fungi and enveloped 

viruses, an oxygen-independent microbicidal mechanism. However, neutrophils also do 

antimicrobial activity through nitric oxide (NO) production in phagocytosis. Also, 

neutrophils produce special cytokines against pathogens. Thus, neutrophils are central in the 

periodontal disease response, but is unclear the functional differences between neutrophils 

from periodontitis and healthy volunteers pos-stimulation with periodopathogens 

lipopolossacarideo (LPS). Then, we studied of LL-37, HNP1-3, NO and cytokines levels in 

culture supernatants of cells from volunteers with or without periodontitis post 

Porphyromonas gingivalis (Pg), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) and 

Escherichia coli (Ec) LPS. We analyzed also peptides and cytokines expression in these 

cells. We show that neutrophils from periodontitis volunteers cultured with Aa LPS 

expressed higher LL-37, HNP 1-3 and IFN-  mRNA and produced more IL-12 and IFN-  

levels as the controls. Pg and Ec LPS notably improved the HNP1-3, IFN-  and IL-8 

expression and the LL-37, IL-12 and IFN-  secretion. But, neutrophils from periodontitis 

patients produced low NO levels and similar IL-12 mRNA and HNP 1-3 production in both 

the volunteers groups studied. Briefly, we can conclude that neutrophils from periodontitis 

patients respond more strongly than healthy neutrophils when stimulated with LPS 

periodontopathic bacterias. 

Keywords: periodontal disease, LL-37, -defensin, nitric oxide, cytokines, neutrophil. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A periodontite é uma doença inflamatória crônica de origem multifatorial que 

envolve presença de uma ampla variedade de espécies bacterianas no biofilme dental. 

Dentre as espécies, há algumas classificadas como periodontopatogênicas por estarem 

frequentemente associadas ao desenvolvimento da periodontite, a exemplos destas temos 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas gingivalis (Pg), entre 

outras (Slots & Ting 1999; Nishihara et al., 2004; Hajishengallis 2009). O desenvolvimento 

da periodontite também está associado ao estado imunológico do indivíduo, que, somado 

aos fatores genéticos e ambientais, hábitos de higiene oral, consumo de tabaco e álcool 

podem causar um aumento na suscetibilidade à doença (Enberg et al., 2001; Moimaz et al., 

2009). A progressão da periodontite resulta em destruição dos tecidos que suportam os 

dentes, incluindo ligamentos e ossos alveolares e, em casos mais avançados, ocorre a perda 

dos dentes acometidos (Flemmig 1999; Yücel et al., 2008). Adicionalmente, maiores 

prejuízos à saúde do paciente podem ser gerados em decorrência desta doença, como 

disfunções mastigatórias e aumento dos índices de problemas cardíacos como a doença 

coronariana cardíaca, devido ao intenso número de bactérias que podem disseminar-se 

através do biofilme por órgãos e/ou tecidos via corrente sanguínea (Johansson et al., 2006; 

Berent et al., 2010). 

A presença destes microrganismos nos tecidos do hospedeiro resulta na ativação de 

mecanismos imunológicos, como os desempenhados por células polimofonucleares como 
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os neutrófilos, por exemplo. Tais células possuem destacada capacidade de produzirem 

peptídeos antimicrobianos LL-37 e HNP 1-3, citocinas e óxido nítrico (NO) contra 

estímulos patogênicos. Está bem descrito na literatura que uma redução no número ou na 

função destas células resulta no desenvolvimento de intensa periodontite, ilustrando o 

importante papel dos neutrófilos na resposta contra esta doença periodontal. 

Diversos estudos sugerem que espécies bacterianas como Helicobacter pylori, 

Streptococcus spp, Mycobacterium tuberculosis, Fusobacterium nucleatum, Aa e Pg 

induzem diferentes mecanismos da resposta imunológica. Dentre estes podemos citar a 

expressão de RNA mensageiro (RNAm) e a produção de peptídeos antimicrobianos LL-37 

e -defensina, também chamada HNP 1-3. Ainda, há produção de quantidades 

representativas de diversas citocinas e NO, os quais podem exercer importantes atividades 

microbicidas contra os patógenos invasores. Das células do sistema imune que são ativadas 

e que respondem eficientemente aos estímulos bacterianos podemos citar as 

mononucleares, as polimorfonucleares, além de outras presentes em epitélios como as 

células epiteliais gástricas, respiratórias e gengivais.  

Segundo Hosokawa e colaboradores (2006), a síntese da catelicidina LL-37 parece 

ser elevada em culturas de células epiteliais gengivais estimuladas por determinadas 

bactérias orais. Porém, ainda não está muito bem elucidado como é a síntese desta 

catelicidina e das HNP 1-3 em neutrófilos isolados de pacientes com periodontite e 

estimulados com tais bactérias em comparação às mesmas células originárias de voluntários 

com periodonto saudável. Entretanto, a existência de diferenças nestes mecanismos 

microbicidas desempenhados pelos neutrófilos durante a periodontite poderia fornecer 
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maiores informações sobre a suscetibilidade de alguns indivíduos ao desenvolvimento desta 

doença.  
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

A destruição dos tecidos periodontais observada durante a periodontite pode ser 

controlada por diferentes mecanismos que compõem a resposta imune do hospedeiro. 

Dentre eles, destacamos o importante papel de células inflamatórias como os neutrófilos, 

que são os primeiros a serem recrutados para o foco infeccioso, exercendo diferentes 

formas de defesa contra microrganismos invasores (Lundy et al.,2005; Wahaidi et 

al.,2009).  

A migração de neutrófilos circulantes para tecidos inflamatórios é mediada por 

quimiocinas e seus receptores de superfícies, como o receptor de quimiocina cisteína-X-

citeína (CXCR1), o qual é expresso predominantemente em neutrófilos (Tarlowe et al., 

2003). Acompanhado do CXCR1, enfatizamos a expressão constitutiva do complexo de 

ativação de membrana-1 (Mac-1), um membro da família de integrinas CD18 leucócitos-

especifífico, composta por CD11b/CD18, contudo, após estimulação destas células nota-se 

um aumento nos níveis moleculares de Mac-1 (Orr et al., 2007), favorecendo a migração 

dos neutrófilos para o microambiente inflamatório. Ainda, moléculas de CD62L são 

capazes de promover a adesão de neutrófilos em células endoteliais durante estímulos 

inflamatórios (Menezes et al., 2009; Hirahashi et al., 2009) e sua redução rápida após 

estimulação destas células permite que os leucócitos destaquem-se das células endoteliais, 

onde estão aderidos e transmigrem para os tecidos inflamados (Kishimoto et al.,1989; 

Griffin et al., 1990; Vega et al., 2010). Ainda, receptores de alta afinidade da região Fc de 
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anticorpos da classe IgG conhecidas como CD64, são encontrados em baixas concentrações 

em neutrófilos em repouso, aumentando sua expressão após ativação celular (Ng et al., 

2006; Cid et al., 2010). Por último, neutrófilos ainda expressam mRNA para quase todas as 

moléculas de receptores tipo Toll (TLR), as quais, após serem expressas, são capazes de 

reconhecer padrões moleculares associados à patógenos (PRR), iniciando mecanismos 

ativadores da resposta inume (Hayashi et al., 2003; Parker et al., 2005).  

Depois de migrarem da circulação para o ambiente inflamatório, os neutrófilos 

iniciam variados mecanismos de defesa com funções microbicidas. A importância destas 

células no desenvolvimento da periodontite, especificamente, tem sido amplamente 

demonstrada por diversos estudos (Miller et al., 1984; Van Dyke & Hoop, 1990; Del 

Fabbro et al., 2000; Carlsson et al., 2006; Meng et al., 2007), os quais enfatizam que na 

ausência de neutrófilos há representativo aumento no desenvolvimento dessa doença oral. 

Em resposta às bactérias, aos produtos bacterianos como LPS e aos mediadores 

inflamatórios, os neutrófilos aumentam seu poder quimiotático, fagocítico e microbicida, 

promovendo a morte dos microrganismos por mecanismos independentes e/ou dependentes 

da produção de oxigênio (Kobayashi et al., 2003).  

Os mecanismos independentes de oxigênio podem ser representados pela eficiente 

produção de peptídeos antimicrobianos como catelicidinas e defensinas. As catelicidinas 

correspondem a uma família de peptídeos antimicrobianos que são encontrados 

principalmente em grânulos secundários de neutrófilos e expressas inicialmente na 

diferenciação mielóide destas células (Weinrauch et al., 1995; Levy, 1996; Ganz & Lehrer, 

1997). Os humanos possuem uma única catelicidina com 18kDa, a FALL39, também 
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conhecida por CAP18 humana (hCAP18) ou LL-37 (Dale & Krisanaprakornkit, 2001; 

Golec 2007), a qual é produzida também por queratinócitos, células epiteliais da pele 

(Frohm et al., 1997), epitélio oral escamoso não queratinizado (Frohm Nilsson et al., 1999), 

leucócitos (Cowland et al., 1995), células do trato gastrintestinal (Hase et al., 2002), do 

trato respiratório (Bals et al., 1998; Frohm Nilsson et al., 1999), sendo encontrada ainda na 

saliva e no tecido gengival (Guthmiller et al., 2001; Murakami et al., 2002; Hosokawa et 

al., 2006). Estruturalmente, as catelicidinas são caracterizadas por sequências de catelinas 

altamente conservadas e sem a presença das pontes dissulfídicas internas (Larrick et al., 

1994; Larrick et al., 1995). A LL-37 é uma molécula alfa-helicoidal, formada por 37 

resíduos de aminoácidos originados da clivagem de hCAP18 pela proteinase 3 (Tanaka et 

al., 2000; De Yang et al., 2000; Lehrer, 2004; Golec 2007; Wang, 2010).  

A importância biológica da classe das catelicidinas como LL-37 pode ser 

demonstrada em camundongos geneticamente deficientes para este peptídeo, os quais são 

mais susceptíveis às infecções bacterianas (Nizet et al., 2001), sugerindo deste modo, um 

papel fundamental de LL-37 na proteção do hospedeiro à colonização por bactérias. Mais 

especificamente, a catelicidina LL-37 tem sido descrita exercer uma função evidente na 

proteção oral, uma vez que pacientes acometidos pela “Síndrome Morbus Kostmann”, 

doença caracterizada pela presença de grave neutropenia associada à deficiência na 

produção desse peptídeo, desenvolvem quadros de intensa doença periodontal (Pütsep et 

al., 2002; Doss et al., 2010). 

Aparentemente, os mecanismos envolvidos na obtenção do efeito antimicrobiano 

exercido por LL-37 incluem ação direta e indireta deste peptídeo contra os patógenos. A 



7 

 

interação direta de LL-37 inclui a formação de poros na bicamada lipídica dos 

microrganismos, o chamado poro toroidal (Henzler et al., 2003). Tal estrutura origina-se 

pela deposição dos peptídeos LL-37 de forma paralela à membrana dos patógenos, em 

seguida, as moléculas helicoidais de LL-37 inserem-se na bicamada lipídica através de suas 

regiões hidrofóbicas e promovem a curvatura ou dobramento dessa membrana, originando 

o poro. Tais poros formados permitem o escape de íons e moléculas do microrganismo para 

o meio externo, acarretando a morte da célula em questão (Hancock, 1997; Henzler et al., 

2003; Brogden, 2005). 

Indiretamente, o peptídeo LL-37 pode estimular quimiotaxia de neutrófilos, 

monócitos e células T (De Yang et al., 2000; Doss et al., 2010); estimular liberação de 

quimiocinas (Scott et al., 2002), de histamina por mastócitos (Niyonsaba et al., 2001; 

Niyonsaba et al., 2002); promover angiogênese (Koczulla et al., 2003); modular a 

diferenciação de células dendríticas e reduzir a produção de citocinas inflamatórias como o 

TNF-  por monócitos, em resposta ao LPS e outros ligantes de TLR (Yang et al., 2000; 

Mookherjee et al., 2006; Doss et al., 2010). Adicionalmente, o peptídeo apresenta alta 

afinidade por LPS e compete com ele para se ligar em receptores específicos, como o 

CD14. Desse modo, pode agir sobre microrganismos que apresentam esta molécula em sua 

composição, neutralizando a capacidade tóxica do LPS e protegendo o hospedeiro da ação 

destas endotoxinas (Ciornei et al., 2005; Rosenfeld et al., 2006; Golec 2007). Portanto, o 

peptídeo antimicrobiano LL-37 parece estar envolvido tanto na resposta imune inata quanto 

na resposta imune adaptativa. 
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Diferentes trabalhos têm descrito o papel antimicrobiano de LL-37 sobre 

periodontopatógenos como Aa (Zasloff 2002; Norskov-Lauritsen et al., 2006), F. 

nucleatum, Prevotella intermedia, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, 

Streptococcus mitis e Streptococcus salivarius (Ouhara et al., 2005), uma vez que estes 

microrganismos apresentam reduzida taxa de crescimento quando em contato com LL-37 

em condições ótimas de desenvolvimento. Este peptídeo também apresenta ação sinérgica 

com algumas proteínas e peptídeos da defesa inata do hospedeiro, como a lactoperoxidase, 

lisozima e -defensinas, exercendo atividade microbicida contra Staphylococcus aureus e 

Escherichia coli (Ec) (Nagaoka et al., 2000; Singh et al., 2000; Chen et al., 2005).  

Além da produção de LL-37, os neutrófilos são destacados por produzirem 

constitutivamente abundantes quantidades de -defensinas e por esse motivo elas podem 

ser chamadas peptídeos de neutrófilos humanos (HNP) (Ganz et al.,1985; Ganz et al., 

1994; Risso, 2000; Diamond et al., 2008). Tais HNP possuem estrutura de fitas -

pregueadas e são sintetizadas em suas formas precursoras, após serem clivadas por enzimas 

tornam-se ativadas, para, posteriormente, serem estocadas e liberadas dos grânulos 

neutrofílicos (Hecht, 1999; Abiko et al., 2003). As HNP são divididas em seis subtipos e as 

encontradas em grânulos azurófilos dos neutrófilos são as HNP-1, HNP-2, HNP-3 e HNP-

4, sendo que as HNP 1-3 correspondem a cerca de 30 a 50% das proteínas totais granulares 

(Ganz et al., 1985; Zasloff, 2002; Lundy et al., 2005; Davison et al., 2009). HNP-4 é 

descrita ser a menos abundante em neutrófilos e a apresentar uma menor homologia 

estrutural com as HNP 1-3 acima citadas (Lehrer, 2004). Os outros dois subtipos, HNP-5 e 

HNP-6, são identificados principalmente em células intestinais de Paneth (Lundy et al., 
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2005; Abiko et al., 2003), bem como em menores concentrações em células B e natural 

killer (NK) (Davison et al., 2009). Tem sido relatado que as HNP-1, -2 e -3 possuem 

sequências de aminoácidos extremamente semelhantes entre si (Lehrer, 2004, Lundy et al., 

2005), diferindo apenas no primeiro aminoácido de cada cadeia. A HNP-1, por exemplo, 

possui alanina enquanto a HNP-3 possui aspartato, contudo, ambas apresentam uma 

sequência de 30 aminoácidos (Lehrer, 2004). Já na HNP-2, este primeiro aminoácido está 

ausente, consequentemente sua cadeia é composta por 29 aminoácidos. Além disso, 

acredita-se que a HNP-2 possa ser oriunda da proteólise de HNP-1, HNP-3 ou de ambas 

(Lehrer, 2004).  

Por outro lado, apesar da homologia nas sequências de aminoácidos, as HNP podem 

exercer diferentes atividades biológicas. Algumas delas foram comprovadas in vitro, por 

exemplo, a capacidade microbicida exercida pelas HNP-1, -2 e -4 contra levedura Candida 

albicans, por inibirem a síntese de RNA, DNA e proteínas deste fungo (Lehrer et al., 1988, 

1989; Wilde et al., 1989), a atividade quimiotática de HNP-1 e -2 para células T e 

monócitos humanos (Territo et al.,1989; Chertov et al., 1996) e o aumento das respostas 

imunes dependentes de células T promovido pelas HNP-1, -2 e -3 (Lillard et al., 1999). Em 

adição, as HNP produzidas por neutrófilos estão envolvidas em diferentes respostas in vivo, 

uma vez que elevados níveis destas defensinas foram encontrados em fluído bronco-

alveolar de pacientes com inflamação das vias aéreas (Mukae et al., 2007), no suco gástrico 

de pacientes portadores de Helicobacter pylori e com inflamação estomacal (Isomoto et al., 

2004), na saliva e fluído crevicular de pacientes com doenças orais, como periodontite 

(Puklo et al., 2008; Davison et al., 2009), entre outras.  
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O mecanismo microbicida das HNP 1-3, assim como na maioria das defensinas, 

pode ser representado pela capacidade das cadeias de aminoácidos hidrofílicas e 

hidrofóbicas interagirem diretamente com as membranas lipídicas dos microrganismos. 

Dessa forma, as HNP acumulam-se na superfície dos patógenos formando uma espécie de 

“tapete”, a bicamada lipídica é então distendida e peptídeos antimicrobianos penetram-na 

através de forças eletrostáticas, originando o poro (Lohner et al., 1997; Huang, 2000; 

Matsuzaki, 2001; Ganz, 2003).  

Complementarmente aos mecanismos microbicidas diretos, as HNP são capazes de 

amplificar suas respostas através de efeitos quimiotáticos para células dendríticas imaturas, 

células T e mastócitos (De Yang et al., 2000; Grigat et al., 2007). Ainda estimulam a 

expressão e a síntese de IL-8 por células epiteliais brônquicas humanas (Sakamoto et al., 

2005); em concentrações elevadas podem ser citotóxicas para células epiteliais respiratórias 

(Sakamoto et al., 2005); podem induzir a produção de mucinas por células do trato 

respiratório, como também podem causar agregação de bactérias e vírus facilitando a 

captação desses patógenos por neutrófilos e/ou macrófagos (Tecle et al., 2007; Ishimoto et 

al., 2009; Doss et al. ,2010). Dessa maneira, as funções exercidas por LL-37 e por HNP 1-3 

contra fungos, vírus envelopados, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Lehrer et al., 

1985, 1988; Daher et al., 1986; Wilde et al., 1989; Furci et al., 2007) diminuem a 

viabilidade destes microrganismos (Ganz, 2003) tanto de forma direta quanto indireta, 

provavelmente ainda contribuem para o desenvolvimento de ambas as respostas imunes 

inata e adaptativa. 
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Todavia, os mecanismos microbicidas dos neutrófilos não ficam limitados à 

presença dos peptídeos antimicrobianos LL-37 e HNP 1-3. Estas células ainda agem 

sintetizando uma série de resíduos tóxicos oxidantes que são formados por reações entre os 

superóxidos produzidos pelas enzimas nicotinamida adenina dinucleotídeo-P (NADPH) 

oxidase e pela óxido nítrico sintase (NOS), sendo a NOS induzível (iNOS) a maior 

responsável pela produção constitutiva do NO (Bogdan, 2001; Lehrer, 2004). Assim, os 

neutrófilos podem potencialmente gerar uma dinâmica mistura de gases, com 

principalmente NO entres outros como peróxido de hidrogênio, radicais hidroxila, oxigênio 

singlete e peroxinitrito (Bogdan, 2001; Lehrer 2004). Está confirmado que o NO é capaz de 

exercer diferentes papéis biológicos (Bogdan, 2001), variando desde a atividade anti-tumor 

até a redução da replicação e/ou morte de inúmeros microrganismos como as bactérias, por 

exemplo.  

Periodontopatógenos como Aa, Pg e F. nucleatum são capazes de induzir a ativação 

da enzima iNOS, resultando em maiores níveis desse radical tóxico nos tecidos gengivais 

bem como sangue do hospedeiro (Miyasaki et al., 1986; Sheikhi et al., 2001; Alayan et al., 

2006; Garlet et al., 2008; Guentsch et al., 2009). Embora, a função do NO no 

desenvolvimento da periodontite ainda permanece sem um consenso, é conhecido que a 

produção de deste gás exerce importante função protetora contra distintas bactérias nos 

tecidos orais. Pois, a deficiência de NO, seja pela inibição da iNOS ou pela ausência desta 

enzima em modelos experimentais, implica em aumento descontrolado de bactérias, 

intensificando a patogênese periodontal (Miyasaki et al., 1986; Alayan et al., 2006; Garlet 

et al., 2008). Em contrapartida, alguns trabalhos ainda sugerem que o desenvolvimento da 
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periodontite esteja relacionado com a intensa resposta inflamatória gerada contra os 

microrganismos invasores. 

Os neutrófilos também são capazes incrementar os mecanismos protetores com 

produção de variadas citocinas. Isso ocorre quando estas células são estimuladas pela 

presença de microrganismos ou seus fatores de virulência como LPS. Dentre as citocinas 

produzidas, podemos citar algumas com efeito pró-inflamatório tais como IL-8, IL-12 e 

IFN-  (Bazzoni et al., 1991; Cassatella et al.,1995; Liu et al., 2001; Schröder et al., 2006 e 

Restaíno et al., 2007). Individualmente, a IL-8 é classificada como uma das citocinas chave 

em promover o recrutamento de neutrófilos circulantes para o foco inflamatório. Tal função 

é facilitada pelo fato desta interferir nos processos de adesão e transmigração dos 

neutrófilos através das células endoteliais e ainda aumentar a meia-vida dos granulócitos 

por suprimir a apoptose (Kobayashi 2008). A IL-8 é rapidamente eliminada por neutrófilos, 

uma vez que já se encontra pré-formada dentro dos grânulos citoplasmáticos destas células. 

A liberação é induzida quando os polimorfonucleares são estimulados por LPS, LPS 

associado à IFN-  ou à IL-12 e pelo peptídeo antimicrobiano LL-37 (Ethuin et al., 2001; 

Kobayashi, 2008; Bucki et al., 2010).  

Já a IL-12, produzida, sobretudo por fagócitos como os neutrófilos (Cassatella et al., 

1995), ainda estimulam a síntese de IL-8 na presença de LPS, também é descrita aumentar 

o potencial fagocitário destas células (Trinchieri, 1998; 2003), bem como ser quimiotática 

para neutrófilos tanto in vitro quanto in vivo, intensificando a acumulação destes em tecidos 

inflamados (Allavena et al, 1994). Entretanto, a IL-12 possui como principal alvo as células 

NK e os linfócitos B, que respondem através da produção de outra citocina pró-
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inflamatória, o IFN-  (Trinchieri, 1998). IL-12 ainda pode induzir aumento nos índices de 

proliferação de células NK e linfócitos T pré-ativados, além de favorecer a formação de 

linfócitos T CD8 citotóxicos (Trinchiere, 2003). Ethuin e colaboradores (2004) 

demonstraram que neutrófilos estimulados com IL-12 passam a sintetizar IFN-  pré-

formados e, que tal secreção é altamente potencializada pela ação sinérgica de IL-12 com 

LPS e outros estímulos como IL-18 ou IL-15. Sugerindo que neutrófilos podem participar 

tanto da resposta imune inata como da adaptativa, além de possivelmente favorecer um 

padrão de resposta imune caracterizado Th1, o qual parece ser predominante na imunidade 

à periodontite. 

Finalmente, IFN-  é considerada a principal citocina ativadora da fagocitose, por 

aumentar o englobamento de microrganismos, estimular a produção de outras citocinas pró-

inflamatórias, por exemplo a própria IL-12, estabelecendo assim um feedbach positivo 

entre ambas. Ainda, IFN-  induz síntese de quimiocinas e moléculas microbicidas como 

NO e derivados reativos do oxigênio (Schröder et al., 2004) através da indução da enzima 

iNOS. De acordo com dados da literatura, IFN-  está presente em elevados níveis no fluído 

gengival crevicular e tecidos gengivais de indivíduos acometidos pela doença periodontal 

(Ebersole et al., 2000; Ukai et al., 2001) nos quais ainda pode-se observar rico infiltrado 

inflamatório, representado por neutrófilos, entre outras células. Garlet e colaboradores 

(2008) têm demonstrado o papel essencial desta citocina contra o desenvolvimento de 

bactérias periodontopatogênicas, sugerindo dessa forma, uma relevante participação de 

IFN-  no controle de infecções microbianas, como as observadas na periodontite. 
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Sendo assim, os neutrófilos além de serem rapidamente quimioatraídos para o foco 

inflamatório, ainda são equipados com diferentes mecanismos antimicrobianos, 

independentes de oxigênio, com síntese e secreção de LL-37 e HNP 1-3 e dependentes de 

oxigênio, com produção de NO e outros radicais tóxicos durante a fagocitose. Tais eventos 

ainda são acompanhados pela produção de citocinas que medeiam o desenvolvimento de 

processos inflamatórios. Enfim, a importância dos neutrófilos no desenvolvimento da 

periodontite especificamente, tem sido amplamente demonstrada por diversos estudos 

(Miller et al., 1984; Van Dyke & Hoop, 1990; Del Fabbro et al., 2000; Carlsson et al., 

2006; Meng et al., 2007), os quais enfatizam que na ausência destas células há 

representativo aumento da doença oral. Baseado nestes e em outros dados citados 

anteriormente, o objetivo de nosso trabalho foi traçar um estudo comparativo entre 

neutrófilos isolados de voluntários com periodontite e com periodonto saudável após 

estimulação destas células com LPS de periodontopatógenos com o intuito de verificarmos 

se ambos os grupos celulares apresentariam diferenças na expressão e produção de LL-37, 

HNP 1-3, NO e citocinas inflamatórias IL-8, IL-12 e IFN- , para aumentarmos os 

conhecimentos sobre a periodontite crônica. 
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2. PROPOSIÇÃO 

 

A hipótese deste estudo era de que a produção dos peptídeos antimicrobianos, 

citocinas e NO estevessem associados à periodontite e, que LPS de bactérias 

periodontopatogênicas pudessem afetar a produção destes componentes imunes em 

neutrófilos. Sendo assim, os objetivos específicos deste trabalho foram: 

• Quantificar, pelo método de Real Time-PCR, a expressão de RNAm de LL-37, HNP 1-

3 e citocinas IL-8, IL-12 e IFN-γ nos neutrófilos isolados de pacientes com 

periodontite e com o periodonto saudável, após estimulação destas células com LPS de 

periodontopatógenos. 

 

•  Quantificar, pelo método de ELISA, a produção dos peptídeos LL-37 e HNP 1-3, das 

citocinas IL-8, IL-12 e IFN-γ nos sobrenadantes das culturas de neutrófilos de 

voluntários com periodontite e saudáveis após estimulação celular com LPS de 

periodontopatógenos. 

 

• Quantificar, pela reação de Griess, a produção de NO nos sobrenadantes de neutrófilos 

de pacientes com periodontite e com periodonto saudável após cultivo das células com 

LPS de bactérias periodontopatogênicas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Aspectos éticos da pesquisa. Os voluntários desta pesquisa foram estritamente 

tratados de acordo com a resolução CNS 196/96 sob aprovação do Comitê de Ética em 

Pesquisa desta Instituição (número do CEP 018/2006) e receberam todas as informações 

referentes ao estudo. Os voluntários tiveram a liberdade de retirar seu consentimento em 

qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado. 

Grupo experimental, critérios de inclusão e exclusão. Todos os voluntários foram 

examinados clínica e radiograficamente nas clínicas de graduação e especialização da 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP. O exame periodontal incluiu 

profundidade de sondagem, índice de placa, índice gengival e retração gengival. Puderam 

participar do estudo, indivíduos que não haviam recebido tratamento periodontal nos 

últimos 6 meses anteriores à pesquisa, voluntários dentados ou parcialmente edêntulos 

(com pelo menos 14 dentes naturais), com periodontite crônica, segundo Armitage 1999, e 

com no mínimo 4 dentes contendo bolsas periodontais >5 mm. Foram excluídos do estudo 

todos os indivíduos que durante o exame clínico e anamnésico apresentaram evidência de 

fatores modificadores sistêmicos da periodontite como osteoporose tipos I e II, alcoolismo, 

diabetes, tabagismo, imunossupressão adquirida ou induzida, qualquer alteração hormonal 

com potencial de modificar o perfil da doença, como gravidez e pacientes submetidos à 

reposição hormonal. Ainda, foram excluídos voluntários com estresse físico e/ou 

emocional, usuários de medicamentos como antibióticos e anti-inflamatórios, os quais 

poderiam influenciar nos resultados finais do trabalho. Para o grupo controle, foram 
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selecionados voluntários com periodonto saudável, sem nenhum sítio com profundidade de 

sondagem >5 mm ou perda de inserção >3 mm.  

Maiores detalhes sobre os grupos envolvidos na pesquisa são apresentados na tabela 

abaixo. 

GRUPO SEXO IDADE MÉDIA 

COM PERIODONTITE 
3 homens 

3 mulheres 

47,5 anos 

46,6 anos 

SAUDÁVEIS 
3 homens 

3 mulheres 

26,3 anos 

36,4 anos 

 

Extração e purificação de LPS bacterianos. Os LPS de Aa e Pg foram gentilmente 

cedidos pela profa. Dra. Fatiha Chandad do Grupo de Pesquisa em Biologia Bucal (GREB), 

da Faculdade de Odontologia, Universidade Laval, Québec-Canadá. Brevemente, as 

extrações foram realizadas de acordo com Westphal & Jann, (1965) e modificado por Stead 

et al. (1975), o tratamento das amostras bacterianas Aa e Pg foi feito com fenol a 45% (p/v) 

em uma proporção de 10g de bactérias para 100 mL de fenol. A massa bacteriana foi 

fracionada por agitação intensa, inicialmente por 5 minutos em banho de gelo e depois, 

durante 15 minutos em banho-maria a 72°C. Posteriormente, a mistura descansou por 15 

minutos em banho de gelo e foi centrifugada a 1.000 g por 30 minutos a 4°C. A fase aquosa 

foi removida e substituída por igual volume de água destilada, e o procedimento repetido 

por duas vezes para a re-extração do LPS. Ao final desta etapa, obteve-se uma fase aquosa 

e uma fenólica que foram centrifugadas a 10.000 g por 30 minutos. Os sobrenadantes foram 

dialisados durante 2 dias contra água destilada a 4°C. Para a precipitação do LPS, o 
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material foi tratado com acetona (3 vezes o volume) na presença de traços de cloreto de 

magnésio e deixado em repouso em banho de gelo por 2 horas. Após nova centrifugação a 

5.000 g por 10 minutos, os precipitados obtidos foram ressuspensos e dialisados por 12 

horas contra tampão Tris Acetato 0,025 M pH 7.5 contendo 0,001 M de cloreto de 

magnésio e 0,02% de azida sódica. O material foi então tratado com 1 mg de DNAse e 15 

mg de RNAse pancreática bovina durante 18 horas a 37°C sob agitação. Posteriormente, o 

material foi submetido à centrifugação a 4.000 g por 1 hora e, em seguida, o sobrenadante 

foi submetido à nova centrifugação a 100.000 g por 4 horas. Ao sedimento formado, foram 

acrescidos 30 mL de solução de uréia 6 M, homogeneizados e posteriormente submetidos à 

nova etapa de centrifugação a 100.000 x g por 3 horas. Os sedimentos foram ressuspensos 

em 3 mL de água destilada e liofilizados. 

O LPS de E. coli utilizado em nossos experimentos foi obtido da Sigma Chemical 

Company (USA).  

Isolamento de neutrófilos humanos. O sangue periférico (20 mL) de voluntários 

com periodontite crônica (grupo experimental, n = 6) e com o periodonto saudável (grupo 

controle, n = 6) foi coletado na presença de anticoagulante heparina e os neutrófilos foram 

isolados através de centrifugação por gradiente. Previamente foram adicionados a um tubo 

tipo falcon 3,0 mL de Histopaque 1119TM (Sigma), 4,0 mL de Hitopaque 1083TM (Sigma) e 

por último 6,0 mL do sangue com anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas por 

25 minutos à temperatura de 25ºC a 460 g. Em seguida, a camada de granulócitos foi 

coletada e transferida para outro tubo, as células foram lavadas com tampão fosfato (PBS) 

estéril, o sobrenadante descartado e o pellet de células foi ressuspenso em PBS. As 
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hemácias presentes na amostra foram submetidas à lise por cloreto de amônio 0,2% por 30 

segundos. As células foram novamente lavadas com PBS e os neutrófilos foram 

ressuspensos em meio RPMI 1640 suplementado com 10% soro fetal bovino e antibióticos. 

A viabilidade e a concentração de neutrófilos no meio foram determinadas por contagem 

das células coradas com azul de Trypan em microscópio de luz, foram excluídas da 

contagem todas as células coradas em azul/mortas. 

Fenotipagem dos neutrófilos isolados: Para fenotipagem dos neutrófilos humanos 

isolados do sangue periférico (colaboração da Profa. Dra. Ana Paula Campanelli-Faculdade 

de Odontologia de Bauru-USP) utilizamos anticorpos anti-CD62L (conjugado com 

Ficoeritrina (PE)), anti-CD11b (PE), anti-Mac-1 (PE), anti-TLR2 (PE), anti-CD64 

(conjugado com Isoticianato de Fluoresceína (FITC)), anti-CXCR1 (FITC) e anti-TLR4 

(FITC), e os respectivos isotipos controles (IgG conjugado a PE e FITC) (BD Biosciences-

Brasil). A aquisição das células foi feita em aparelho de citometria de fluxo FACSort 

usando software Cellquest (BD Biosciences-Brasil). Os gráficos e análises foram feitos 

através do programa FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). Após fazer a “gate” na população de 

granulócitos, os dados correspondentes à FL-2H foram exportados para o histograma 

usando a opção “Copy Histogram as Text” e a análise estatística desses dados foi realizada 

através do programa GraphPad Prism. 

Brevemente descrevemos a metodologia usada, os neutrófilos foram contados e 

câmara de Neubauer e cerca de 1x107 células/mL foram colocadas em cada tubo. As 

ligações inespecíficas foram bloqueadas com PBS 20% de soro de coelho por 40 minutos a 

4ºC, após esse período os respectivos anticorpos marcados com diferentes fluorocromos 
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foram adicionados às células, as quais foram incubadas por 30 minutos à temperatura de 

4ºC. Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e centrifugadas por 10 

minutos a 1200 rpm a temperatura de 4ºC. Em seguida, foram fixadas com PBS formol 1% 

e armazenadas a 4ºC sob proteção da luz até momento da aquisição no citômetro de fluxo. 

Estimulação de neutrófilos humanos: uma concentração de 1x107células/mL de 

neutrófilos isolados do sangue periférico de voluntários com doença periodontal e com 

periodonto saudável foram estimuladas com 100 ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec durante 

intervalos de 6 e 12 horas a 37ºC, com 5% de CO2. Após cada intervalo de incubação, os 

sobrenadantes foram coletados das culturas e armazenados em -70ºC até o momento do uso 

e o RNA total do pellet de neutrófilos foi extraído para quantificação da expressão de 

RNAm para LL-37, HNP 1-3 e citocinas pró-inflamatórias IL-8, IFN-  e IL-12 através de 

Real Time-PCR. 

Dosagens dos níveis de citocinas produzidas por neutrófilos humanos: as citocinas 

IL-8, IFN-  e IL-12 foram dosadas nos sobrenadantes das culturas de neutrófilos 

estimulados ou não com LPS de Aa, Pg e Ec utilizando kit de ELISA da BD Opteia (BD 

Biosciences, USA) para as respectivas citocinas e seguindo as instruções do fabricante. 

Brevemente, 50 µL do anticorpo de captura diluído em tampão foram adicionados à placa e 

esta permaneceu incubada por 18 horas a temperatura de 4ºC. Em seguida, os poços foram 

lavados 3 vezes com tampão de lavagem e as ligações inespecíficas bloqueadas com adição 

de 100 µL da solução de bloqueio, novamente as placas foram incubadas por 1 hora a 

temperatura ambiente. Posteriormente, os poços foram lavados 2 vezes com tampão de 

lavagem. Um volume de 50 µL da curva com concentrações padrões e o mesmo volume de 
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amostras foram adicionados aos poços e então as placas foram incubadas por 2 horas a 

temperatura ambiente. Após término da incubação, as placas foram lavadas, 50 µL da 

solução reveladora, contendo o anticorpo de detecção conjugado à biotina, foram 

adicionados em cada poço da placa que permaneceu incubada por 1 hora a temperatura 

ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas rapidamente e 50 µL do substrato foram 

adicionados. Após 30 minutos de incubação ao abrigo da luz, a reação colorimétria foi 

bloqueada com a adição de 50 µL de solução de “stop” (1 M H3PO4 ou 2 N H2SO4). A 

absorbância dos substratos foi medida utilizando-se comprimento de onda de 450 nm em 

aparelho de espectrofotômetro. 

Extração do RNA total de neutrófilos humanos. Neutrófilos de voluntários 

saudáveis ou com periodontite crônica foram estimulados com LPSs bacterianos, como 

descrito anteriormente, tais culturas permaneceram incubadas 6 e 12 horas e tiveram seus 

RNAs totais extraídos pelo método de TRIzol (Gibco BRL, life Technologies, Rockville, 

MD, USA). Resumidamente, a extração do RNA total dos neutrófilos foi feita 

acrescentando-se 1 mL de reagente TRIzol em cada microtubo contendo as células, estes 

microtubos foram agitados rapidamente e incubados por 5 minutos em temperatura 

ambiente. Após esse período, adicionamos 200 µL de clorofórmio (Merck) nos tubos que 

foram submetidos à agitação mecânica e incubados por mais 10 minutos ainda em 

temperatura ambiente. Em seguida, estes foram centrifugados a 11.500 rpm por 15 minutos 

a 4oC. A porção aquosa foi transferida para outros microtubos aos quais foram adicionados 

500 µL de isopropanol, agitados, incubados por 10 minutos e posteriormente, centrifugados 

como descrito acima. O pellet de RNA total foi lavado com etanol 75% gelado e seco em 
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temperatura ambiente. As amostras de RNA foram ressuspensas em 30 µl de água tratada 

com dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenadas a –70oC. As concentrações dos RNAs 

totais foram determinadas pela leitura das densidades ópticas (DO) através de um 

comprimento de onda de 260 nm multiplicado pelo fator de correção 40, em 

espectrofotômetro GeneQuant ™ 1300 (GE Healthcare Life Sciences). 

Eletroforese das amostras de RNA total. Para preparo do gel a 1,2% foram 

necessários 0,42 g de agarose (BioAgency), acrescido de 3 mL de tampão FA 10X (50mM 

de acetato de sódio, 10 mM de EDTA) e 32 mL de água destilada, que foram aquecidos até 

dissolução por completo da agarose. Para finalizar, acrescentamos 600 µL de formaldeído 

(Merck) e 17,5 µL de brometo de etídio, os ingredientes foram homogenizados e colocados 

no suporte para polimerização do gel. As amostras foram aplicadas juntamente com o 

tampão de corrida (lowading buffer, Invitrogen, USA) no gel submergido em tampão FA 

1X. A corrente aplicada na eletroforese foi de 70 volts por 40 minutos. Após término da 

eletroforese, o gel foi fotografado no transiluminador (GelLogic 200, Imaging System) sob 

luz ultra-violeta. 

Tratamento das amostras para eliminação de DNA contaminante. O RNA total foi 

tratado com Turbo DNA free (Ambion, USA) para a eliminação de qualquer resíduo de 

DNA da amostra, o procedimento foi seguido de acordo com as instruções do fabricante. 

Como descrito, foram adicionados 0,1 volume de tampão e 1 µL de DNAse em cada 

amostra de RNA total. Os tubos foram agitados delicadamente e incubados por 30 minutos 

a temperatura de 37ºC. Em seguida, as amostras foram colocadas no gelo e adicionamos 0,1 

volume de inativador, posteriormente, foram agitadas delicadamente e mantidas a 
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temperatura ambiente por 2 minutos. Após este período, foram centrifugadas por 2 minutos 

a 11.600 rpm, 4ºC. O sobrenadante contendo RNA livre de DNA foi coletado e transferido 

para outro microtubo. Estas amostras foram quantificadas através de leitura das DO no 

espectrofotômetro, e em seguida, armazenadas em -70ºC até momento do uso. 

Transcrição reversa. Após obtenção das amostras de RNA livre de DNA, 0,5 µg 

destas foram utilizados para a síntese de DNA complementar (cDNA). Para isto, as reações 

foram realizadas utilizando-se o kit "first-strand cDNA synthesis" (Roche Diagnostic Co., 

Indianapolis, IN, USA), seguindo as recomendações do fabricante para um volume final de 

20 µL de cDNA. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 25oC e então por 60 

minutos a 42oC. Concluído o segundo ciclo, as amostras foram incubadas por 5 minutos a 

99oC e então por 5 minutos a 4 oC para resfriamento. Os reagentes utilizados e suas 

respectivas concentrações foram: solução tampão (1x), MgCl2 (5 mM), mistura de 

deoxinucleotídeos (1 mM), primers randomizados - p[dN]6 (3,2 µg), inibidor de RNAse 

(50U), e trancriptase reversa – AMV (20U). 

Os primers para gliceraldeído 3-fosfato deidrogenase (GAPDH) (gene de referência, 

expressão constitutiva), IL-8, IFN-  e IL-12 (cedidos gentilemte pelo Prof. Dr. Francisco 

Hunberto Nociti Júnior da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP), LL-37, 

HNP 1-3, foram desenhados com o auxílio do programa Light Cycler Probes Design 

Softwere 2.0 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). As sequências gênicas dos 

primers, temperaturas de anelamento e comprimento dos amplicons estão representados na 

tabela 1. 
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Tabela 1: Sequências gênicas, temperaturas de amplificação e comprimentos dos 
amplicons. 

Gene Sequência (5’-3’) Amplificação  

(temperatura (ºC)/tempo (s) 

Amplicon 
(pares de 
base-bp) 

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 
GAAGATGGTGATGGGATTTC 

95/0; 51/2; 72/9 226 

LL-37 GCTAACCTCTACCGACTCCT 
TCCTCTGGTGACTGCTGGT 

95/10; 59/4; 72/5 131 

IL-8 GCCAAGAGAATATCCGAACTTTAAT 
CTGGCTAGCAGACTAGGG 

95/0; 55/2; 72/6 172 

IL-12 TTCCAGAGAGACCTCTTTCATAACT
AAT ATCCATCAGAAGCTTTGCAT 

95/10; 55/5; 72/6 150 

IFN-  CTGACTAATTATTCGGTAACTGACT
TGA AGGCAGGACAACCATTACT 

95/0; 55/7; 72/20 164 

HNP 1-3 TGCATGGGACGAAAGCTTG 
CATGTTTTTCCTTGAGCCTGG 

95/10; 55/3; 72/6 52 

 

A especificidade dos primers foi avaliada através das curvas de Melting (obtidas 

após ciclos de amplificações no LightCycler) e a integridade dos produtos das 

amplificações foi observada através da eletroforese destes em gel de agarose. A eficiência 

das reações para cada primer foi padronizada anteriormente ao início das reações 

propriamente ditas. Concentrações variando de 2 a 5mM de MgCl2 e de 0,2 a 0,5 µM de 

cada primer foram utilizadas para se determinar em quais condições a reação teria melhor 

eficiência. Essas condições foram sugeridas pelo fabricante do equipamento. 

Reações de Real-time PCR. As reações de Real Time-PCR foram realizadas com o 

sistema LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando-se o kit 

“FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche Diagnostic Co.)” (colaboração do Prof. Dr. 

Francisco Humberto Nociti Júnior da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP). 
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O perfil das reações foi determinado seguindo as recomendações do fabricante do 

equipamento. Para cada uma das reações de aplificação, a água foi utilizada como controle 

negativo, e o produto destas reações foi quantificado utlilizando-se o programa do próprio 

fabricante (LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH). O 

gene GAPDH foi utilizado como gene de referência para a normalização dos valores 

obtidos. 

Análise estatística dos resultados. Os resultados obtidos foram submetidos a uma 

comparação intergrupo utilizando-se o teste t (Test t - α=0.05). O nível de diferença 

estatística significante foi fixado em p  0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

Fenótipo de neutrófilos isolados de pacientes com periodontite crônica e com 

periodonto saudável 

Após separarmos as células observamos que uma grande maioria permanecia viável 

e, de acordo com as características morfológicas exibidas, como a presença de núcleo 

polilobulado, sugerimos que a população isolada era composta quase exclusivamente de 

neutrófilos (dados não mostrados). Esse dado foi confirmado, por citometria de fluxo e 

segundo os dados obtidos, 94% das células isoladas do sangue periférico de voluntários 

com periodontite e com o periodonto saudável correspondiam aos neutrófilos 

polimorfonucleares (Fig. 1A). A população de neutrófilos presentes dentro da “gate” foi 

analisada para determinarmos o perfil fenotípico de ambos os grupos de neutrófilos 

envolvidos no estudo (Fig. 1B). Baseado em nossos resultados, neutrófilos de voluntários 

com doença periodontal apresentaram uma tendência em expressar maiores níveis de 

CXCR1, de CD62L e de Mac-1 que os controles, no entanto, nenhuma diferença estatística 

significativa foi observada quando comparamos os níveis moleculares de ambos os grupos 

de neutrófilos estudados (Fig. 1B). Por outro lado, a expressão das moléculas de CD64, de 

TLR2 e de TLR4 foi bastante semelhante entre os neutrófilos de pacientes com 

periodontitie e saudaveis (Fig. 1B). 
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Figura 1. Fenotipagem de neutrófilos isolados do sangue periférico humano. Células 
polimorfonucleares isoladas por gradiente de centrifugação a partir de sangue periférico de 
voluntários com periodontite (n = 6) e com periodonto saudável (n = 6) foram marcadas com 
anticorpos anti-CXCR1, -CD64 e –TLR4 conjugados com FITC e anti-CD62L, -Mac-1 e –TLR2 
conjugados com PE (BD) como descrito em material e métodos. As células foram adquiridas em 
citômetro de fluxo FACSort usando software Cellquest (BD). As análises foram feitas através do 
programa FlowJo (Tree Star, Ashland, OR) e a porcentagem de células polimorfonucleares foi 
expressa na gate. A média das expressões das molélulas de superfícies em estudos está representada 
no gráfico de barras.  

 

Determinação da concentração de LPS e tempo de incubação nas culturas de 

neutrófilos humanos 

Após isolamento dos neutrófilos do sangue periférico humano analisamos quais 

concentrações de LPS de Aa, Pg e Ec poderiam ser utilizados para estimular as culturas 

sem, portanto, reduzir a viabilidade dos neutrófilos, uma vez que a queda na viabilidade 

causaria alteração nos níveis de expressão do RNAm para os genes em estudo. Logo, as 

concentrações de LPS testadas nas culturas primárias de neutrófilos foram 1.000, 100, 10, 5 

A B 
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e 1 ng/mL nos tempos de 1, 12 e 24 horas de estímulo (dados não mostrados). Após cada 

período de incubação, amostras de neutrófilos foram coletadas das culturas e a viabilidade 

foi analisada por coloração com azul de Trypan. Baseado em nossos dados e em trabalhos 

da literatura, as concentrações de LPS de Aa, Pg e Ec que menos interferiram na 

viabilidade as células foi de 100 ng/mL e os tempos de incubação selecionados foram de 6 

e 12 horas para todos os demais experimentos realizados durante o trabalho. 

 

Extração e transcrição de RNA total de neutrófilos de voluntários com doença 

periodontal e com periodonto saudável 

Posteriormente, avaliamos se os RNAs extraídos dos neutrófilos encontravam-se 

íntegros. De acordo com nossos resultados, observamos a presença das bandas 28S e 18S 

referentes aos fragmentos de RNA ribossômicos presentes em células eucarióticas (Fig. 2), 

demonstrando a integridade do material genético extraído. Em seguida, analisamos a 

expressão gênica dos peptídeos antimicrobianos LL-37 e HNP 1-3 e das citocinas pró-

inflamatórias IL-8, IL-12 e IFN-  por Real Time-PCR. 
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Figura 2. Análise da integridade do RNA total extraído de neutrófilos de indivíduos com 
periodontite e saudáveis. Os neutrófilos isolados de voluntários com periodontite e com o 
periodonto saudável foram cultivados na presença e ausência de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 e 12 
horas. Em seguida, o RNA total foi extraído e 0,5 µg/mL dessas amostras foram aplicadas em gel de 
agarose 1,2%. As setas apontam as bandas com peso molecular referentes às porções 28S e 18S dos 
RNAs ribossômicos eucarióticos. Essa figura é representativa das demais análises realizadas para as 
outras amostras envolvidas nesse estudo. 

 

Expressão de LL-37 e de HNP 1-3 em neutrófilos estimulados com LPS de 

periodontopatógenos e Ec 

Antes de avaliarmos a expressão dos genes da catelicidina LL-37 e das defensinas 

HNP 1-3, os quais foram normalizados pela expressão do gene GAPDH, testamos a 

especificidade dos respectivos primers (Fig. 3). Como demonstrado, tanto o primer para 

LL-37 (Fig. 3A) quanto o primer para GAPDH (Fig. 3B) apresentaram elevada 

especificidade de reação, fato que possibilitou o prosseguimento das demais análises. 

Assim como os primers para LL-37 e GAPDH, os outros fragmentos utilizados no decorrer 

do estudo também foram testados quanto às suas especificidades e resultados semelhantes a 

estes também foram obtidos (dados não mostrados). 
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Figura 3. Expressão de LL-37 e GAPDH por neutrófilos estimulados com LPS de bactérias 
periodontopatogênicas e Ec. Representação gráfica dos picos das curvas de desnaturação 
(“melting curve-peaks”) das amostras de cDNA extraídos de neutrófilos estimulados com os LPSs 
por 6 e 12 horas, ilustrando a especificidade dos primers para LL-37 (A) e para GAPDH (B). Os 
gráficos representam os demais testes obtidos com os outros primers utilizados no decorrer do 
trabalho. 

 

 

 

Posteriormente, analisamos a expressão gênica de LL-37 (Fig. 4). De acordo com 

nossos resultados, os níveis de expressão desta catelicidina foram bastante semelhantes 

entre os neutrófilos de pacientes com periodontite e de voluntários saudáveis, independente 

da presença de LPS nas culturas por 6 horas (Fig. 4). Porém, após 12 horas de cultivo 

observamos que neutrófilos de pacientes com periodontite estimulados com LPS de Aa 

passaram a expressar maiores índices do gene do peptídeo antimicrobiano LL-37 quando 
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comparado ao controle saudável (Fig. 4). Por outro lado, nenhuma outra diferença na 

expressão gênica da catelicidina foi constatada nas demais culturas estudadas. 
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Figura 4. Expressão de LL-37 em neutrófilos estimulados com LPS. A intensidade de expressão 
de LL-37 em neutrófilos isolados do sangue periférico de voluntários com periodontite e saudáveis 
foi avaliada por Real Time-PCR. As células foram cultivadas na presença ou ausência de 100ng/mL 
de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 a 12 horas. O gene de referência utilizado para normalização dos 
resultados foi o GAPDH. Cada experimento teve n = 6; * representa diferença estatística com 
p 0,05 em comparação ao grupo controle (periodonto saudável). 

 

Do mesmo modo, quantificamos a expressão da defensina HNP 1-3 nos neutrófilos 

de ambos os grupos de voluntários. Nossos dados demonstram que LPS Pg foi capaz de 

induzir expressão gênica significantemente maior de HNP 1-3 em neutrófilos de pacientes 

com periodontite no período de 6 horas de incubação quando comparado aos saudáveis 

(Fig. 5). Tal diferença significativa se manteve até o período de 12 horas de cultivo e, nesse 

mesmo intervalo de tempo, os neutrófilos de pacientes periodontais estimulados com LPS 
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de Aa e Ec também apresentaram níveis notadamente elevados na expressão desta 

defensina quando comparados aos controles (Fig. 5). 
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Figura 5. Expressão de HNP 1-3 em neutrófilos estimulados com LPS. A intensidade de 
expressão de HNP 1-3 em neutrófilos isolados do sangue periférico de voluntários com periodontite 
e saudáveis foi avaliada por Real Time-PCR. As células foram cultivadas na presença ou ausência 
de 100ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 a 12 horas. O gene de referência utilizado para 
normalização dos resultados foi o GAPDH. Cada experimento teve n = 6; * representa diferença 
estatística com p 0,05 em comparação ao grupo controle (periodonto saudável). 

 

Produção de LL-37 e HNP 1-3 por neutrófilos estimulados com LPS de 

periodontopatógenos e Ec 

Segundo nossos resultados, tanto neutrófilos de pacientes com periodontite quanto 

neutrófilos de voluntários com periodonto saudável, cultivados por 6 horas na presença ou 

ausência de LPS, apresentaram níveis de produção de LL-37 bastante semelhantes entre si 

(Fig. 6), portanto nenhuma diferença estatística significativa foi observada entre os grupos 

neste período de tempo. Por outro lado, as células de pacientes com periodontite que foram 



33 

 

cultivadas por 12 horas com LPS de Pg e de Ec foram capazes de secretar maiores 

concentrações de catelicidina LL-37 no sobrenadante das culturas em comparação aos 

neutrófilos de indivíduos saudáveis cultivados nas mesmas condições (Fig. 6). Contudo, 

nenhuma diferença expressiva foi observada na produção de LL-37 quando avaliamos os 

demais neutrófilos estimulados com LPS de Aa ou cultivados na ausência de estímulo (Fig. 

6). 
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Figura 6. Produção de LL-37 por neutrófilos estimulados com LPS. A produção de LL-37 por 
neutrófilos do sangue periférico de voluntários com periodontite e saudáveis foi dosada por ELISA. 
As células foram cultivadas na presença e ausência de 100 ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 e 12 
horas. Cada experimento teve n = 6; * representa diferença estatística com p 0,05 em comparação 
ao grupo controle (periodonto saudável).  

 

 

Por outro lado, quando avaliamos a produção de HNP 1-3 observamos que 

neutrófilos de voluntários com periodonto saudável apresentavam uma tendência em 

produzir maiores concentrações desta defensina em comparação às células de indivíduos 
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com periodontite (Fig. 7). No entanto, nenhuma diferença estatística significativa foi 

encontrada entre ambos os grupos, tanto no período inicial do estudo, 6 horas de incubação, 

quanto após 12 horas de cultivo, independente da presença ou ausência de estímulo com 

LPS Aa, Pg e Ec (Fig. 7). 
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Figura 7. Produção de HNP 1-3 por neutrófilos estimulados com LPS. A produção de HNP 1-3 
por neutrófilos do sangue periférico de voluntários com periodontite e saudáveis foi dosada por 
ELISA. As células foram cultivadas na presença e ausência de 100 ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec 
por 6 e 12 horas. Cada experimento teve n = 6; * representa diferença estatística com p 0,05 em 
comparação ao grupo controle (periodonto saudável).  

 

Expressão gênica de IL-8, IFN-γγγγ e IL-12 por neutrófilos estimulados com LPS 

Além dos peptídeos antimicrobianos LL-37 e HNP 1-3, também avaliamos a 

expressão de citocinas nos neutrófilos de voluntários com periodontite e com o periodonto 

saudável (Fig. 8). Como demonstrado, a expressão gênica de IL-8 foi significantemente 

maior apenas nos neutrófilos oriundos de voluntários com periodontite estimulados com 
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LPS de Pg no período de 6 horas. Esta diferença manteve-se expressiva até o período de 12 

horas de incubação e neste mesmo intervalo de tempo, observamos que LPS de Aa também 

foi capaz de induzir níveis significativamente elevados na expressão do gene de IL-8 nos 

neutrófilos de pacientes periodontais em relação aos saudáveis (Fig. 8A). Contudo, 

resultados semelhantes na expressão desta citocina foram observados nas demais culturas 

de células estimuladas ou não com LPS (Fig.8A).  

Neutrófilos de pacientes com periodontite, após serem cultivados na presença de 

LPS de Ec por 6 horas expressaram níveis aumentados do gene IFN-  em comparação às 

células de voluntários com periodonto saudável (Fig. 8B). Todavia, níveis de expressão 

bastante semelhantes foram induzidos nos neutrófilos de pacientes com periodontite e com 

periodonto saudável quando estimulados ou não com LPS de periodontopatogenos e Ec por 

12 horas (Fig. 8B). Por fim, quantificamos o gene IL-12 e constatamos que as células de 

pacientes com periodontite estimuladas com LPS de Pg por 6 horas, bem como os mesmos 

neutrófilos cultivados na aussência de estímulo apresentaram índices maiores de expressão 

da citocina IL-12 em comparação aos controles (Fig. 8C). Contudo, após 12 horas de 

incubação, apenas as culturas estimuladas com LPS de Pg mantiveram níveis expressivos 

do gene IL-12. Os demais neutrófilos cultivados na presença ou ausencia de LPS de Aa e 

Ec não induziram níveis significativos na expressão desta citocina em comparação aos 

saudáveis (Fig. 8C).  
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Figura 8. Expressão de citocinas em neutrófilos estimulados com LPS. A intensidade de 
expressão de (A) IL-8, (B) IFN-γ e (C) IL-12 em neutrófilos isolados do sangue periférico de 
voluntários com periodontite e saudáveis foi avaliada por Real Time-PCR. As células foram 
cultivadas na presença ou ausência de 100ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 a 12 horas. O gene de 
referência utilizado para normalização dos resultados foi o GAPDH. Cada experimento teve n = 6; * 
representa diferença estatística com p 0,05 em comparação ao grupo controle (periodonto 
saudável). 
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Produção das citocinas IL-8, IFN-  e IL-12 por neutrófilos estimulados com 

LPS 

Baseado em nossos dados, neutrófilos de pacientes com periodontite apresentaram 

baixos níveis de produção de IL-8 quando comparados com os controles saudáveis, 

independente da presença ou ausência dos estímulos com LPS bacterianos (Fig. 9A). Mais 

especificamente, uma redução significativa na produção de IL-8 foi notada no sobrenadante 

de neutrófilos de pacientes com periodontite cultivados na ausência de estímulos, bem 

como na presença de LPS de Aa e Ec no período de 6 horas de incubação (Fig. 9A). Os 

neutrófilos de pacientes doentes que foram estimulados com LPS de Aa e Ec por 12 horas 

também mantiveram níveis de IL-8 evidentemente menores que os controles. Entretanto, 

nenhuma outra diferença significativa foi observada entre as demais culturas estimuladas 

com LPS de Pg e cultivados na ausência de estímulos (Fig. 9A). Contudo, ao avaliarmos a 

produção de IFN-  observamos que, neutrófilos de pacientes com periodontite produziram 

concentrações significativamente elevadas desta citocina em ambos os períodos de tempo 

analizados, tanto na presença como na ausência de LPS de bactérias periodontopatogênicas 

e Ec (Fig. 9B). 

Finalmente, ao quantificarmos a produção de IL-12 observamos que neutrófilos 

oriundos de indivíduos com periodontite, que foram cultivados na ausência e na presença 

de LPS de Aa e Ec, produziram aumentadas concetrações desta citocina após 6 horas de 

incubação (Fig. 9C). Porém, neste mesmo período de tempo, LPS de Pg induziu 

concentrações semelhantes de IL-12 em ambos os neutrófilos isolados de indivíduos com e 

sem periodontite. Posterior às 12 horas de incubação, as células de pacientes doentes 
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cultivados na ausência de LPS, ainda foram capazes de produzir altas concetrações de IL-

12 quando comparados aos saudáveis (Fig. 9C). Neste mesmo período de tempo, a presença 

de LPS de Aa, Pg e Ec não foi capaz de induzir produção expressivamente diferenciada 

desta citocina entre os neutrófilos isolados de ambos os grupos de voluntários (Fig. 9C). 
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Figura 9. Produção de citocinas por neutrófilos estimulados com LPS. A produção de (A) IL-8, 
(B) IFN-γ e (C) IL-12 por neutrófilos do sangue periférico de voluntários com periodontite e 
saudáveis foi dosada por ELISA. As células foram cultivadas na presença e ausência de 100 ng/mL 
de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 e 12 horas. Cada experimento teve n = 6; * representa diferença 
estatística com p 0,05 em comparação ao grupo controle (periodonto saudável).  
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Produção de NO por neutrófilos estimulados com LPS de periodontopatógenos 

e Ec 

Nossos resultados demonstram que neutrófilos de pacientes com periodontite que 

foram cultivados na presença de LPS de Pg e Ec, bem como os cultivados na ausência de 

estímulos de LPS por 6 horas, produziram concentrações expressivamente menores de NO 

quando comparados aos saudáveis (Fig. 10). Os reduzidos níveis de NO quantificados nas 

culturas celulares que foram incubadas na presença de LPS de Pg e Ec foram mantidos até 

o período de 12 horas de cultivo. Por outro lado, concentrações semelhantes deste gás 

foram produzidas pelos neutrófilos de pacientes com periodontite e com o periodonto 

saudável após serem estimulados com LPS de Aa e pelas mesmas células cultivadas 

somente com meio de cultura (Fig. 10).  
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Figura 10. Produção de NO por neutrófilos estimulados com LPS. Os neutrófilos isolados do 
sangue periférico de voluntários com periodontite e saudáveis foram cultivados na presença e 
ausência de 100 ng/mL de LPS de Aa, Pg e Ec por 6 e 12 horas. A concetração de NO nos 
sobrenadantes das culturas foi quantificada através da reação de Griess. Cada experimento teve n = 
6; * representa diferença estatística com p 0,05 em comparação ao grupo controle (periodonto 
saudável)  
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6. DISCUSSÃO 

 

A presença de distintas espécies bacterianas como Aa e Pg no biofilme dental e as 

condições imunológicas do hospedeiro podem ser fatores decisivos para o desenvolvimento 

da periodontite. Diversos estudos têm demonstrado o envolvimento das bactérias 

periodontopatogênicas Aa e Pg na ativação sistêmica de neutrófilos e outras células 

inflamatórias (Madianos et al., 1997; Restaíno et al., 2007, Oscarsson et al., 2008). Tais 

bactérias são capazes de liberar fatores solúveis como LPS, lipoproteína associada à 

peptidoglicano (PAL) e proteína chaperona GroEL, entre outros, na corrente sanguínea. 

Estes produtos solúveis promovem o recrutamento de neutrófilos e agragação plaquetária 

nos tecidos do hospedeiro, além de induzir maior produção e liberação de metaloproteinase 

(MMP) 9 e citocinas, os quais estão envolvidos na perpetuação da resposta inflamatória 

como a observada na periodontite crônica (Madianos et al., 1997; Restaíno et al.,2007, 

Oscarsson et al., 2008).  

Os neutrófilos são abundantemente encontrados nas bolsas periodontais, fato que se 

deve à capacidade destas células serem rapidamente quimioatraídas para o foco 

inflamatório. Por esse motivo, podem iniciar a resposta contra patógenos invasores através 

do englobamento e destruição dos mesmos. Estas células são equipadas com mecanismos 

microbicidas conhecidos como oxidativos, no qual há destacada produção de NO, e 

mecanismos não-oxidativos, representados pela presença de peptídeos antimicrobianos, 

como LL-37 e HNP 1-3. O importante papel dos neutrófilos na doença periodontal tem sido 
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enfatizado por diversos trabalhos da literatura (Miller et al., 1984; Van Dyke & Hoop 1990; 

Carlsson et al., 2006; Meng et al., 2007). Estes descrevem que indivíduos neutropênicos ou 

com anormalidades funcionais em neutrófilos apresentam uma maior predisposição ao 

desenvolvimento de exacerbada periodontite.  

No entanto, ainda não está bem estabelecido se neutrófilos de indivíduos com 

periodontite apresentam diferenças funcionais em resposta a estímulos de LPS de 

periodontopatógenos quando comparados aos neutrófilos de indivíduos saudáveis, no que 

se refere à produção de substâncias como peptídeos antimicrobianos, NO e citocinas pró-

inflamatórias. Com base nestes dados, para avaliarmos a produção deste arsenal 

microbicida isolamos amostras celulares altamente purificadas do sangue periférico dos 

voluntários com periodontite e saudáveis. Das células obtidas, 94% correspondiam aos 

neutrófilos, fato que validou a técnica de isolamento celular, assegurando que as células 

utilizadas no decorrer dos experimentos representavam a população de interesse.  

Em seguida, as características fenotípicas destas células foram estudadas. No 

entanto, de acordo com nossos resultados, tanto os neutrófilos de voluntários com 

periodontite quanto os neutrófilos de voluntários saudáveis apresentaram níveis 

semelhantes na expressão de todas as moléculas de superfície pesquisadas. Contudo, os 

elevados níveis de CXCR1 e Mac-1 observados em ambos os grupos de neutrófilos 

sugerem tais células possuem capacidade semelhante de serem quimiotaticamente atraídas 

para o foco inflamatório. As moléculas CD62L também foram expressas em altos níveis em 

ambos os grupos de células, indicando ausência de ativação dos neutrófilos até a etapa 
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anterior à cultura, eliminando qualquer hipótese de pré-ativação celular. Estes dados podem 

ser reforçados por trabalhos que demonstram haver uma rápida redução nos números de 

CD62L após ativação de neutrófilos com diferentes estímulos, como LPS, IL-1, leucotrieno 

B4, entre outros (Suri et al., 2008; Vega et al., 2010).  

Adicionalmente, os níveis de CD64 observados nas células isoladas reforçam a 

hipótese de que os neutrófilos não sofreram ativação antes do cultivo com LPS. Estes dados 

corroboram com resultados descritos na literatura que demonstram uma baixa expressão 

destas moléculas nas populações de neutrófilos em repouso, os quais em apenas poucas 

horas após receberem estímulos bacterianos passam a expressar níveis elevados de CD64 

(Davis, 2005; Lam & Ng, 2008; Cid, et al., 2010).  

Os neutrófilos ainda são capazes de expressar moléculas de TLR em suas 

superfícies e, segundo Parker e colaboradores (2005), estas células possuem RNAm para 

todos os TLR, exceto para TLR3. No entanto, o número das moléculas TLR, 

especificamente TLR1, TLR2, TLR4 e TLR9 em neutrófilos recém-isolados do sangue 

periférico humano, na ausência de estímulos, é consideravelmente reduzido (Parker et al., 

2005). Apoiando estes dados, demonstramos que neutrófilos de ambos os grupos de 

voluntários apresentaram uma baixa expressão de TLR2 e TLR4. A presença destas 

moléculas de TLR nas superfícies de neutrófilos torna-se intensificada após estimulação 

celular por diferentes citocinas e pelos respectivos agonistas de TLR (Parker et al., 2005). 

TLR4 juntamente com moléculas de CD14 são essenciais na resposta contra 

bactérias Gram-negativas, pois funcionam como receptor de LPS transmitindo sinais 

estimulatórios para células da resposta imune inata como neutrófilos. No entanto, TLR2 
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também pode agir como receptor para moléculas de LPS como o LPS de Pg. Esta bactéria 

periodontopatogênica, devido às múliplas espécies de lipídeo A, induz ativação de resposta 

ligando simultaneamente em TLR4 e TLR2 e, consequentemente, promovendo uma 

resposta diferenciada em comparação aos patógenos que apenas são reconhecidos por 

TLR4 (Hirschfeld et al., 2001; Coats et al., 2003; Hajishengallis et al., 2006). Com base 

nestes dados, justificam-se as distintas produções de citocinas, peptídeos antimicrobianos e 

NO observadas na resposta de neutrófilos contra os periodontopatógenos Aa e Pg.  

Após cultivarmos neutrófilos de voluntários com periodontite e com periodonto 

saudável observamos que LPS de Aa induziu maior expressão de LL-37 e HNP 1-3, LPS de 

Pg e Ec promoveram aumento de RNAm de HNP 1-3 em células de pacientes com 

periodontite. Tais resultados nos permitem sugerir que neutrófilos de pacientes com 

periodontite respondem com maior intensidade aos diferentes estímulos de LPS bacterianos 

que os neutrófilos de voluntários saudáveis.  

No entanto, investigando-se melhor as respostas de neutrófilos estimulados ou não 

com LPS observamos que células de voluntários com periodontite estimulados com LPS de 

Pg e Ec foram capazes de produzir maiores concentrações da catelicidina LL-37 que os 

controles saudáveis. Estes dados são constatados por outros diversos estudos (Türkoglu et 

al., 2009) que descrevem aumentada produção desta catelicidina em fluído gengival 

crevicular, em tecido gengival de indivíduos acometidos pela periodontite (Hosokawa et 

al., 2006) e em células epiteliais gengivais estimuladas, in vitro, por bactérias 

periodontopatogênicas (Ji et al., 2008). Além da periodontite, está descrito que outras 

doenças de origem bacteriana como tuberculose e fasciite necrosante, também são capazes 
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de induzir elevados níveis deste peptídeo por diferentes tipos celulares, especialmente por 

neutrófilos (Rivas-Santiago et al., 2008; Johansson et al., 2008).  

Por outro lado, a produção de HNP 1-3 nos sobrenadantes das culturas de 

neutrófilos não apresentou correlação com a presença de periodontite, uma vez que níveis 

semelhantes destas defensinas foram quantificados em neutrófilos de ambos os grupos de 

voluntários estudados. Resultados semelhantes aos nossos foram publicados por Lundy e 

colaboradores (2005), os quais descrevem que as concentrações das HNP 1-3 podem ser 

bastante similares no fluído gengival crevicular de indivíduos com doença periodontal e 

com periodonto saudável. Em contrapartida, outro trabalho (Puklo et al., 2008) tem 

evidenciado que apesar de HNP 1-3 ter sido detectada em amostras de fluído gengival 

crevicular de todos os indivíduos com e sem doença periodontal, houve uma diferença 

significativa entre estes valores. Neste caso, maiores concentrações de HNP 1-3 foram 

encontradas em amostras de pacientes com periodontite. Adicionalmente, Isomoto e 

colaboradores (2004), ao realizarem um estudo sobre inflamação estomacal, demonstraram 

haver um aumento de HNP no suco gástrico de indivíduos com gastrite causada por 

Helicobacter pylori, contudo ao quantificarem estes peptídeos fora do local inflamatório, 

no soro destes pacientes, nenhuma diferença significativa foi observada, enfatizando a 

influência da origem da amostra na detecção destas -defensinas. Ainda, vale ressaltar que 

nenhum dos trabalhos acima citados avaliou a produção in vitro de HNP 1-3 por neutrófilos 

circulantes de indivíduos acometidos ou não pela periodontite, após estimulação destas 

células com LPS de periodontopatógenos. Sendo assim, sugerimos que estes resultados 

controversos podem ser devido às diferentes metodologias utilizadas na detecção destes 
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peptídeos antimicrobianos, bem como na origem das amostras utilizadas para as 

quantificações dos mesmos. Entretanto, acreditamos que novos estudos poderão ser 

realizados utilizando neutrófilos isolados do tecido gengival inflamado e posteriormente 

mantidos em cultura na presença dos diferentes LPS para que resultados mais precisos 

forneçam maiores esclarecimentos da participação de HNP 1-3 na periodontite.  

Está bem elucidado que neutrófilos ativados, além de serem fontes produtoras de 

peptídeos antimicrobianos, também são capazes de produzir diferentes tipos de citocinas 

como IL-8, IL-12 e IFN-  (Cassatella et al., 1995; Liu et al., 2001; Ethuin et al., 2001; 

Restaíno et al., 2007). Dessa forma observamos que neutrófilos de pacientes com 

periodontite, após estimulação com LPS dos periodontopatógenos e Ec também passaram a 

expressar níveis gênicos mais intensos das citocinas pró-inflamatórias. Especificamente, 

LPS de Pg, seguido pelo LPS de Aa, foi capaz de induzir maior aumento em RNAm de IL-

8 em comparação aos controles, confirmando dados da literatura (Yoshimura et al., 1997; 

Sugita et al., 1998; Restaíno et al., 2007). Ainda, neutrófilos de pacientes com periodontite 

expressaram níveis mais intensos de RNAm de IFN- , quando estimulados com LPS de Ec, 

e do gene IL-12, após cultivo com LPS e Pg. Com base nestas informações, concluí-se que 

neutrófilos isolados de voluntários com periodontite são mais responsivos que neutrófilos 

de indivíduos saudáveis. Estes resultados são apoiados por trabalhos (Loos et al., 2000; 

Kowolik et al., 2001; Matthews et al., 2007) que descrevem haver uma hiper-reatividade 

nos neutrófilos de pacientes com periodontite em comparação com os mesmos tipos 

celulares oriundos de indivíduos com gengivite, bem como de indivíduos com periodonto 
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saudável, e estes ainda ressaltam um aumento no número de neutrófilos circulantes na 

população acometida pela doença oral. 

Quantificando-se a produção das citocinas constatamos que INF-  e IL-12 

encontravam-se em maiores concetrações nos sobrenadantes dos neutrófilos de voluntários 

com periodontite em comparação aos saudáveis. Tais informações são apoiadas em 

diferentes estudos (Cassatella et al., 1995; Tsai et al., 2005; Yücel et al., 2008; Honda et 

al., 2008) que demonstram elevados níveis de IL-12 em fluído crevicular gengival, em 

neutrófilos do sangue periférico e em macerado de tecido gengival de indivíduos 

acometidos pela periodontite. Nossos dados, em conjunto com estes trabalhos, sugerem 

seguramente que a IL-12 esteja relacionada com o desenvolvimento da periodontite, visto 

que esta citocina é conhecida por exercer um papel relevante em outras diferentes doenças 

inflamatórias, como esclerose múltipla, artrite reumatóide e psoríases (Comabella et al., 

1998, Yawalkar et al., 1998, Kim et al. 2000; Yücel et al., 2008). IL-12 ainda é capaz de 

aumentar as funções fagocíticas de neutrófilos e macrófagos interligando ambas as 

respostas imunes inata e adaptativa (Trinchieri, 1998). Adicionalmente, está bem 

esclarecido que IL-12 é capaz de induzir a geração de células T auxiliares tipo 1 (Th1), as 

quais são produtoras de diversas citocinas com atividade pró-inflamatória, dentre elas TNF-

, IFN-  e a própria IL-12 (Street et al., 1991; Seder et al., 1993; Stashenko et al., 2007), 

estabelecendo-se assim um efeito de feedback positivo entre a produção de IL-12 e IFN-  

(Cassatella et al., 1995; Tsai et al., 2005).  

Corroborando com trabalhos já publicados, observamos que além dos elevados 

níveis de IL-12, maiores concentrações de IFN-  também foram quantificadas nas culturas 
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celulares de pacientes com periodontite estimuladas ou não com os LPS de Aa, Pg e Ec em 

ambos os períodos de tempo analisados. Estes dados são reforçados por diferentes grupos 

de pesquisadores que relatam presença de elevados níveis de IFN-  em células estimuladas 

ou não com bactérias periodontopatogênicas, em fluído crevicular gengival e em macerado 

de biópsias de tecido gengival de indivíduos com periodontite (Nakajima et al., 1999; 

Kobayashi et al., 2000; Ukai et al., 2001; Górska et al., 2003). Baseado na notória presença 

desta citocina em tecidos e em células de indivíduos com periodontite, podemos sugerir que 

IFN-  pode exercer funções significativas durante a resposta iniciada nesta doença oral.  

O papel protetor de IFN-  na periodontite foi mais bem estudado por Garlet e 

colaboradores (2008), os quais descrevem que camundongos geneticamente deficientes 

desta citocina, apesar de apresentarem reduzida resposta inflamatória local, acompanhada 

por pequeno número de neutrófilos e de mediadores inflamatórios, o que reduziria a 

intensidade da doença, apresentaram disseminação de periodontopatógenos por órgãos 

vitais como coração, pulmões, rins e fígado, além de intestinos. Observou-se ainda que a 

ausência de IFN-  foi responsável pela redução no ganho de peso e elevada mortalidade 

destes animais infectados com periodontopatógenos (Garlet et al., 2008), demonstrando que 

a presença desta citocina tem papel importante na resposta à periodontite.  

Contudo, a função desempenhada por IFN-  na resposta imune é amplamente 

estudada e alguns trabalhos apresentam informações sobre a dupla ação desta citocina no 

desenvolvimento da resposta inflamatória. Dessa maneira, IFN-  pode promover a 

intensificação de mecanismos inflamatórios como a fagocitose, apresentação de antígenos e 

estimulação de citocinas, quimiocinas e moléculas com atividade microbicida (Schröder et 
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al., 2004). Todavia, IFN-γ também é capaz de exercer um efeito imunomodulador 

(Cassatella et al., 1993; Meda et al., 1994) em citocinas inflamatórias produzidas por 

neutrófilos estimulados com LPS. Mais especificamente, alguns estudos (Cassatella et al., 

1993; Meda et al., 1994) descrevem a habilidade de IFN-  inibir a produção de IL-8 por 

neutrófilos estimulados por LPS ou por outros estímulos como TNF-  e formil-metionil-

leucil-fenil-alanina (FMLP) (Cassatella et al., 1993). Com base nestas informações, 

sugerimos que as pequenas concentrações de IL-8 observadas nas culturas de neutrófilos de 

indivíduos com periodontite e estimulados ou não com LPS bacterianos poderiam ser 

decorrentes dos elevados níveis de IFN-  encontrados nestas mesmas culturas. 

No entanto, nossos resultados divergem de estudos realizados por outros grupos 

(Yoshimura et al., 1997; Schröder et al., 2006; Restaíno et al., 2007) que demonstram um 

aumento dessa citocina e seu RNAm em neutrófilos que são cultivados na presença de LPS 

oriundos de bactérias, tais como E. coli, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, 

Capnocytophaga ochracea e F. nucleatum. Sendo assim, acreditamos que os resultados 

conflitantes são decorrentes das diferentes metodologias empregadas na estimulação, bem 

como nos variados períodos de incubação das culturas celulares adotados pelos grupos de 

pesquisa acima citados. Detalhadamente, Yoshimura e colaboradores (1997) e Schröder e 

colaboradores (2006) relatam maior expressão de IL-8 em neutrófilos de voluntários 

saudáveis e estimulados com os LPS de periodontopatógenos e Ec, respectivamente. Ao 

passo que, as maiores concentrações de IL-8 também foram observadas por nós quando 

quantificamos esta citocina no sobrenadante dos neutrófilos de voluntários saudáveis em 

comparação aos dos indivíduos doentes. Ainda, segundo os dados publicados por Restaíno 
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e colaboradores (2007), os neutrófilos de pacientes com periodontite foram estimulados 

com LPS de Aa e Pg por apenas 1 hora, enquanto que os períodos de estimulação 

realizados por nosso grupo foram de 6 e 12 horas, fato que pode influenciar nos resultados 

finais.  

Contudo, as intensidades e padrões de respostas imunológicas iniciadas contra os 

microrganismos invasores são decorrentes da complexa ação de diversas citocinas 

produzidas e liberadas por múltiplos tipos celulares em diferentes momentos da resposta 

imune. Um exemplo desta resposta ocorre durante a periodontite, tornando bastante difícil o 

esclarecimento de quais fatores podem influenciar negativamente este processo 

inflamatório. Adicionalmente, torna-se oportuno ressaltar os resultados obtidos através da 

análise da expressão gênica e quantificação dos peptídeos antimicrobianos e citocinas pode 

ser devido a um fator fisiológico das células, uma vez que a transcrição do material 

genético não necessariamente ocorre de modo simultâneo à sua tradução em proteínas.  

Os neutrófilos ainda contam com mecanismos microbicidas dependentes de 

oxigênio, especialmente os representados pela produção de NO (Bogdan, 2001; Lehrer 

2004). O NO pode exercer diferentes atividades biológicas (Bogdan, 2001), variando desde 

a atividade anti-tumoral até a redução da replicação e/ou morte de microrganismos 

invasores como as bactérias, por exemplo. Algumas bactérias periodontopatogênicas, tais 

como Aa, Pg e F. nucleatum são capazes de induzir a ativação da enzima iNOS, resultando 

em elevados níveis de NO nos tecidos gengivais bem como no sangue do indivíduos 

saudáveis (Miyasaki et al., 1986; Sheikhi et al., 2001; Alayan et al., 2006). Corroborando 

com estes dados, observamos que neutrófilos de voluntários saudáveis foram capazes de 
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produzir grandes quantidades deste radical tóxico após serem estimulados com LPS de Pg e 

Ec. Em contrapartida, comparando-se os níveis de NO observamos que neutrófilos de 

pacientes com periodontite cultivados na presença de LPS de Pg e Ec sintetizaram menores 

concentrações deste em relação aos saudáveis. Estes resultados vão de encontro com outros 

trabalhos (Garlet et al., 2008; Guentsch et al., 2009) que descrevem uma maior produção de 

NO por indivíduos e por animais acometidos pela periodontite que os saudáveis. Tais dados 

também vão de encontro com trabalhos que afirmam haver forte correlação entre a 

produção de NO e derivados reativos do oxigênio com os níveis elevados de citocinas como 

IFN-  (Yamashita et al., 1997; Ellis et al., 2004).  

A não correlação entre estes resultados pode ainda estar associada aos diferentes 

protocolos experimentais utilizados na detecção destas moléculas de NO. Possivelmente, 

resultados mais representativos poderão ser obtidos se os níveis de expressão da enzima 

iNOS fosse estudado em neutrófilos. Todavia, a exata função do NO no desenvolvimento 

de processos inflamatórios como a pariodontite, ainda permanece sem um consenso. Com 

base nestes dados, sugerimos que as reduzidas concentrações de NO nos sobrenadantes dos 

neutrófilos de doentes periodontais poderiam estar envolvidas na resposta imune deficitária 

destes indivíduos contra os microrganismos causadores da periodontite, tornando-os mais 

suscetíveis a esta patologia oral.  

Tal hipótese pode ser reforçada por estudos que demonstram que na ausência de 

NO, seja pela inibição da iNOS ou pela deficiência desta enzima em modelos 

experimentais, há aumento descontrolado de diferentes bactérias periodontopatogênicas, 

intensificando a patogênese periodontal (Miyasaki et al., 1986; Alayan et al., 2006; Garlet 
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et al., 2008). Finalmente, os elevados níveis de LL-37, HNP 1-3 e das citocinas IL-12 e 

IFN-  podem representar uma importante tentativa de o sistema imune reagir contra os 

microrganismos invasores. No entanto, a falha em um destes mecanismos microbicidas, 

representada pelos baixos níveis de NO produzidos pelos neutrófilos dos voluntários com 

periodontite poderiam justificar a maior suscetibilidade destes indivíduos à doença 

periodontal.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Baseado nestes resultados, concluímos que: 

• A maior produção de LL-37, HNP 1-3 e citocinas inflamatórias IL-12 e IFN-  por 

neutrófilos humanos está associada à presença da periodontite.  

• O LPS de periodontopatógenos em contato com neutrófilos sanguíneos pode estimular 

a síntese de catelicidina e -defensinas de maneiras distintas.  

• Os LPS de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis podem induzir maiores níveis de 

citocinas pró-inflamatórias nos indivíduos com periodontite.  

• Neutrófilos dos voluntários com periodontite, estimulados ou não com LPS das 

bactérias periodontopatogênicas, produzem baixos níveis de NO quando comparados 

aos neutrófilos de indivíduos saudaveis.  
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