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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a exposição das células 

mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal (PDLMSCs) ao 

lipopolissacarídeo da Porphyromonas gingivalis (Pg) e da Escherichia coli (Ec), 

levaria a alterações biológicas que comprometessem as propriedades 

relacionadas ao fenótipo mesenquimal indiferenciado. Para testar essa hipótese, 

inicialmente foi verificado se as cinco populações de células mesenquimais 

indiferenciadas purificadas para o antígeno de superfície CD105 (células CD105+) 

expresssavam os receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2 e 4). Em seguida, as células 

foram cultivadas na presença do LPS da Pg e da Ec, e avaliadas quanto a sua 

viabilidade e proliferação pelo ensaio do MTS, expressão dos genes para citocinas 

inflamatórias IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α (técnica do PCRq), imunomarcação para 

STRO-1 e expressão do gene identificador de pluripotencialidade - Oct-4, e 

capacidade de diferenciação osteoblástica/cementoblástica através dos ensaios 

para identificação de nódulos minerais e expressão dos genes para RUNX2, ALP 

e OCN. Os resultados mostraram que todas as populações celulares 

apresentaram fenótipo mesenquimal indiferenciado com marcação positiva para 

STRO-1, além de se mostrarem positivas para os receptores TRL2 e 4. O ensaio 

de MTS revelou que a exposição às três concentrações de LPS da Pg e da Ec 

(100 ng, 1 µg e 10 µg/ml) não comprometeu a viabilidade celular, mantendo todas 

as populações de PDLMSCs proliferativas ao longo dos 10 dias de cultivo. Em 

paralelo, verifcou-se que LPS da Pg não alterou os níveis de RNAm para  

citocinas estudadas enquanto que, o LPS da Ec promoveu um aumento 

significativo na expressão de IL-6 e IL-8, quando aplicado nas concentrações de 

100 ng e 1 µg/ml. Adicionalmente, os resultados revelaram que a exposição 

celular aos LPS bacterianos, ambos na concentração de 1µg/ml, não alterou o 

fenótipo mesenquimal indiferenciado destas populações, uma vez que a 

expressão do gene OCT-4 e a marcação positiva para STRO-1 mantiveram-se 

semelhantes à células do grupo controle.  Além disso, as células mantiveram a 
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capacidade de diferenciação em fenótipo osteoblástico/cementoblástico, 

confirmado pela produção de nódulos minerais (ensaio de vermelho de alizarina) e 

expressão dos genes para RUNX-2, ALP e OCN semelhante ao grupo controle 

(células cultivadas em meio osteogênico). Somente foi observado um aumento 

significativo (p<0,05) na produção de nódulos minerais quando as células foram 

cultivadas na presença de 1µg/ml do LPS de Ec. Contudo, esse aumento da 

matriz mineral não está relacionado ao aumento nos níveis de RNAm para os 

genes relacionados ao fenótipo osteogênico comparado ao grupo controle. Dentro 

das condições experimentais avaliadas, concluí-se que a exposição das 

PDLMSCs ao LPS da Porphyromonas gingivalis e da Escherichea coli não alterou 

as propriedades biológicas destas células, mantendo assim, as características que 

conferem a estas a condição de mesenquimal indiferenciada. 

 

Palavras-chave: células mesenquimais indiferenciadas, ligamento periodontal, 

regeneração periodontal, Lipopolissacarídeos (LPS), Toll-like receptors (TLR), 

Porphyromonas gingivalis 
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ABSTRACT 

The aim of this study was to evaluate if the exposure of mesenchymal 

stem cells of the periodontal ligament (PDLMSCs) to lipopolysaccharide (LPS) of 

Porphyromonas gingivalis (Pg) and Escherichia coli (Ec), would lead to biological 

changes that compromised the properties related to undifferentiated mesenchymal 

phenotype. To test this hypothesis, initially it was checked whether the five 

populations of mesenchymal stem cells purified by surface antigen CD105 

(CD105+ cells) expressed the Toll-like receptors 2 and 4 (TRL2 and 4). Then, cells 

were cultured in the presence of LPS from Pg and Ec, and evaluated for viability 

and proliferation by the MTS assay, expression of proinflammatory cytokines IL-1β, 

IL-6, IL-8 and TNF-α (PCRq technique), immunostaining for STRO-1 and OCT-4 

gene expression, an identifier of pluripotency, and osteoblast/cementoblastic 

differentiation capacity through assays to identify minerals nodules, as well as the 

gene expression of RUNX2, ALP and OCN. All these assays were carried out also 

in the presence of LPS from Escherichia coli (Ec), which is not considered a 

periodontal pathogen. The results showed that all cell populations with 

undifferentiated mesenchymal phenotype had positive staining for STRO-1, and 

also showed to be positive for the receptors TLR2 and 4. The MTS assay revealed 

that exposure to the three concentrations of Pg and Ec LPS (100 ng, 1µg and 

10µg/ml) did not affect cell viability, keeping all PDLMSCs populations proliferative 

over 10 days of culture. In parallel, it was found that the LPS Pg did not alter 

mRNA levels for the cytokines studied, while the Ec LPS caused a significant 

increase in IL-6 and IL-8, when applied concentrations of 100ng/ml and 1µg/ ml. 

Additionally, the results revealed that cellular exposure to both LPS in the 

concentration of 1µg/ml, did not alter the undifferentiated mesenchymal phenotype 

of these populations, since the expression of gene OCT-4 and positive STRO-1 

staining remained similar to cells in the control group. In addition, these cells 

retained their ability to differentiate into osteoblastic/cementoblastic phenotype 

confirmed by production of mineral nodules (alizarin red assay) and expression of 

the genes for RUNX-2, ALP  and OCN similar to cells control group (cultured in 
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osteogenic medium only). It was only observed a significant increase (p<0.05) in 

the production of mineral nodules when cells were cultured in the presence of 

1μg/ml Ec LPS. However, this increase in the mineral matrix it is not related to 

increased levels of mRNA for genes related to osteogenic phenotype compared to 

the control group. Within the experimental conditions, it can be concluded that 

exposure of PDLMSCs to LPS of Porphyromonas gingivalis and Escherichia coli 

did not alter the biological properties of these cells thereby, maintaining the 

characteristics that confer to these cells the condition of mesenchymal stem cells. 

 

Keywords: mesenchymal stem cells, periodontal ligament, periodontal 

regeneration, Lipopolysaccharides (LPS), Toll-like receptors (TLR), 

Porphyromonas gingivalis. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença periodontal inflamatória caracteriza-se pela destruição dos 

tecidos que suportam os dentes, os quais incluem ligamento periodontal, cemento 

dental e osso alveolar, e está entre as mais prevalentes doenças infecciosas, 

constituindo-se na principal causa da perda dental com implicações significativas 

na saúde pública (Desvarieux et al., 2003; Elter et al., 2003). A raspagem e 

alisamento da superfície radicular (terapia mecânica) é a forma de terapia mais 

comumente empregada no tratamento da doença periodontal. O objetivo da 

terapia mecânica é remover cálculo e depósitos bacterianos sobre a superfície 

radicular, assim como o cemento dental contaminado pelas bactérias e seus 

produtos (Aleo et al., 1975; Nishimine & O’Leary, 1979; Bartold et al., 2000). Os 

efeitos clínicos da terapia mecânica estão, de forma geral, bem documentados e, 

em combinação com uma boa higiene oral, resultam na diminuição da 

profundidade de sondagem das bolsas periodontais e na estabilização das 

medidas do nível clínico de inserção, particularmente em bolsas periodontais 

profundas (Kaldahl et al., 1993).  

Histologicamente, independente do tipo de abordagem utilizada para a 

descontaminação mecânica da superfície radicular, o tecido epitelial prolifera de 

forma mais rápida do que os tecidos mesenquimais envolvidos (ligamento 

periodontal, cemento dental e osso alveolar) o que resulta em um padrão de cura 

do tipo reparação (epitélio juncional longo), não ocorrendo a regeneração dos 

tecidos periodontais perdidos em função da doença (Polimeni et al., 2006). Desta 

forma, o maior desafio da terapia periodontal contemporânea tem sido o 

restabelecimento do ligamento periodontal, cemento dental e osso alveolar 

perdidos durante o processo da doença periodontal inflamatória. 

Clinicamente, diferentes modalidades terapêuticas têm sido utilizadas 

visando a regeneração dos tecidos periodontais de suporte perdidos. Entre estas 

se destacam técnicas de enxertos ósseos de diferentes origens, moléculas 

bioativas (como fatores de crescimento e proteínas derivadas da matriz do 

esmalte) e a regeneração tecidual guiada (GTR). Entretanto, os resultados clínicos 
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obtidos são pouco previsíveis, e histologicamente, o potencial regenerativo 

(formação de ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular) destas 

técnicas tem se revelado limitado (Egelberg, 1987; Jepsen et al., 2002; Trombelli 

et al., 2002; Villar & Cochran, 2010). Alguns fatores tais como, o padrão de higiene 

oral, as características morfológicas dos defeitos periodontais, condições 

sistêmicas e comportamentais (diabetes e tabagismo) relacionados ao paciente 

têm sido considerados como fatores que influenciam na cicatrização dos tecidos 

periodontais (Polimeni et al., 2006). 

Atualmente, sabe-se que o sucesso da regeneração dos tecidos 

periodontais depende da migração e proliferação das células do ligamento 

periodontal remanescente, acompanhada pela subsequente diferenciação em 

osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, e síntese de componentes das 

matrizes teciduais. Recentemente, estudos mostraram que o ligamento periodontal 

de dentes permanentes (Seo et al., 2004; Nagamoto et al., 2006; Gay et al., 2007; 

Silvério et al., 2010) e de decíduos (Silvério et al., 2010) abrigam populações 

celulares com características de células mesenquimais indiferenciadas (células 

tronco adultas). Essas células tem sido caracterizadas por meio da expressão de 

marcadores de superfície específicos para células de origem mesenquimal 

indiferenciada (CD105, CD166, CD73 e STRO1) (Seo et al., 2004; Nagamoto et 

al., 2006; Gay et al., 2007; Silvério et al., 2010), além de expressarem o gene para 

o Oct-4 (Oct-3, POU5f1), um fator de transcrição importante para a manutenção 

da pluripotencialidade e do estado celular indiferenciado (Kawanabe et al., 2006; 

Silvério et al., 2010; Keliner & Kikyo, 2010). Em condições apropriadas de cultura, 

essas células mesenquimais indiferenciadas provenientes do ligamento 

periodontal têm se mostrado capazes de diferenciarem em um fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico, adipogênico e condrogênico (Seo et al., 2004; 

Nagamoto et al., 2006; Gay et al., 2007; Silvério et al., 2010), além de 

apresentarem in vivo formação ectópica de uma estrutura tecidual semelhante ao 

cemento dental e ligamento periodontal (Seo et al., 2004).  
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 Do ponto de vista dos tecidos periodontais remanescentes, tem sido 

sugerido que as estruturas periodontais remanescentes, expostas ao processo 

inflamatório crônico, teriam a sua habilidade para promover a regeneração tecidual 

comprometida (Polimeni et al., 2006; Chen et al., 2010). Uma das hipóteses 

baseia-se no fato das células mesenquimais indiferenciadas do ligamento 

periodontal sofrerem alterações fenotípicas quando expostas ao ambiente da 

doença periodontal, principalmente, devido à ação das toxinas bacterianas e das 

citocinas inflamatórias, comprometendo assim, as suas propriedades biológicas. 

Embora não existam evidências científicas que sustentem esta hipótese, estudos 

na área médica mostraram que em modelo animal, na presença de um processo 

inflamatório crônico cerebral induzido pela injeção de citocinas pró-inflamatórias 

(fator de necrose tumoral- e interferon-), as propriedades proliferativa, migratória 

e a plasticidade das células-tronco da zona subventricular são significativamente 

comprometidas (Pluchino et al., 2008).    

Em relação à doença periodontal, a Porphyromonas gingivalis tem sido 

considerada um dos principais patógenos associados ao desenvolvimento e 

progressão da doença periodontal inflamatória crônica (periodontite) (Socransky & 

Haffajee, 1992). A Porphyromonas gingivalis e outras bactérias gram-negativas tal 

como, a Escherichia coli (considerada como não-periodontopatógeno), 

apresentam em suas paredes celulares um fator de virulência denominado 

lipopolissacarídeo (LPS) (Holt et al., 1999). Esse LPS quando em contato com 

células do sistema imunológico do hospedeiro, bem como com fibroblastos 

gengivais, induzem uma resposta imune-inflamatória, caracterizada pela liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, as quais são mediadas pelos receptores do tipo 

Toll-like (TLR2 e TLRL4) (Jones et al., 2010). Até o momento, pouca informação 

encontra-se disponível sobre o efeito dos LPS bacterianos sobre as células 

mesenquimais indiferenciadas. Recentemente, Mo et al. (2008), observaram in 

vitro uma alteração no padrão de diferenciação osteogênica, quando células 

mesenquimais indiferenciadas isoladas da medula óssea de indivíduos saudáveis 

foram expostas ao LPS da Escherichia coli.  
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Desta maneira, o presente estudo foi realizado com o objetivo de tentar 

compreender o impacto da exposição das células mesenquimais indiferenciadas 

do ligamento periodontal aos LPS da Porphyromonas gingivalis e da Escherichia 

coli nas suas propriedades relacionados ao fenótipo mesenquimal indiferenciado.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Células mesenquimais indiferenciadas e seu papel na regeneração 

periodontal  

A regeneração periodontal completa é um processo extremamente 

complexo, pois necessita de neoformação óssea, do ligamento periodontal e do 

cemento radicular. Para que esta regeneração seja bem sucedida, é necessária a 

formação de um selamento epitelial funcional, novas fibras de tecido conjuntivo 

inseridos na raiz, novo cemento acelular na superfície da raiz, além do 

restabelecimento da altura do osso alveolar, tornando a regeneração do 

periodonto uma das situações mais complexas e únicas do corpo humano (Bartold 

et al., 2000; Polimeni et al., 2006). 

De acordo com o estudo de Melcher (1976), o tipo celular que povoa a 

ferida cirúrgica periodontal durante os estágios iniciais de cicatrização é crítico 

para determinar se esta cicatrização ocorrerá por reparo ou regeneração.  Estudos 

realizados na década de 80 mostraram que, dos quatro tipos teciduais (osso 

alveolar, tecido conjuntivo gengival, epitélio e ligamento periodontal) que 

circundam o defeito periodontal, somente as células provenientes do ligamento 

periodontal remanescente são capazes de promover a formação de uma nova 

inserção conjuntiva sobre uma superfície radicular desprovida de ligamento 

periodontal (Karring et al. 1980; Nyman et al., 1980; Karring et al., 1985; Buser et 

al., 1990). Ao mesmo tempo, esses estudos mostraram que histologicamente, o 

tecido epitelial prolifera a uma taxa mais rápida do que os tecidos mesenquimais 

subjacentes (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular), 

promovendo uma cicatrização da ferida periodontal por reparo e não regeneração 

verdadeira dos tecidos, já que há a formação de epitélio juncional longo (Karring et 

al. 1980; Nyman et al., 1980; Bowers et al., 1982; Karring et al., 1985 Egelberg, 

1987).  

 Atualmente, uma ampla variedade de terapias regenerativas têm sido 

propostas, visando promover a regeneração dos tecidos periodontais de suporte. 
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Entre estas se destacam técnicas de enxertos ou substitutos ósseos, moléculas 

bioativas (como fatores de crescimento e proteínas derivadas da matriz do 

esmalte), a regeneração tecidual guiada (GTR) e a associação destas terapias. 

Entretanto, os resultados clínicos obtidos são pouco previsíveis, e 

histologicamente, o potencial regenerativo (formação de ligamento periodontal, 

osso alveolar e cemento radicular) destas técnicas tem se revelado limitado 

(Egelberg, 1987; Jepsen et al., 2002; Trombelli et al., 2002; Villar & Cochran, 

2010). 

Essa limitação das técnicas regenerativas em promover a regeneração 

dos tecidos periodontais em toda a extensão do defeito pode ser uma 

consequência da pobre capacidade inata dos tecidos periodontais danificados em 

se regenerar (Trombelli, 2005; Polimeni et al., 2006; Villar & Cochran, 2010; 

Reynolds et al., 2010). Dentro desse contexto, os estudos atuais vêm sendo 

direcionados no sentido de tentar compreender os eventos celulares e 

moleculares envolvidos na formação e regeneração dos tecidos periodontais, e 

abordagens baseadas na engenharia de tecidos têm surgido como potenciais 

alternativas aos tratamentos convencionais. 

Nesse sentido, vários estudos têm sido conduzidos para melhor 

compreensão das propriedades do ligamento periodontal. Baseado em suas 

características, o ligamento periodontal é um tecido conjuntivo que circunda a raiz 

dental e seu papel primário é a manutenção do dente no alvéolo, proporcionando 

ancoragem e suporte ao dente em função, dispersando as forças associadas à 

mastigação, além de reconstruir a estrutura periodontal em resposta à injúria, à 

periodontite e a movimentos decorrentes do tratamento ortodôntico. A população 

celular do PDL é heterogênea, consistindo em duas grandes linhagens 

mesenquimais: a fibroblástica e a de tecidos mineralizantes, divididos nos 

subgrupos osteoblásticos e cementoblásticos (Gottlow et al., 1984; McCulloch & 

Bordin, 1991; Pitaru et al., 1994; Liu et al., 1997). 

Devido à sua taxa metabólica e de turnover ser uma das mais altas do 

organismo, pesquisadores hipotetizaram que uma população celular altamente 
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regenerativa estaria presente no PDL (McCulloch & Bordin 1991; Ramakrishnan et 

al. 1995; Coura et al., 2008). Este conceito de que células-tronco poderiam residir 

nos tecidos periodontais foi primeiramente proposto há mais de vinte anos por 

Melcher (1985). 

Por suas funções, é necessário que o PDL contenha células-tronco 

pluripotentes como fonte de reconstrução do tecido periodontal. Acredita-se que a 

regeneração possa ser obtida com sucesso se houver a migração das células-

tronco do ligamento periodontal, e que estas células possam se diferenciar em 

osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos, sintetizando matriz extracelular 

consistente com os tecidos periodontais (Karring et al., 1993; Becker & Becker, 

1999; Bartold et al., 2000; Isaka et al., 2001; Bartold & Narayanan, 2006).  

A presença de células-tronco nos tecidos periodontais tem sido desde 

então, repetidamente mencionada na literatura. A evidência mais incontestável de 

que estas células estão presentes em meio ao tecido periodontal foi apresentada 

por McCulloch e colaboradores (1987), que identificaram uma pequena população 

de células progenitoras adjacente aos vasos sanguíneos no interior do ligamento 

periodontal.  

De forma geral, as células-tronco são caracterizadas pela sua 

capacidade de autorrenovação, ou seja, são capazes de se multiplicarem-se, 

mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma reposição ativa de sua 

população de maneira constante nos tecidos; e, mais interessante ainda, sua 

capacidade de diferenciarem-se em diversos tipos celulares (Lemischka, 2005). 

Desta forma, acredita-se que células-tronco presentes nos diferentes tecidos 

tenham papel regenerativo quando estes sofrem uma lesão ou injúria (Blau et al., 

2001; Fodor, 2003). 

Baseados na sua origem existem dois tipos principais de células-tronco: 

células-tronco embrionárias (ES) e células-tronco adultas (AS). Entre os tecidos 

conhecidos por apresentarem células-tronco na vida pós-natal, a medula óssea foi 

a mais estudada, por muitos anos, como fonte tanto de células-tronco 
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hematopoiéticas (hematopoietic stem cells – HSC), quanto de células-tronco 

mesenquimais (mesenchymal stem cells – MSC). 

Friedesntein et al. (1968, 1987) foram o primeiro grupo a identificar uma 

população celular semelhante a fibroblastos, que era aderente, clonogênica e com 

capacidade de auto-renovação na medula óssea, denominadas células-tronco 

estromais da medula óssea (bone marrow stromal stem cells – BMSSCs).  

Devido a algumas limitações na obtenção das BMMSCs, incluindo a 

dor, morbidade e baixo número de células após a coleta, fontes alternativas de 

MSCs têm sido procuradas. MSCs derivadas de tecido adiposo obtidas por 

lipoaspiração (Zuk et al., 2001, Mizuno et al., 2002) e populações de MSC 

provenientes de sangue de cordão umbilical (UCB), já foram isoladas e 

caracterizadas (Mareschi et al., 2001). Sendo assim, as MSCs podem ser 

encontradas não somente na medula óssea, mas também nos tecidos 

mesenquimais presentes em todos os órgãos do corpo e fornecem suporte 

estrutural, além de regular a passagem de células através dos tecidos. 

Segundo a International Society for Cellular Therapy, são três os 

requisitos mínimos para que uma população de células possa ser classificada 

como MSC. A primeira é que MSCs da medula óssea são isoladas de uma 

população de células mononucleares que possuem a capacidade de aderência 

seletiva à superfície do plástico, quando cultivada ex vivo. A segunda é que as 

expressões de CD105, CD73 e CD90 estejam presentes, e que CD34, CD45, 

CD14, ou CD11b, CD79, ou CD19 e HLA-DR (marcadores de células 

hematopoiéticas) não sejam expressos em mais de 95% das células em cultura. 

Por fim, que as células possam ser diferenciadas em tecidos ósseo, adiposo e 

cartilaginoso (Horwitz et al., 2005). 

Portanto, as MSCs devem ser capazes de formar osteoblastos, 

condrócitos e adipócitos in vitro e in vivo. Em adição à identificação das MSCs 

baseadas em suas características morfológicas ou fenotípicas, a habilidade de 

células clonais expandidas em formar estes três tipos celulares distintos é o único 

critério funcional disponível para identificar MSCs genuínas e distingui-las de pré-
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osteoblastos, pré-adipócitos ou pré-condrócitos, que dão origem a somente um 

tipo celular (Bydlowski et al., 2009). 

Células-tronco mesenquimais, embora possuam uma capacidade de 

diferenciação mais limitada que as células-tronco embrionárias apresentam 

grandes vantagens, levando-se em conta a facilidade de isolamento destas 

células, sua capacidade de proliferação em cultura, além de não serem 

imunogênicas, podendo ser, teoricamente, empregadas em transplantes 

alogênicos (Bobis et al., 2006). Além disso, estudos têm mostrado que as células 

mesenquimais adultas são capazes de expressar fatores de transcrição tais como, 

Oct-4, NANOG e SSAE 3/4, que conferem a estas o seu estado de indiferenciação 

e pluripotencialidade (Schöler et al., 1991; Baksh et al., 2004; Kolf et al., 2007). 

.A procura por células semelhantes à células mesenquimais 

indiferenciadas em tecidos específicos levou à descoberta de uma variedade de 

células-tronco em quase todos os órgãos e tecidos do corpo nas últimas décadas 

(revisado por Baksh et al., 2004; Porada et al., 2006; Kolf et al., 2007). 

Dentre estes, o tecido dental proporcionou uma grande variedade de 

células mesenquimais indiferenciadas, incluindo células-tronco da polpa dental 

(DPSCs) (Gronthos et al., 2000), células-tronco de dentes decíduos exfoliados 

(SHEDs) (Miura et al., 2003), células do ligamento periodontal de dentes 

permanentes (PDLSCs) (Seo et al., 2004) e decíduos (Silvério et al., 2010), 

células-tronco progenitoras do folículo dental (DFPCs) (Morsczeck et al., 2005), e 

células-tronco da papila apical (SCAPs) (Sonoyama et al., 2006,2008).  

Durante a caracterização destas novas populações de células 

indiferenciadas provenientes de tecidos dentais, alguns aspectos de suas 

propriedades foram comparados às BMMSCs. Uma destas propriedades 

caracteriza-se na capacidade das células provenientes dos tecidos dentais 

expressarem marcadores de superfície específicos para células indiferenciadas de 

origem mesenquimal tais como, Stro-1, CD73, CD90, CD105, CD146, além de se 

apresentarem negativas para CD14 (monócito/macrófago), CD34 (células 

progenitoras hematopoiéticas/endotélio), CD45 (antígeno leucocitário comum) e 
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HLA-DR (Gronthos et al., 2003; Shi & Gronthos, 2003; Shi et al., 2005; Miura et al., 

2005; Dominici et al., 2006; Battula et al., 2007; Greco et al., 2007). 

   Estas populações (DPSC, PDLSC, SHEDs e BMSSSC) quando 

comparadas após expansão ex vivo, demonstraram um padrão de expressão 

semelhante para uma variedade de antígenos associados ao osso, dentina e 

cemento (BMPs, fosfatase alcalina, colágeno tipo I, osteopontina, osteonectina, 

osteocalcina, sialoproteína óssea) e fibroblastos (colágeno tipo III) (Gronthos et al., 

2000; Shi et al., 2001; Gronthos et al., 2002; Batouli et al., 2003; Miura et al., 2003; 

Grothos et al., 2003; Shi et al., 2003, Seo et al., 2004), mostrando que as células-

tronco dentais apresentam potencial de diferenciação múltipla, com capacidade de 

originar ao menos três linhagens: osteo/odontogênica, adipogênica, e 

neurogênica.  

Ainda comparando as células mesenquimais dentais e as de medula óssea, 

estudos mostraram que algumas proteínas em comum são expressas, o que pode 

implicar na existência de vias de sinalização molecular semelhantes, regulando a 

formação da dentina, do cemento e do osso, por meio da atividade de importantes 

fatores de transcrição (Runx2, Msx1/2, Dlx1/2, e Pax6/9) e fatores de crescimento 

(BMP, FGF, TGF, e WNT) (Salazar-Ciudad & Jernval, 2002; Peters & Balling, 

1999; Thesleff & Aberg, 1999). Entretanto, algumas diferenças foram notadas 

entre estas populações de células-tronco. Elas diferem significativamente na sua 

capacidade proliferativa e no potencial de desenvolvimento in vitro e, mais ainda, 

na sua capacidade de se desenvolver em tecidos distintos representante dos 

microambientes dos quais foram derivados in vivo.  

Adicionalmente, o mesênquima dental é chamado ectomesênquima 

devido à sua precoce interação com a crista neural. Por esta perspectiva, células-

tronco dentais ectomesenquimais podem possuir características diferenciadas, 

semelhantes às das células da crista neural (revisado por Huang et al., 2009). 

Semelhante às outras células tronco dentárias descritas acima, 

PDLSCs apresentam características osteogênicas, adipogênicas e condrogênicas 

sob condições de cultura definidas (Gay et al., 2007; Lindroos et al., 2008; Xu et 
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al., 2009). A comprovação de que o ligamento periodontal possuía células 

progenitoras foi confirmada Seo et al. (2004). Neste estudo, os autores 

demonstraram que o ligamento periodontal de dentes permanentes contém uma 

peculiar população de células indiferenciadas (PDLSCs) (células-tronco), as quais 

apresentaram marcação positiva para Stro-1 e CD146, marcadores relacionados à 

células indiferenciadas, além de apresentarem capacidade de se diferenciar em 

células com fenótipo de cementoblastos e adipócitos in vitro. E que in vivo estas 

células foram capazes de se diferenciar em cementoblastos funcionais e de 

sintetizar fibras colágenas incorporadas em um tecido ectópico semelhante ao 

cemento, sugerindo o seu potencial em regenerar cemento e ligamento 

periodontal. 

Mais recentemente, células indiferenciadas também foram isoladas do 

ligamento periodontal de dentes decíduos e estas demonstraram uma maior taxa 

proliferativa e maior expressão de genes adipogênicos que as células 

indiferenciadas do ligamento periodontal de dentes permanentes, sendo que 

ambas as populações demonstraram capacidade de se diferenciar em linhagens 

adipogênicas e osteogênicas/cementogênicas. Deste modo, foi mostrado que PDL 

de dente decíduo possui uma população de células progenitoras multipotentes, 

que pode ser isolada e expandida in vitro (Silvério et al, 2010). 

Um grande desafio para a caracterização das PDLSC é a falta de 

marcadores específicos associados tanto ao ligamento periodontal quando ao 

cemento. Devido à ausência de marcadores conhecidos, e como o ligamento 

periodontal compartilha algumas características morfológicas e funcionais com o 

tendão, como feixes de colágeno densos e habilidade de absorver forças 

mecânicas, Seo e colaboradores (2004) examinaram nas PDLSC a expressão de 

níveis de SCLERAXIS, um fator de transcrição específico para tendão. Eles 

observaram que PDLSCs expressaram níveis mais altos de SCLERAXIS quando 

comparados às BMMSCs.  

 Todas estas características vêm sendo confirmadas por outros 

estudos, que comprovaram a presença de células mesenquimais indiferenciadas 
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heterogêneas no ligamento periodontal isoladas de dentes extraídos e sua 

expressão de marcadores mesenquimais de superfície, como Stro-1, CD105, 

CD146, e CD166, além de sua pluripotencialidade (se diferenciar em adipócitos, 

células semelhantes a osteoblastos e cementoblastos in vitro) (Nagamoto et al., 

2006; Gay et al., 2007).  

Pouco se sabe sobre o nicho das BMMSCs. Descobertas de estudos 

anteriores sugeriram que BMMSCs e MSC derivadas de tecido adiposo residem 

nas áreas perivasculares (Shi & Gronthos, 2003; Zannettino et al., 2008). 

Imunohistoquímica para Stro-1/CD146/CD44 do ligamento periodontal de dentes 

sadios ou com doença periodontal mostrou que as MSC estão localizadas 

principalmente na região perivascular, com pequenos grupos de células na região 

extravascular (Chen et al., 2006b), sugerindo que este possa ser o nicho destas 

células no ligamento periodontal. 

Todos estes dados mostram que PDLSC representam uma população 

de células-tronco adultas única, que diferem das células mesenquimais derivadas 

da polpa e da medula óssea. Quando os tecidos periodontais são danificados 

como resultado do processo inflamatório, as células do ligamento periodontal são 

ativadas por mediadores solúveis (fatores de crescimento, moléculas de adesão e 

proteínas estruturais) para promover reparo ou regeneração do tecido (Bartold et 

al., 2000). Enquanto pouca regeneração do periodonto pode ser vista nas fases 

iniciais da doença periodontal, uma vez que a doença se estabelece a 

regeneração espontânea não mais ocorre sem alguma forma de intervenção 

terapêutica (Bartold et al., 2000). O processo da regeneração periodontal envolve 

o recrutamento de população celulares indiferenciadas locais com a capacidade 

de se desenvolver tanto em células do ligamento periodontal quanto em 

cementoblastos, que se combinam para assegurar a ligação entre o cemento e o 

osso alveolar adjacente (Bartold & Narayanan, 1998). 

A grande capacidade de potencial de diferenciação das MSCs, a 

possibilidade de enxerto, seus efeitos imunossupressores e sua expansão em 

cultura levaram ao aumento do interesse clínico relativo ao uso destas células, 
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através de administração dirigida ao local de interesse, em numerosas situações 

patológicas.  

Alguns estudos desenvolveram transplante de células do PDL em 

combinação com carreadores e relataram sucesso na regeneração periodontal em 

modelos animais (Nakahara et al. 2004, Seo et al. 2004, Sonoyama et al. 2006, 

Liu et al. 2008, Iwata et al. 2009). Dentro desta linha, um estudo avaliou o uso do 

transplante autógeno de células do ligamento periodontal (PDLCs), associado à 

regeneração tecidual guiada, verificando que a terapia celular favoreceu a 

regeneração periodontal (formação de novo osso e novo cemento com fibras 

inseridas) em defeitos de furca grau III em cães (Suaid et al., 2012). 

Baseado nos achados obtidos no campo da medicina, vários estudos 

na odontologia estão sendo delineados para identificar e caracterizar as 

populações de células-tronco derivadas de tecidos dentais, com o objetivo de 

promover abordagens regenerativas mais previsíveis para os tecidos perdidos por 

consequência de doença e/ou trauma (Seo et al., 2004; Bartold et al., 2006; 

Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002; Batouli et al., 2003; Miura et al., 2003; 

Shi et al., 2005; Shi & Gronthos, 2001). 

Neste sentido, a terapia regenerativa baseada em células-tronco 

ganhou atenção desde o isolamento de células mesenquimais indiferenciadas de 

vários tecidos. Tentativas de regenerar os tecidos periodontais tinham o enfoque 

quase que exclusivamente na regeneração do osso alveolar perdido, utilizando 

enxertos autógenos, alógenos e aloplásticos. No entanto, a maioria destes 

procedimentos tem demonstrado uma grande variabilidade em sua segurança, 

efetividade e estabilidade ao longo do tempo, e desse modo, sua efetividade na 

regeneração periodontal questionada (Bartold et al., 2000). 

Na tentativa de se obter um procedimento regenerativo efetivo, um 

relato de caso clínico demonstrou que a combinação de plasma rico em plaquetas 

(PRP) com BMMSCs autólogas expandidas em cultura propiciou uma melhor 

cicatrização de defeitos periodontais angulares (Yamada et al., 2006b). No único 

estudo clínico humano relatado até o momento utilizando células progenitoras do 
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ligamento periodontal, defeitos periodontais infraósseos de três pacientes foram 

tratados com células progenitoras autólogas associadas ao material de enxerto 

ósseo, e foram monitorados dos 3 aos 72 meses. Os resultados deste estudo 

demonstraram que, dois dos três pacientes que se submeteram a avaliação 

cirúrgica da regeneração dos tecidos exibiram um ganho razoável de tecido 

saudável. O terceiro paciente avaliado apresentou redução na mobilidade dental, 

redução na profundidade de sondagem, um aumento na recessão gengival e uma 

melhora estável no nível clínico de inserção. O estudo concluiu que o uso de 

células progenitoras autólogas do ligamento periodontal pode ser eficaz e seguro 

no tratamento dos defeitos periodontais (Feng et al., 2010). 

Devido à heterogeneidade das PDLSCs em sua a capacidade de 

proliferar e diferenciar-se em células que formam o tecido periodontal, são 

necessários mais estudos para investigar a forma como as células-tronco atuam 

no processo de regeneração (Silvério et al., 2010). 

A promessa da medicina regenerativa e curativa baseada em células-

tronco e, particularmente, nas MSCs, depende criticamente da identificação de 

mecanismos e de moléculas que controlam a diferenciação de uma determinada 

linhagem celular, e a deposição de componentes da matriz extracelular a fim de se 

direcionar a formação de tecidos específicos. Adicionalmente, há a necessidade 

de se compreender as cascatas de sinalização que controlam a sobrevivência e 

proliferação deste tipo celular (MSCs). 

Devido à complexidade de tecidos presentes no periodonto, a utilização 

de células mesenquimais indiferenciadas para a terapia celular, ou seja, 

inoculação de células na área a ser regenerada, parece ser uma alternativa muito 

interessante, uma vez que as mesmas são autorrenováveis, apresentam alta 

proliferação e capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares (Nagatomo 

et al., 2006; Gay et al., 2007; Elangovan et al., 2009; Silvério et al., 2010). No 

entanto, considerando o alto nível de organização do aparato de inserção do 

ligamento periodontal e a heterogeneidade de suas células, a identificação dos 

tipos celulares apropriados para a completa regeneração, permanece um dos 
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fatores chave na implementação de abordagens ideais para a regeneração 

periodontal.  

Apesar do enorme número de dados em nível molecular e celular 

disponíveis, é evidente que questões fundamentais ainda precisam ser mais bem 

elucidadas antes que células progenitoras mesenquimais possam ser utilizadas 

para aplicações clínicas seguras e eficazes, tanto no âmbito das terapias celular 

quanto na genética. 

 

2.2 Os componentes do processo inflamatório e seu efeito sobre as células 

mesenquimais indiferenciadas 

 

2.2.1 A doença periodontal e a Porphyromonas gingivalis 

A doença periodontal é uma doença inflamatória, que se caracteriza 

pela destruição dos tecidos de suporte dos dentes, incluindo o ligamento, 

cemento, osso alveolar e gengiva, sendo caracterizada por perda de inserção 

periodontal. O biofilme dental é um acúmulo de bactérias, nutrientes, células do 

hospedeiro e produtos metabólicos em um ambiente especializado (Costerton et 

al., 1994). Este biofilme está envolto por uma matriz extracelular que fornece 

vantagens seletivas aos microrganismos que incluem uma grande barreira 

protetora contra antimicrobianos e agentes fagocíticos da resposta imune do 

hospedeiro, além de favorecer trocas genéticas (Gilbert et al., 1993). 

A doença periodontal se desenvolve como um resultado da contínua 

interação entre as células do hospedeiro e bactérias patogênicas subgengivais, 

como as gram-negativas anaeróbias (Darveau, 2009). Podemos considerar a 

etiologia da doença multifatorial, porém, o biofilme microbiano desempenha uma 

função essencial na etiopatogênese das infecções periodontais, sendo o fator 

etiológico primário de qualquer tipo de doença periodontal (Lamont & Jenkinson, 

1998). 

A cavidade oral humana hospeda grande quantidade e variedade de 

microrganismos, mais de 500 espécies de diferentes microrganismos já foram 
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isoladas e identificadas. Apesar deste grande número de espécies bacterianas 

identificadas no ambiente do sulco gengival e/ou bolsa periodontal, evidências 

revelam que o processo de destruição do periodonto envolve o estabelecimento e 

crescimento de algumas espécies bacterianas específicas. Nesse quadro, 

aparentemente alguns anaeróbios gram-negativos produtores de pigmento negro 

possuem um papel importante na etiopatogenia da doença periodontal (Socransky 

& Haffajee, 1992). 

Dentre estas espécies, a bactéria anaeróbica Porphyromonas gingivalis, 

é reconhecidamente um dos patógenos de maior importância no desenvolvimento 

da doença periodontal (Holt et al., 1999) e tem sido extensivamente estudada nos 

últimos anos, sendo uma bactéria oral gram-negativa, produtora de pigmentos 

negros, e comumente encontrada em bolsas periodontais profundas, 

especialmente em sítios com a doença ativa (van Winkelhoff et al., 1988).  

P. gingivalis apresenta componentes bioativos, tais como membrana 

citoplasmática, peptídeoglicanos, as proteínas da membrana externa, o LPS, 

cápsulas, e fímbrias em sua superfície celular (Offenbacher, 1996). Esta espécie 

está altamente associada com a forma crônica da doença periodontal, e pode ser 

detectada em até 85% dos sítios acometidos pela doença (Yang et al., 2004). É 

frequentemente encontrada no sulco gengival de pacientes que apresentam 

condições clínicas saudáveis, porém os níveis de contaminação são bem maiores 

em sítios com doença periodontal crônica (Socransky & Haffajee, 2005). Van 

Winkelhoff et al. (2002) relataram que P. gingivalis e P. intermedia foram 

significativamente mais prevalentes em pacientes com destruição periodontal, e 

que a presença P. gingivalis é a indicação mais forte para destruição periodontal, 

pois sua presença em uma bolsa periodontal pode prever progressão da doença 

(van Winkelhoff et al., 2002), além disso, uma correlação positiva e significativa é 

encontrada entre os números de P. gingivalis e a profundidade da bolsa (Kawada 

et al., 2004). Após o tratamento periodontal, uma redução do número de P. 

gingivalis está associada com a resolução da doença no local afetado (Haffajee et 

al, 1997; Fujise et al, 2002). Além disso, a inoculação experimental de P. gingivalis 
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em modelos animais induz uma resposta inflamatória e a perda óssea (Evans et 

al., 1992, Hajishengallis et al., 2011). 

O LPS da P. gingivalis, um dos componentes de maior virulência da 

membrana externa destas bactérias gram-negativas, possuem múltiplas ações 

inflamatórias, determinando efeitos biológicos que resultam na amplificação das 

reações inflamatórias, e estão envolvidos na destruição dos tecidos periodontais, 

incluindo osso alveolar, gengiva e ligamento periodontal (Hausmann et al., 1972; 

Iino & Hopps, 1984; Slots & Genco, 1984; Millar et al., 1986; Mayrand & Holt, 

1988; Moore et al., 1991; Socransky & Haffajee, 1992).  

O LPS é uma combinação de lipídeo (lipídeo A) e polissacarídeo, sendo 

um componente exclusivo da membrana externa de bactérias gram-negativas 

(Morrison & Ryan, 1987; Rietschel et al., 1994). A porção mais conservada da 

estrutura proteica é o lipídeo A. Esta endotoxina é um antígeno não específico que 

é pobremente neutralizado por anticorpos, sendo capaz de ativar a cascata do 

complemento (Schifferle et al., 1993).  

As células derivadas do ligamento periodontal não somente funcionam 

como células suporte dos tecidos periodontais como também produzem vários 

mediadores inflamatórios que reconhecem os componentes bacterianos como o 

LPS (Tamura et al., 1992; Yamaji et al., 1995). Sabe-se que estas citocinas 

desempenham um papel importante na patogênese da periodontite porque 

causam inflamação e destruição do tecido periodontal e reabsorção do osso 

alveolar por variados mecanismos biológicos. No entanto, o mecanismo exato da 

periodontite ainda permanece obscuro, e pouco se sabe sobre a cascata de 

sinalização da resposta do hospedeiro. Assim, o LPS da P. gingivalis, que é único 

devido às suas atividades endotóxicas, é um fator-chave no desenvolvimento da 

periodontite. 

 

2.2.2 Os receptores Toll-like (TLRs) 

LPS são importantes fatores de virulência dos periodontopatógenos. 

Sabe-se que eles interagem com os receptores do tipo Toll-Like e que estes são 
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expressos por inúmeros tipos celulares, inclusive células do ligamento periodontal 

(Mahanonda & Pichyangkul, 2007).  

Receptores Toll-like em mamíferos foram identificados como uma 

família homóloga dos receptores da espécie Drosophila (Kopp & Medzhitov, 1999), 

e a família dos Toll-like está envolvida no reconhecimento dos componentes da 

parede celular bacteriana (Medzhitov et al., 1997). Mais de dez membros da 

família TLR já foram identificados em humanos e camundongos. O interesse 

nestes receptores se intensificou desde a descoberta que estes receptores 

participam da sinalização intracelular iniciada por bactérias gram-negativas. 

TLRs são proteínas transmembrana do tipo I e são compostos por 

repetições extracelulares ricas em leucinas (LRRs), domínios estes que são 

responsáveis pelo reconhecimento dos PAMPs (pathogen-associated molecular 

patterns), moléculas existentes em bactérias e vírus que estimulam a resposta 

inflamatória – LPS nas bactérias gram-negativas e flagelina e ácido lipoteicóico 

nas bactérias gram-positivas – além do domínio intracelular TIR (Toll/IL-1R), que é 

essencial para a sinalização downstream, ativando NF-kB e MAPK, que 

desencadeiam o processo inflamatório (Akira et al., 2006). 

Entre esses receptores, TLR2 e TLR4 funcionam como principais 

sensores inatos para os componentes da parede celular de bactérias gram-

negativas, e podem ser muito importantes no progresso da periodontite 

(Mahanonda et al., 2007; Gaddis et al., 2009; Matera et al. 2009). Porém, já foi 

descrito que o reconhecimento da P. gingivalis ou seus componentes por células 

do hospedeiro pode ocorrer via TLR1, TLR2, TLR4, TLR6, TLR7, TLR9 e CD14 

(Hajishengallis et al., 2002a, b, 2006, 2008; Wang & Ohura, 2002; Nonnenmacher 

et al., 2003; Darveau et al., 2004; Nociti et al., 2004; Kikkert et al., 2007; Zhou & 

Amar, 2007; Gaddis et al., 2009; Sahingur et al., 2010). 

A expressão de TLR2 e TLR4 foi confirmada em células humanas de 

PDL (Hatakeyama et al., 2003; Sun et al., 2008, 2010), mas não se sabe 

exatamente como, e se, a ativação de TLR2 e/ou TLR4 está envolvido na 

sinalização desencadeada por bactérias periodontais gram-negativas, como P. 
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gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum e Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans.  

Tem sido relatado também que o TLR4 é essencial para a resposta ao 

LPS (Takeuchi et al., 1999). Hatakeyama et al. (2003) demonstraram que os 

fibroblastos humanos gengivais e do ligamento periodontal expressam TLR4, e 

que quando este receptor foi bloqueado, houve uma significativa redução à 

resposta de ambas as células ao LPS bacteriano, sugerindo que LPS atua 

diretamente sobre estas células.  

Outros achados sugerem que TLR4 é o receptor dominante para pelo 

menos alguns tipos de LPS, enquanto que TLR2 não é necessário para o 

reconhecimento de LPS. Tem-se sugerido que TLR2 medeia os sinais 

provenientes de outros componentes bacterianos, incluindo o ácido lipoteicóico, 

peptídeoglicano, e lipoproteínas/lipopeptídeos (Brightbill et al, 1999; Hirschfeld et 

al, 1999, 2001; Schwandner et al, 1999; Yoshimura et al., 1999). A partir destes 

resultados, pode-se sugerir que o TLR2 e TLR4 em fibroblastos gengivais 

reconhecem diferentes componentes da parede celular bacteriana: TLR2 medeia a 

resposta ao peptídeoglicano e lipoproteínas, enquanto TLR4 medeia a resposta a 

o LPS e ácido lipoteicóico. Porém, Hirschfeld et al. (2001) mostraram que o LPS 

da P. gingivalis não sinaliza por meio do TLR4, e que a sinalização via TLR2 e 

TLR4 diferiram quantitativamente e qualitativamente em macrófagos de ratos.  

Portanto, torna-se importante o entendimento da relação TLR2 e TLR4 

nas células periodontais. Mais estudos são necessários para elucidar as 

diferenças dentre estes receptores.  

 

2.2.3 O efeito do LPS sobre diferentes tipos celulares  

O LPS de bactérias gram-negativas é indicado como sendo um dos 

responsáveis pela indução da reabsorção óssea. O LPS induz a produção de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como interleucinas (IL-1β, IL-6 e IL-8), o fator de 

necrose tumoral (TNF-α), fatores ativadores de plaquetas e prostaglandinas por 

macrófagos e neutrófilos presentes em áreas infectadas por bactérias (Wilson et 
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al., 1996; Lindemann et al., 1988), e em fibroblastos do ligamento periodontal de 

ratos (Miyauchi et al., 2001), além de ativar plaquetas, mastócitos, basófilos e 

células endoteliais. Estas citocinas são conhecidas como tendo um papel 

importante na patogênese da doença periodontal, porque causam inflamação e 

consequente destruição do tecido periodontal e reabsorção óssea, agindo de 

forma direta e indireta sobre os osteoclastos (Kobayashi et al., 2000). Tem sido 

relatado que o LPS promove a indução de osteoclastos indiretamente através da 

ativação de receptores do tipo Toll-like 4 (Hou et al., 2000). 

Estudo realizado por Wada et al. (2004), demonstrou que em 

fibroblastos de ligamento periodontal, o LPS é capaz de induzir o aumento de 

RNAm de osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador do ligante kappaB fator 

nuclear (RANKL) devido aos estímulos de IL-1β ou TNF-α, porém, estas células 

não são capazes de induzir osteoclastogênese. Resultados similares de aumento 

de RNAm de OPG e decréscimo de RNAm de RANKL foram observado em 

células de cementoblastos estimuladas com LPS de P. gingivalis (Nociti et al., 

2004). 

O conceito de que a infecção com bactérias específicas é necessária 

para iniciar ou agravar a perda óssea associada à doença periodontal foi testada 

por Loomer e cols (1995) que avaliaram a diferenciação osteogênica de pré-

osteoblastos tratando-as com extratos bacterianos de periodontopatógenos ou 

não, e observou que há uma redução na osteogênese somente das células 

tratados com periodontopatógenos, e que o LPS nas concentrações de 1ug/ml e 

10ug/ml induziu o mesmo efeito que o extrato bacteriano, sendo que não houve 

efeito detectável na concentração de 0.1mg/ml. 

A bactéria viável pode interagir de maneira diferente com as células do 

ligamento periodontal ou com os fibroblastos gengivais se comparadas ao LPS 

somente, por isso um estudo de Scheres et al. (2011) avaliou a indução de 

citocinas nestas células na presença da P. gingivalis viável de pacientes com e 

sem doença periodontal. Os resultados mostraram um aumento na expressão de 

IL-1β, IL-6 e IL-8 em ambos os grupos na presença de P. gingivalis, além de uma 
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maior expressão de TLR1, TLR4, TLR7 e CD14 nas células de pacientes com 

periodontite, com ou sem desafio microbiano. Outro grupo relatou que fibroblastos 

gengivais expressam TLR2 e 4, e que o estímulo com LPS da P. gingivalis elevou 

seus níveis de expressão (Tabeta et al., 2000).  

Do mesmo modo, outros estudos mostraram que LPS induz a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias em células dos tecidos orais e, além disso, que este 

LPS também inibe a diferenciação de células-tronco da polpa (Yamaji et al., 1995; 

Wada et al., 2004; Chang et al., 2005; Nomiyama et al., 2007). Estudos tem 

mostrado que a exposição das células ao LPS bacteriano não interfere na 

proliferação e viabilidade das células pré-osteobláticas (Kadono et al., 1999), 

células mesenquimais de medula-óssea (Mo et al., 2008), células mesenquimais 

de tecido adiposo (Hwa et al., 2006) e células do ligamento periodontal (Jönsson 

et al., 2008; Yamamoto et al., 2006). 

Células do ligamento periodontal foram tratadas com LPS de 

Escherichia coli (E. coli) com diferentes concentrações em tempos variados e 

pode-se verificar que mesmo após três semanas de exposição ao LPS bacteriano 

não houve mudança nas características destas células (Jönsson et al., 2008). Da 

mesma forma, estas células não apresentaram mudanças morfológicas ou 

fisiológicas quando foram cocultivadas com P. gingivalis (Yamamoto et al., 2006). 

Estes dados sugerem que os LPS de endotoxinas bacterianas afetam 

especificamente a produção de citocinas e quimiocinas, enquanto não possuem 

qualquer efeito sobre as propriedades fisiológicas normais de células de PDL. 

Assim, as células PDL parecem preservar as suas propriedades estruturais e 

fisiológicas, isto é, a síntese do colágeno e proliferação, mesmo quando são 

expostas às endotoxinas bacterianas como LPS. 

A partir destes relatos, é razoável supor que a eficácia das preparações 

de LPS de P. gingivalis na indução de uma resposta biológica depende da 

natureza das respostas e do tipo celular testados, da cepa de P. gingivalis 

utilizada, e, eventualmente, o método de preparação de LPS (Wang & Ohura, 

2002). 
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2.2.4 O efeito do processo inflamatório nas células mesenquimais 

indiferenciadas 

O crescente interesse na utilização de MSCs como uma fonte de 

terapia celular direciona os novos estudos a tentar compreender o potencial 

impacto das toxinas bacterianas sobre o crescimento e diferenciação das MSCs, 

tornando esta uma preocupação crescente. A exposição a um ambiente 

enriquecido de endotoxinas pode afetar muitos aspectos das propriedades de 

MSCs tais como a auto-renovação, potencial de diferenciação, produção de 

citocinas e de compostos da matriz extracelular. 

Estudo na área médica avaliou qual seria o resultado de episódios 

recorrentes de inflamação, como pode ser visto na esclerose múltipla reincidente-

remitente, em modelo animal, induzido pela injeção de citocinas pró-inflamatórias 

(TNF- e interferon-), simulando um processo inflamatório crônico cerebral, e 

verificou que as propriedades proliferativa, migratória e a plasticidade das células- 

tronco da zona subventricular são significativamente comprometidas (Pluchino et 

al., 2008).  

Da mesma forma, o dano arterial constante (aterosclerose) provoca a 

libertação de citocinas, que por sua vez estimulam a libertação das células 

progenitoras endoteliais para a área de lesão. O reparo do endotélio danificado 

pelas células progenitoras completa o processo, evitando a invasão de mais 

células inflamatórias. A exposição continuada às citocinas e o avanço da idade 

podem esgotar o armazenamento de células progenitoras. Uma doença crônica 

pode consumir algumas das células de reparo que se originam a partir da medula 

óssea e que poderiam ser necessárias para prevenir a doença em outros órgãos 

(Goldschmidt-Clermont & Peterson, 2003). 

Sendo a periodontite uma doença inflamatória crônica e a cavidade oral 

um ambiente microbiano complexo, uma profunda compreensão da diferenciação 

de MSCs no microambiente periodontal torna-se essencial e o controle da 

infecção durante a cicatrização, fundamental (Zhao et al., 2008), uma vez que 
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alguns estudos sugerem que as células do ligamento periodontal podem alterar 

seu fenótipo em reposta à inflamação promovida por lipopolissacarídeos 

(Somerman et al., 1990; Takashiba et al., 2003; Yamamoto et al., 2006). 

A presença do LPS bacteriano pode modificar o fenótipo das células do 

ligamento periodontal por meio da IL-1β, modulando suas características, e 

tornado-as mais responsivas ao LPS, participando ativamente no processo de 

doença em detrimento das suas propriedades estruturais normais e funções, como 

as características de células semelhantes à osteoblastos (Agarwal et al, 1998). 

O melhor entendimento da interação entre as células-tronco e o sistema 

imune é fundamental, pois as respostas imunes devem ser notadas, como 

mostrado em estudos in vivo (Poncelet et al., 2007), para que as MSC possam ser 

usadas em diversas aplicações clínicas, incluindo a regeneração periodontal. Mais 

estudos devem ser realizados para determinar se as PDLSCs alogênicas podem 

suprimir a rejeição do hospedeiro receptor a curto e longo prazo e para elucidar 

como estas células mesenquimais indiferenciadas se portam frente ao desafio 

bacteriano constante, como o de uma doença inflamatória crônica. 

Desta forma, a compreensão da interação entre as células progenitoras 

que residem no ligamento periodontal e as toxinas bacterianas e citocinas 

inflamatórias torna-se fundamental uma vez que estas células são a principal fonte 

da regeneração periodontal. 
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3. PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar se a exposição das células 

mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal de humanos (PDLMSCs) 

ao lipopolissacarídeo da Porphyromonas gingivalis (Pg) e da Eschechiria coli (Ec), 

levaria a alterações que comprometessem as propriedades relacionadas ao 

fenótipo mesenquimal indiferenciado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



25 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Isolamento e caracterização das células mesenquimais 

indiferenciadas do ligamento periodontal de humanos (PDLMSCs)  

 

4.1.1 Cultura de células 

Para a realização desse estudo foram utilizadas cinco populações de 

culturas primárias de células mesenquimais indiferenciadas do ligamento 

periodontal de humanos. Para tal, foram selecionados cinco pacientes, com idades 

entre 19 a 22 anos, sistemicamente saudáveis, não fumantes, sem história de 

medicação nos últimos seis meses, e com indicação de extração dos seus 

terceiros molares inclusos (superiores e inferiores). Todos os voluntários 

selecionados estavam em tratamento nas clínicas de graduação e pós-graduação 

da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP, e receberam todas as 

orientações referentes ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido da 

pesquisa, seguindo as recomendações da Resolução 196/96 do CNS. O protocolo 

adotado para sua obtenção e caracterização foi descrito por Silvério et al (2010). 

Brevemente, terceiros molares inclusos indicados para exodontia foram obtidos de 

cinco pacientes saudáveis. O ligamento periodontal do terço médio destes dentes 

foi gentilmente removido, digerido em uma solução de colagenase/dispase (Gibco 

BRL), e uma suspensão celular foi obtida “passando” as células através de um cell 

strainer de 100m de diâmetro (BD Bioscience, Miami, FL, USA). Esta suspensão 

celular foi centrifugada, e o pellet celular obtido foi cultivado em meio de cultura 

padrão composto por DMEM, soro fetal bovino (FBS) a 10%, 100g/ml de 

estreptomicina e 100U/ml de penicilina (Gibco BRL, life technologies, Rockville, 

MD, USA), em condições ideais de cultura, a 37°C em atmosfera saturada em 5% 

de CO2 e 98% de umidade até alcançar subconfluência.  
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4.1.2 Separação magnética 

Depois de alcançado a subconfluência (70-80% de confluência), as 

populações heterogêneas de células do ligamento periodontal foram purificadas 

para o antígeno de superfície CD105, utilizando a técnica de separação magnética 

(MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), seguindo as 

recomendações do fabricante. Brevemente, as células foram resuspendidas em 80 

ml de tampão fosfato salino suplementado com 0,5% de FBS (Gibco BRL) e 

incubadas com 20µl do microbead CD105 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany) por 15 minutos a uma temperatura de 6°C a 12°C. Então, as células 

foram lavadas duas vezes, resuspendidas em 500µl de 0,5% de FBS e aplicadas a 

uma coluna do tipo MS acoplada a um separador magnético (MACS separator, 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). As células que passaram 

diretamente pela coluna constituíam a fração CD105-, enquanto que, as células 

que permaneceram retidas no interior da coluna, constituíam a população 

marcada positivamente para o antígeno CD105. A coluna magnética foi lavada 

três vezes com solução de tampão fosfato salino a 0,5% de FBS, as células 

CD105+ foram coletadas e a sua proporção em relação ao número inicial de 

células foi determinada, utilizando um hemocitômetro. Em seguida, essas células 

foram expandidas em meio de cultura padrão e, após alcançarem subconfluência, 

foram mantidas congeladas em nitrogênio líquido, utilizando-se como meio de 

congelamento o Recovery™ Cell Culture Freezing Medium (Gibco BRL). Somente 

as células entre a segunda e quinta passagem foram utilizadas para os 

experimentos. 

4.1.3 Imunofluorescência para STRO-1 

O ensaio de imunofluorescência para STRO-1 foi realizado (tendo como 

objetivo confirmar o fenótipo mesenquimal indiferenciado das cinco populações de 

células CD105+). Para tanto, as células foram semeadas sobre lamínulas 

específicas para microscopia (13mm, Knittel® GmbH - Braunschweig, Germany) 

na concentração de 4x10⁴ e mantidas em meio de cultura padrão por 24 horas. 
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Após esse período, as colônias celulares foram fixadas em 4% de paraformaldeído 

por 10 minutos à temperatura ambiente. Para prevenir ligação inespecífica, as 

células foram tratadas com 3% de albumina de soro bovino (BSA, Sigma) por 30 

minutos, previamente à exposição do anticorpo monoclonal anti-STRO-1 humano 

(diluição de 1:50; Millipore, Billierica, MA, USA) por 1 hora. Em seguida, as 

amostras foram incubadas com o anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG Alexa 

fluor 488 (diluição 1:1000; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) por 1h, e o núcleo foi 

corado com TO-PRO®-3 iodide 642/661 (diluição 1:2000, Invitrogen) por 15 

minutos. As lâminas foram montadas utilizando-se o Vectashield (Vector 

Laboratories) e visualizadas em seguida no microscópio confocal (Leica TCS 

SP5AOBS) da Faculdade de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP. Como 

controle da reação, células CD105+ não foram incubadas com o anticorpo 

primário, seguindo os demais passos de maneira semelhante. 

 

4.2 Avaliar a expressão dos receptores TLR2 e TLR4 pelas células 

mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal. 

 

4.2.1 Imunofluorescência para TLR2 e TLR4 

Após a caracterização do fenótipo mesenquimal indiferenciado, 

verificamos se as células CD105+/STRO-1+ expressavam os receptores TLR2 e 

TLR4, os quais promovem o reconhecimento dos LPS bacterianos pela “célula-

alvo” (Jones et al., 2010). Para tal, as células foram semeadas sobre lamínulas 

específicas para microscopia (13mm, Knittel®) na concentração de 4x10⁴ e 

mantidas em meio de cultura padrão por 24 horas.  Após esse período, a reação 

de imunofluorescência foi realizada como descrita no item 4.1.3, porém, as células 

foram incubadas com os anticorpos monoclonais mouse anti-TLR2 ou anti-TLR4 

(1:50; Abcam, Cambridge, MA, USA).  

 

4.2.2 Ensaio de Western Blotting para TLR4 
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O ensaio de Western Blotting foi realizado, tendo como objetivo 

confirmar a expressão do receptor TLR4 nas cinco populações de PDLMSCs. 

Brevemente, as células forma semeadas em pratos para cultura celular de 100mm 

e mantidas em meio padrão até atingirem 70-80% de confluência. Então, as 

proteínas celulares foram extraídas, utilizando-se o RIPA buffer (Thermo Scientific, 

Rockford, IL, USA) suplementado com coquetel inibidor de protease (Sigma, 

P2714-1BTL), seguindo as especificações do fabricante. Todas as amostras de 

proteínas foram quantificadas pelo método de coloração de Bradford (Bio-Rad 

Laboratories, Benicia, CA, USA) e realizada a leitura para absorbância a 595nm. 

Em seguida, foram carreadas 25ug de proteína de cada amostra para um gel 

SDS-PAGE de 10% para eletroforese, as quais foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose (Amersham™ Hybond ECL, Amersham 

BioSciences™, Piscataway, NJ, USA) a 4°C overnight. Para prevenir ligação 

inespecífica, a membrana foi incubada com 3% BSA diluído em TBS 0,02M por 1 

hora em temperatura ambiente. Então, essa membrana de nitrocelulose foi 

incubada overnight com o anticorpo anti-mouse TLR4 (1:1000, Abcam) seguida de 

lavagem e incubação com anticorpo secundário conjugado a peroxidase (Anti-

mouse 1:2500- Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) por 2 horas. A 

membrana foi exposta a filmes radiográficos (Kodak, Rochester, NY, USA) usando 

reagente de detecção SuperSignal West Femto Substrate (Thermo Scientific), por 

5 minutos. 

 

4.3 Preparação das soluções de LPS da Porphyromonas gingivalis e 

Escherichia coli 

Para iniciar os experimentos sob indução dos LPS bacterianos, estes 

foram preparados seguindo as especificações do fabricante quanto à diluição e 

armazenamento. Inicialmente, foi preparada uma solução estoque (concentração 

de 1mg/ml) do LPS da Porphyromonas gingivalis (Invivogen, San Diego, CA, USA) 

e da Escherichia coli (Sigma). Para tal, ambos LPS bacterianos foram 

resuspendidos em 1ml de água esterilizada e livre de endotoxinas, e armazenados 
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em freezer a uma temperatura de -20˚C. No momento da realização de cada 

experimento, as concentrações de 100ng/ml, 1 g/ml e 10 g/ml (Jönsson et al., 

2008; Krajewski et al., 2009) foram obtidas por meio da diluição de cada LPS em 

DMEM a partir da solução estoque. 

 

4.4 Avaliação da viabilidade e da capacidade proliferativa das 

PDLMSCs expostas aos LPS da Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli 

As cinco populações de células mesenquimais indiferenciadas do ligamento 

periodontal foram semeadas em placas de 96 poços, a uma concentração de 1,5 x 

104 células/cm² (0,5 x 10⁴ cél/poço), e mantidas em meio de cultura de padrão por 

24 horas. Após esse período, o meio de cultura padrão foi substituído por DMEM 

suplementado com 2% FBS e 1% de penicilina/estreptomicina, contendo os LPS 

da Pg e Ec nas concentrações de 0, 100ng/ml, 1g/ml e 10g/ml. As células foram 

incubadas por 10 dias sendo os mesmos meios de cultura trocados a cada 3 dias. 

Ao final de cada período (dias 1, 3, 7 e 10), 20ul de CellTiter96® AQueous One 

Solution Reagent (Promega Co.,Ltd. Madison, WI, USA) foi adicionado em cada 

poço e as células incubadas a 37oC, 5% CO2. Após 2 horas de incubação, foi 

realizada a leitura da absorbância a 490nm, sendo a absorbância correspondente 

ao reagente MTS tetrazolium que foi bioreduzido em Formazan pelas células em 

proliferação. Desta maneira, em geral, quanto maior a absorbância, maior o 

número de células viáveis em proliferação por poço.  

 

4.5 Avaliar o efeito da exposição aos LPS da Porphyromonas gingivalis 

e Escherichia coli na expressão dos genes para citocinas inflamatórias 

As células mesenquimais indiferenciadas foram semeadas em pratos 

para cultivo celular (60x15 mm) a uma concentração de 2 x 105 células/prato, e 

cultivadas em meio de cultura padrão por 24 horas. Após esse período, o meio de 

cultura foi substituído por um novo meio contendo o LPS da Pg e Ec nas 

concentrações de 0, 100ng/ml, 1g/ml e 10g/ml. Essas células foram mantidas 

nessas condições de cultura por 24 horas. 



30 

 

4.5.1. Extração do RNA total  

O RNA total foi isolado, utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen), 

seguindo as recomendações do fabricante. Brevemente, o meio de cultura foi 

aspirado e as células lavadas com tampão fosfato salino (PBS-Gibco BRL) em 

temperatura ambiente. Um mililitro do reagente Trizol® foi adicionado a cada prato 

de cultura sendo seu o conteúdo (células + reagente Trizol®) transferido para um 

tubo do tipo eppendorf e incubado por 5 minutos em temperatura ambiente. A 

cada tubo eppendorf foram adicionados 0,2ml de clorofórmio (Merck, Frankfurt, 

Alemanha), sendo estes agitados cuidadosamente em vortex, incubados por 3 

minutos em temperatura ambiente e centrifugados a 11500rpm por 15 minutos a 

4oC. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado 0,5ml 

de isopropanol (Merck), sofrendo agitação em vortex e incubado por 10 minutos 

em temperatura ambiente. Novamente os tubos foram centrifugados a 11500rpm 

por 15 minutos a 4oC. O precipitado foi lavado em etanol 75% a 4°C, e seco a 

temperatura ambiente com o tubo invertido sobre um papel de filtro. As amostras 

de RNA foram suspensas em água MiliQ livre de RNAse e então, armazenadas a   

-70oC. Uma alíquota de 1μl foi utilizada para a obtenção da concentração de RNA 

da amostras, utilizando-se o NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Rockford, IL, USA). 

 

4.5.2. Síntese de DNA complementar (cDNA)  

O RNA total foi tratado para a eliminação de qualquer resíduo de DNA 

na amostra (DNA-free™, Ambion Inc., Austin, TX, USA), e 1μg da amostra foi 

utilizado para a síntese do 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 20ml. As amostras foram incubadas por 10 minutos a 25°C e 

então, por 60 minutos a 42°C. Concluído o segundo ciclo de incubação, as 

amostras foram incubadas por 5 minutos a 99°C e então incubadas por 5 minutos 

a 4°C para resfriamento. Os reagentes utilizados e suas respectivas 
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concentrações foram: solução tampão (1x), MgCl2 (5mM), mistura de 

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

Rnase (50U), e trancriptase reversa – AMV (20U). As amostras de cDNA foram 

armazenadas a -20°C. 

 

4.5.3. Desenho do primer  

Os primers para GAPDH (gene de referência), e para a quantificação 

dos níveis de RNAm para IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α foram desenhados com o 

auxílio de um programa desenvolvido especificamente para desenhar primers para 

o sistema o LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) – 

Tabela 1. A eficiência das reações para cada primer foi otimizada anteriormente 

ao início das reações de PCRq propriamente ditas. 

 

4.5.4. Reações de PCR quantitativo (PCRq)  

As reações de PCRq foram realizadas com o sistema LightCycler 2.0 

(Roche), utilizando-se o kit FastStart DNA Master plus SYBR Green I (Roche). O 

perfil das reações foi determinado seguindo a fórmula sugerida pelo fabricante do 

equipamento. Para cada uma das “corridas”, a água foi utilizada como controle 

negativo, e o produto das reações foi quantificado utilizando o programa do próprio 

fabricante (LightCycler Relative Quantification Software - Roche Diagnostics 

GmbH). GAPDH foi utilizado como o gene de referência (housekeeping) para a 

normalização dos valores.  

 

4.6 Avaliar o efeito da exposição aos LPS da Porphyromonas gingivalis 

e Escherichia coli no fenótipo mesenquimal das PDLMSCs 

 

4.6.1 Imunofluorescência para STRO-1  

As células foram semeadas sobre lamínulas específicas para 

microscopia (13mm, Knittel®) na concentração de 4x10⁴ e mantidas em meio de 

cultura padrão por 24 horas. Após esse período, o meio de cultura foi substituído 
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por um novo meio contendo o LPS da Pg e Ec nas concentrações de 0 e 1g/ml, e 

as células foram mantidas por 24h nessas condições de cultura.  Após esse 

período, as colônias celulares foram fixadas em 4% de paraformaldeído por 10 

minutos à temperatura ambiente e toda reação de imunofluorescência foi 

realizada, seguindo o protocolo descrito no item 4.1.3.  

 

4.6.2 Expressão do gene para OCT-4  

As células mesenquimais indiferenciadas foram semeadas em pratos 

para cultivo celular (60x15mm) a uma concentração de 2 x 105 células/prato, e 

cultivadas em meio de cultura padrão por 24 horas. Após esse período, o meio de 

cultura foi substituído por um novo meio contendo o LPS da Pg e Ec nas 

concentrações de 0 e 1g/ml, e mantidas por 24 horas. Ao final deste período, o 

RNA total de todos os grupos foi extraído pelo método do reagente Trizol® 

conforme descrito acima (item 4.5.1). Reações de PCRq foram realizadas para a 

quantificação dos níveis de RNAm para o gene OCT-4 (Tabela 1). As reações de 

PCRq seguiram o protocolo descrito acima (item 4.5.2 ao 4.5.4). 

 

4.7 Avaliar in vitro a capacidade de diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica das PDLMSCs frente à presença dos LPS da 

Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli 

  

4.7.1 Ensaio de mineralização  

As cinco populações celulares foram semeadas em placas de 24 poços 

(2 x 105 células/poço) e cultivadas em meio de cultura padrão por 24 horas.  Após 

este período, o meio padrão foi substituído pelo meio osteogênico composto por 

DMEM suplementado com 10% de FBS, 50g/ml de ácido ascórbico, 10 mM de -

glicerolfosfato (GP) e dexamethasona (10-8M), contendo ou não o LPS de Pg e 

Ec na concentração de 1g/ml. Então, estas células foram cultivadas por 21 dias 

para permitir a formação dos nódulos minerais, sendo que o mesmo meio de 

cultura foi trocado a cada três dias.  



33 

 

Para a análise qualitativa da formação dos nódulos minerais, foi 

realizado o ensaio de von Kossa, no qual as células foram fixadas com etanol e 

coradas com AgNO3 para detectar fosfato nos nódulos mineralizados (Putchtler, 

1978). 

Para análise quantitativa, a técnica de coloração por vermelho de 

alizarina (Sigma) foi utilizada (Gregory et al., 2004). Para tal, as células foram 

lavadas com PBS e fixadas em etanol 70% gelado por 1 hora. O etanol foi 

aspirado e as células lavadas com água destilada para remover o etanol 

remanescente. A cada poço foi adicionada 1mL de uma solução de vermelho de 

alizarina 40 mM (pH 4,2) em temperatura ambiente por 10 minutos sob agitação. 

As células foram então lavadas cinco vezes com água, a fim de remover a solução 

de vermelho de alizarina, e 1ml de PBS foi adicionado a cada poço por 15 minutos 

sob agitação, a fim de reduzir a coloração não específica. Para promover a 

descoloração dos nódulos, foi adicionado 1mL de uma solução de cloreto de 

cetilperidina a 10% (pH 7,0) por 15 minutos e as alíquotas (em triplicata) desta 

solução submetidas à análise em um leitor de placas utilizando-se um 

comprimento de onda de 562nm, baseado na leitura de uma curva padrão. 

 

4.7.2 Expressão de genes marcadores de diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica 

As células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal 

foram semeadas em pratos para cultura (60 x 15mm) a uma densidade de 2 x 105 

células/prato e cultivadas em meio de cultura padrão. Após 24 horas, o meio de 

cultura padrão foi substituído pelo meio de cultura osteogênico descrito no item 

4.7.1, contendo ou não LPS de Pg e Ec na concentração de 1g/ml. Essas células 

foram mantidas nessas condições de cultura por 3, 7 e 14 dias, sendo os meios 

trocados a cada dois dias. Ao final de cada período, o RNA total de todos os 

grupos foi extraído conforme descrito no item 4.5.1. Reações de PCRq foram 

realizadas para a quantificação dos níveis de RNAm para os seguintes genes: 
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RUNX-2, ALP e OCN (Tabela 1). As reações de PCRq seguiram o protocolo 

descrito acima (item 4.5.2 ao 4.5.4). 

 

Tabela 1. Sequência de Primers utilizados para amplificações por PCR em tempo real 

Gene Primer Forward Primer Reverse Amplicon 

ALP CGGGCACCATGAAGGAAA GGCCAGACCAAAGATAGAGTT 184 

OCN AGCTCAATCCGGACTGT GGAAGAGGAAAGAAGGGTGC 150 

RUNX-2 CCGTCCATCCACTCTACCAC ATGAAATGCTTGGGAACTGC 139 

IL-1β CTTCTTCGACACATGGGATAAC TTTGGGATCTACACTCTCCAGC 283 

IL-6 CTAGAGTACCTCCAGAACAGATTTGA TCAGCAGGCTGGCATTT 154 

IL-8 GCCAAGAGAATATCCGAACTTTAAT CTGGCTAGCAGACTAGGG 172 

TNF-α TCCACCCATGTACTCCTCAC CCTCCCAGATAGATGGGCTCATA 155 

OCT-4 AGCTTAGCTTCAAGAACATGTGTA GTTGCCTCTCACTCGGT 161 

GAPDH ACATCATCCCTGCCTCTAC CCACCTTCTTGATGTCATCATATTTG 171 

ALP, alkaline phosphatase; OCN, osteocalcin; RUNX-2, runt-related transcription factor 2; IL-1β, 
interleukin-1 beta; IL-6, interleukin 6; IL-8, interleukin 8; TNF-α, tumor necrosis factor alpha; OCT-

4, octamer-binding protein 4; GAPDH, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. 

 

4.8 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada através do software Bioestat 5.3 

(Sociedade Civil Mamirauá, Belém, PA, Brasil), sendo os valores apresentados na 

forma de média e desvio-padrão. Os resultados do ensaio de proliferação celular e 

expressão dos genes relacionados à diferenciação osteogênica foram submetidos 

ao teste Two-way Analysis of Variance (ANOVA dois critérios), seguido pelo teste 

de Tukey quando diferenças entre os grupos foram detectadas. Os dados 

referentes ao ensaio de vermelho de alizarina e expressão do gene Oct-4 foram 

submetidos ao teste One-way Analysis of Variance (ANOVA um critério), seguido 

pelo teste de Bonferroni. Para análise da expressão das citocinas inflamatórias foi 

empregado o teste não-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de 

Student-Newman-Keuls. Para todas as análises, o nível de significância utilizado 

foi de 5%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. 

  



35 

 

5. RESULTADOS 

 

5.1 Isolamento e caracterização das PDLMSCs  

 

As culturas primárias de células do ligamento periodontal de humanos 

foram obtidas a partir de cinco pacientes com idade média de 20,8±1,3. 

Microscopicamente, as cinco populações celulares apresentaram morfologia 

semelhante a fibroblasto, com núcleo arredondado e processo citoplasmático. 

 A separação magnética realizada para o antígeno de superfície CD105 

mostrou que, em todas as populações celulares avaliadas no presente estudo, a 

partir de uma concentração inicial de 1x107 de células do ligamento periodontal, 

em média 30% das células de cada população eram positivas para o CD105.   

Após a expansão e cultivo destas células CD105+ (células de origem 

mesenquimal), o fenótipo mesenquimal indiferenciado foi confirmado por meio do 

ensaio de imunofluorescência, o qual revelou a expressão do marcador de 

superfície STRO-1 pelas cinco populações celulares (Figura 1). Desta maneira, as 

células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal (PDLMSCs) 

utilizadas no presente estudo foram caracterizadas como sendo CD105+/STRO-1+. 

 

5.2 Avaliação da expressão do receptor Toll-like 2 e 4 (TLR2 e TLR4) 

pelas PDLMSCs 

 

Os resultados do ensaio de imunofluorescência mostraram que, todas as 

populações de células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal 

avaliadas no presente estudo foram marcadas positivamente para os receptores 

TLR4 (Figura 2) e TLR2 (Figura 3). Essa positividade para o receptor TLR4 foi 

confirmada pela técnica western blotting, o qual revelou que todas as populações 

celulares CD105+/STRO-1+ expressam a proteína avaliada (Figura 4). 
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Figura 1. Imunofluorescência para Stro-1. (A) Controle negativo, sem a presença do 
anticorpo primário. (B) Marcação positiva para STRO-1. A positividade está marcada em 
verde pelo anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG Alexa fluor 488, diluição 1:1000, 
sendo o núcleo contra corado com TO-PRO®-3 iodide 642/661.   

Figura 2. Imunofluorescência para TLR-4. (A) Controle negativo sem a presença do 
anticorpo primário. (B) Marcação positiva para TLR-4. A positividade está marcada em 
verde pelo anticorpo secundário Goat anti-mouse IgG Alexa fluor 488, diluição 1:1000, 
sendo o núcleo contra corado com TO-PRO®-3 iodide 642/661.   

A B 

B 
A 

B 
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5.3. Avaliação do efeito da exposição aos LPS da Porphyromonas 

gingivalis e Escherichia coli na proliferação e viabilidade celular 

 

Os resultados mostraram que as células do ligamento periodontal 

foram capazes de manterem-se aderidas e proliferativas em todas as 

concentrações de LPS bacteriano. Além disso, nenhuma alteração morfológica foi 

observada ao longo dos 10 dias de exposição a ambos os tipos de LPS. 

A exposição aos LPS da Pg e Ec não alterou o padrão de proliferação 

celular, a qual se manteve semelhante ao grupo controle (análise intergrupo), 

sendo que nenhuma das concentrações utilizadas se mostrou tóxica ao longo de 

10 dias. A análise intragrupo mostrou que, em todos os grupos o aumento da 

proliferação celular ocorreu de maneira tempo-dependente, sendo que houve um 

estímulo crescente do dia 1 até o dia 7 (p<0,05), estabilizando a proliferação no 

dia 10 (Figura 5).  
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5.4 Avaliar o efeito da exposição ao LPS da Porphyromonas gingivalis e 

Escherichia coli na expressão de citocinas inflamatórias. 

 

Os resultados do PCRq foram analisados como fold-change, ou seja, 

aumento na expressão dos genes apresentado pelo grupo de células expostas 

aos LPS bacterianos em relação ao grupo controle.  

A exposição das PDLMSCs ao LPS da Ec nas concentrações de 100ng 

e 1µg/ml promoveu um aumento dos níveis de RNAm para IL-8 de cerca de 2x 

mais comparado ao grupo controle (p<0,05) (Figura 6A). Um aumento na 

expressão do gene da IL-6, também foi observado quando as células foram 

cultivadas na presença das três concentrações do LPS da Ec (p<0,05). No 

entanto, a concentração de 10µg/ml induziu uma expressão mais baixa dos níveis 

de RNAm para IL-6 em relação às concentrações de 100ng e 1µg/ml (p<0,05) 

(Figura 6B). Nenhuma alteração significativa foi observada na expressão dos 

genes para IL-1β e TNF-α, quando as células foram expostas ao LPS da Ec 

independente da concentração testada (Figuras 6C e 6D). 

O LPS da Porphyromonas gingivalis, nas três concentrações testadas, 

não foi capaz de induzir a uma resposta inflamatória pelas PDLMSCs. Isto porque, 

após a exposição ao LPS da Pg, os níveis de RNAm expressos pelas populações 

de células CD105+/STRO-1+ mantiveram-se semelhantes ao grupo controle para 

as quatro citocinas inflamatórias avaliadas (IL-6, IL-8, IL-1β e TNF-α) (Figuras 6A-

6D).    
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5.5 Avaliar o efeito da exposição ao LPS da Porphyromonas gingivalis e 

Escherichia coli no fenótipo mesenquimal indiferenciado das PDLMSCs. 

 

A avaliação da reação de imunofluorescência para o marcador de superfície 

específico para células indiferenciadas, STRO-1, sugere que, não há mudança na 

positividade deste marcador após o cultivo das PDLMSCs na presença dos LPS 

de Pg e Ec, quando comparados ao grupo controle (Figuras 7A-7C). 

Da mesma forma, a análise dos resultados do PCRq mostrou que, os níveis 

de RNAm do gene OCT-4 não sofreu alteração após a exposição aos LPS 

bacterianos comparados ao grupo controle (Figura 7D). 
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Figura 6. Expressão de citocinas inflamatórias em PDLMSCs estimuladas com
LPS bacteriano por 24h. (A, B, C, D, E) Média e desvio-padrão dos níveis de RNAm 
para IL-8, IL-6, IL-1β, e TNF-α. Diferentes letras maiúsculas indicam diferença 
estatisticamente significante, empregando o teste de Kruskal-Wallis, seguido pela
análise múltipla pareada, utilizando o método Student-Newman-Keuls (α = 0.05).  
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Figura 7. Avaliação do efeito da exposição aos LPS bacterianos sobre o fenótipo 
mesenquimal das PDLSMCs. Marcação positiva para STRO-1 nas células não
expostas aos LPS (A), expostas a 1µg/ml de LPS da Ec (B) e Pg (C) após 24 horas. 
(D) Expressão gênica para OCT-4 após exposição aos LPS bacterianos. Ausência de 
letras indica que não houve diferença estatística, empregando o teste ANOVA um 
critério (α=0.05). 
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5.6 Avaliar in vitro a capacidade de diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica das PDLMSCs frente à presença dos LPS de da 

Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli.  

 

5.6.1 Ensaio de mineralização  

 

Os resultados revelaram que, após 21 dias de cultivo em meio 

osteogênico contendo ou não os LPS bacterianos (1µg/ml), as PDLMSCs 

produziram depósitos mineralizados, visualizados pelo ensaio de von Kossa 

(Figura 8A). A análise microscópica do ensaio de von Kossa sugeriu uma maior 

produção de nódulos mineralizados pelas células cultivadas na presença do LPS 

da Ec. Essa observação foi confirmada pelos resultados do ensaio de vermelho de 

alizarina (AR-S), o qual revelou haver uma maior concentração de AR-S nas 

células cultivadas na presença do LPS de Ec comparado aos demais grupos 

(Figura 8B).  

Por meio do ensaio de vermelho de alizarina foi possível observar 

também que, todos os grupos celulares cultivados em meio osteogênico contendo 

ou não os LPS bacterianos, produziram nódulos minerais, sendo as concentrações 

de AR-S estatisticamente significante comparadas ao grupo controle negativo 

(p<0,05) (Figura 8B). Ao mesmo tempo, foi possível confirmar que, as células 

expostas ao LPS da Pg produziram uma quantidade de nódulos minerais similar 

ao grupo celular cultivado somente com meio osteogênico (p>0,05) (Figura 8B).  
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Figura 8. Expressão dos nódulos minerais pelas células mesenquimais 
indiferenciadas do ligamento periodontal. (A) Análise microscópica dos depósitos 
minerais no grupo somente meio osteogênico (OM), com 1µg/ml de LPS de Pg 
(OM+Pg) e Ec (OM+Ec) comparados ao grupo em meio de cultura padrão (DMEM).(B) 
Concentração de AR-S nas células cultivadas em DMEM, OM, OM+Pg e OM+Ec. 
Diferentes letras representam diferença estatisticamente significante, empregando o 
teste ANOVA um critério, seguido pelo teste Bonferroni (α = 0,05). 

B 

A Controle negativo (DMEM) 

0 

100 

200 

300 

400 

500 

600 

700 

800 

DMEM OM OM + Pg OM + Ec 

C
o

n
ce

o
n

tr
a

çã
o

 d
e

 A
R

-S
,µ

M
 

D 

B,C 

C 

A 



46 

 

5.6.2 Expressão de genes marcadores de diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica. 

 

Os resultados do PCRq foram analisados como fold-change, ou seja, 

aumento na expressão dos genes apresentado pelo grupo de células tratadas com 

o meio de diferenciação em relação ao grupo controle para os 3 períodos de 

observação.  

A análise intergrupo da expressão dos genes para ALP, OCN e RUNX-

2 demonstrou não haver diferença nos níveis de RNAm nas células tratadas com 

os LPS de Pg ou Ec em nenhum dos períodos estudados (Figuras 9A-9C). As 

mudanças observadas nos níveis de expressão dos genes relacionados à 

diferenciação osteoblástica/cementoblástica foram atribuídas ao efeito tempo-

dependente, ou seja, o aumento ou redução na expressão destes genes variou ao 

longo do período de indução osteogênica, no qual as células foram mantidas. 

Sendo o RUNX-2 um fator de transcrição importante para a fase inicial da 

diferenciação osteoblástica/cementoblástica, foi possível observar que, já no 

terceiro dia em cultura, as PDLMSCs apresentaram níveis elevados desse gene, o 

qual sofreu uma redução significativa da sua expressão após os 14 dias de 

observação (p<0,05) (Figura 9A). Além disso, os resultados mostraram que houve 

um aumento na expressão do gene da ALP após 7 dias em cultura em cultura 

(p<0,05), sendo que os níveis de RNAm mantiveram-se estáveis até o dia 14 

(p>0,05). Em relação ao gene para OCN, foi possível observar uma expressão 

aumentada já no terceiro dia de cultura, o qual foi mantido até o dia 7, ocorrendo 

então, uma redução significativa a partir do dia 14 em cultura (p<0,05) (Figura 9C).  

 

 

 

 

 

  







49 

 

6. DISCUSSÃO 

 

Sendo a periodontite uma doença inflamatória crônica e a cavidade oral 

um ambiente microbiano complexo, uma melhor compreensão do comportamento 

das células mesenquimais indiferenciadas (MSCs) no microambiente periodontal 

durante o processo imune-inflamatório e, durante a cicatrização da ferida 

periodontal, torna-se essencial (Zhao et al., 2008), uma vez que alguns estudos 

sugerem que as células do ligamento periodontal podem alterar seu fenótipo em 

reposta à inflamação promovida por lipopolissacarídeos bacterianos (Somerman et 

al., 1990; Takashiba et al., 2003; Yamamoto et al., 2006). Dentro deste contexto, o 

objetivo do presente estudo foi avaliar se a exposição das células mesenquimais 

indiferenciadas do ligamento periodontal aos lipopolissacarídeos da 

Porphyromonas gingivalis e da Escherichia coli levariam a alterações do fenótipo 

mesenquimal indiferenciado, comprometendo a sua capacidade proliferativa e de 

diferenciação osteoblástica/cementoblástica.  

Na primeira fase do estudo, células mesenquimais indiferenciadas do 

ligamento periodontal foram isoladas e caracterizadas como sendo células 

CD105+/STRO-1+. Em concordância com estudos prévios (Nagatomo et al., 2006; 

Silvério et al., 2010), cerca de 30% das células do ligamento periodontal mantidas 

em cultura apresentaram-se positivas para o antígeno de superfície CD105. Essas 

células CD105+ também expressaram a proteína STRO-1, conforme observado 

em outros trabalhos, os quais utilizaram tal como o presente estudo, a 

imunofluorescência/citoquímica (Seo et al., 2004; Nagatomo et al., 2006; Silvério 

et al., 2010) ou a citometria de fluxo (Gay et al., 2007; Silvério et al., 2010)) para 

identificar esse marcador de superfície. 

Como parte da caracterização celular, foi verificada a expressão dos 

receptores do tipo Toll-like 2 e 4 pelas populações de PDLMSCs. Estudos tem 

mostrado que a família dos receptores Toll-like encontra-se envolvida no 

reconhecimento dos componentes da parede celular bacteriana (Medzhitov et al., 

1997), além de serem descritos atualmente, como os principais receptores para os 
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LPS bacterianos em diferentes tipos celulares (Matera et al., 2009; Mahanonda et 

al., 2007; Gaddis et al., 2009).  No presente estudo, os lipopolissacarídeos 

utilizados foram adquiridos comercialmente e segundo os fabricantes, o LPS da 

Pg atua principalmente via TLR2 ao passo que, o principal receptor para o 

reconhecimento do LPS da Ec era o TLR4.  Os resultados da imunofluorescência 

sugerem uma expressão mais evidente do TLR4 pelas PDLMSCs, embora tenha 

sido possível realizar a imunolocalização do TLR2. Na literatura, ainda não 

existem estudos que tenham identificado a expressão destes receptores pelas 

células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal. Contudo, 

trabalhos prévios relataram a expressão do TLR4 em cementoblastos (Nociti et al., 

2004) e do TLR2 e 4 na população heterogênea de células do ligamento 

periodontal (Hatakeyama et al., 2003; Sun et al., 2010).  

Para avaliar se os LPS exerciam algum efeito citotóxico, as PDLMSCs 

foram inicialmente cultivadas na presença de diferentes concentrações de Pg e 

Ec. Após 10 dias em cultura, os resultados mostraram que as células mantiveram-

se viáveis e proliferativas independente da concentração e do tipo de LPS 

utilizado. Estes dados corroboram com os achados de outros estudos, os quais 

avaliaram o efeito do LPS de Pg ou de Ec em células pré-osteobláticas (Kadono et 

al., 1999), células mesenquimais de medula-óssea (Mo et al., 2008), células 

mesenquimais do tecido adiposo (Hwa et al., 2006) e principalmente, nas células 

do ligamento periodontal que foram cultivadas com LPS de Ec nas mesmas 

concentrações do presente estudo (Jönsson et al., 2008), ou na presença da 

Porphyromonas gingivalis viável (Yamamoto et al., 2006). 

Uma vez que não houve alteração na viabilidade celular em nenhuma 

das concentrações testadas, na sequência, determinamos se os LPS teriam algum 

efeito sobre a resposta inflamatória celular. Os resultados obtidos mostraram que 

o LPS da P. gingivalis não foi capaz de induzir o aumento na expressão das 

citocinas estudadas em nenhuma das concentrações testadas, enquanto que o 

LPS da E. coli nas concentrações de 100ng/ml e 1µg/ml foram capazes de induzir 

um aumento na expressão dos genes para IL-6 e IL-8, não alterando, porém, a 
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expressão de IL-1β e TNF-α. Utilizando fibroblastos do ligamento periodontal de 

humanos, Yamaji et al. (1995) observaram que o LPS de Pg em uma 

concentração muito superior (1mg/ml) às testadas no presente estudo promoveu 

um aumento na expressão da IL-6. Da mesma forma, os autores também 

encontram um aumento nos níveis de RNAm para IL-6 e IL-8, quando as células 

foram expostas a 100 mg/ml de LPS de Ec. Contudo, vale ressaltar as diferenças 

entre os tipos celulares empregados nos dois estudos e a concentração dos LPS 

as quais essas células foram expostas. 

Ao avaliar o efeito da exposição das células do folículo dental aos 

mesmos LPS da Pg e da Ec utilizados no presente estudo, Morsczeck et al. (2012) 

observaram que a concentração de 1mg/ml de Ec promovia um aumento na 

expressão dos genes para as citocinas inflamatórias IL-1β, IL6, e IL8. Por outro 

lado, após a exposição à mesma concentração de LPS da Pg, os níveis de RNAm 

destas citocinas mantiveram-se próximos da expressão constitutiva apresentada 

pelas células do folículo dental não expostas ao “desafio microbiano”. Tal como o 

presente estudo, os resultados do trabalho de Morsczeck et al. (2012) sugerem 

que as células do ambiente periodontal são capazes de expressar as citocinas 

pró-inflamatórias independente do estímulo bacteriano, e que o LPS da Pg  

comercialmente disponível não induz a uma resposta inflamatória compatível à 

observada frente à exposição à bactéria viável (Scheres et al., 2010). 

 A variação das respostas celulares após a exposição ao LPS da Pg e 

da Ec pode estar relacionada, também, a diferenças na estrutura química entre 

esses lipopolissacarídeos especialmente no lipídeo A, resultante de mudanças na 

quantidade e tipos de ácidos graxos, fosfatos e outras modificações (Chen et al., 

2007), o qual atua como um potente ativador das atividades imuno inflamatórias 

do hospedeiro. Em relação à Porphyromonas gingivalis, estudos que avaliaram in 

vitro as respostas inflamatórias mediadas pelo LPS isolado em laboratório, 

puderam observar um potencial inflamatório excepcionalmente baixo destes LPS 

(Darveau et al., 1995).  É possível sugerir, que embora a Porphyromonas 

gingivalis seja caracterizada como uma bactéria do complexo vermelho 
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(Socransky et al., 1998), a qual está fortemente associada com início e progressão 

da doença periodontal inflamatória, a exposição ao seu LPS isoladamente, pode 

não ser o suficiente para induzir uma resposta inflamatória nos diferentes tipos 

celulares previamente descritos, havendo possivelmente, a necessidade da 

exposição a todo o complexo de endotoxinas presentes na parede bacteriana. 

Ainda, em relação aos dados do presente estudo, é possível sugerir que o LPS da 

Pg não tenha induzido respostas significativas devido ao fato desta endotoxina 

atuar especificamente via TLR2, o qual teve uma expressão limitada pelas 

PDLMSCs. Entretanto, as vias de reconhecimento e atuação dos LPS bacterianos 

precisam ser mais bem compreendidas. Ainda é controverso na literatura se o 

TLR2 e TLR4 reconhecem diferentes componentes da parede celular bacteriana, 

se TLR4 seria o receptor dominante para pelo menos alguns tipos de LPS, 

enquanto que TLR2 não seria necessário para o reconhecimento desta endotoxina 

bacteriana (Brightbill et al, 1999; Hirschfeld et al, 1999, 2001; Schwandner et al, 

1999; Yoshimura et al., 1999). 

Como os resultados observados não mostraram um efeito significativo 

dos LPS bacterianos sobre os parâmetros viabilidade celular e resposta 

inflamatória, uma concentração intermediária (1µg/ml) (Loomer et al., 1995) foi 

utilizada para avaliar o efeito destas endotoxinas sobre as propriedades celulares 

relacionadas ao fenótipo mesenquimal indiferenciado.  

Dentre os marcadores de células mesenquimais indiferenciadas, STRO-

1 é o mais conhecido, estando relacionado com a diferenciação osteogênica e 

adipogênica (Simmons & Torok-Storb, 1991; Dennis et al., 2002). O Oct-4 é 

também é um marcador de células-tronco, conhecido como um fator crítico 

transcricional para manter pluripontencialidade e o estado indiferenciado destas 

células (Kawanabe et al., 2006; Silvério et al., 2010; Keliner & Kikyo, 2010). No 

presente estudo, foi avaliado se a exposição aos LPS bacterianos alteraria a 

expressão destes marcadores, sugerindo que as células poderiam sofrer alteração 

no seu fenótipo mesenquimal indiferenciado na presença das toxinas bacterianas. 
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Pela análise da imunofluorescência, é possível sugerir que, a 

positividade para STRO-1 não sofreu alteração, após exposição celular aos LPS. 

Contudo, deve-se considerar que este tipo de análise é somente qualitativa, não 

sendo possível detectar se houve alteração no número de células positivas para 

esse marcador de superfície. Em relação à expressão do gene para OCT-4, as 

células mostraram um padrão semelhante ao grupo controle, sugerindo que não 

houve alteração na expressão deste gene quando estas células foram desafiadas 

com as toxinas bacterianas. Contudo, esses resultados devem ser interpretados 

com certa cautela já que, esses dois indicativos, expressão de STRO-1 e de OCT-

4, foram avaliados após um período curto (24 horas) de exposição aos LPS 

bacterianos, não caracterizando uma condição clínica, na qual as PDLMSCs são 

expostas a um desafio microbiano crônico. Além disso, até o momento, não existe 

na literatura estudos que tenham realizado análises semelhantes, não sendo 

possível comparar e discutir os resultados encontrados no presente trabalho.  

Considerando ainda, as propriedades relacionadas ao fenótipo 

mesenquimal indiferenciado, o presente estudo avaliou o efeito dos LPS 

bacterianos sobre a capacidade de diferenciação osteoblástica/cementoblástica 

pelas PDLMSCs. Os resultados mostraram que, as PDLMSCs cultivadas sob 

indução osteogênica foram capazes de depositar uma matriz mineralizada, 

característica compatível com a diferenciação em fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico, e que essa propriedade celular não foi 

comprometida pela exposição aos LPS da Pg e da Ec. Em concordância com 

estudo prévio realizado com células mesenquimais da medula óssea (Mo et al., 

2008), a Ec promoveu um aumento significativo na formação de nódulos minerais 

pelas células mesenquimais do ligamento periodontal.  

Por outro lado, a exposição ao LPS da Pg manteve a formação de 

nódulos mineralizados em níveis similares ao grupo controle positivo (células 

cultivadas somente em meio osteogênico). Em geral, os estudos in vitro relatam 

um efeito negativo do LPS da Pg sobre a osteogênese, caracterizado pela inibição 

da diferenciação dos pré-osteoblastos e da formação óssea (Kadono et al., 1999; 
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Loomer et al., 1994; Loomer et al., 1995). Em células do folículo dental, o 

processo de maturação em fenótipo osteoblástico/cementoblástico também foi 

comprometido pela exposição ao LPS da Pg, tendo como consequência, menor 

formação de matriz mineralizada (Morsczeck et al. 2012). No entanto, ainda não 

está bem definido como o LPS da Pg realmente atua sobre o processo de 

osteogênese. No estudo realizado por Abe et al. (2010), em células da polpa 

humana, baixas concentrações de extratos de P. gingivalis aumentaram a 

deposição de matriz mineralizada enquanto que, altas concentrações inibiram este 

processo. Por sua vez, Mo et al. (2008) observaram que as células mesenquimais 

da medula óssea podem adaptar-se ao estímulo com LPS contínuo através da 

redução da expressão de TLR4 e TLR2, assim, estas células seriam poupadas do 

efeito tóxico do LPS, conduzindo-as a um paradoxal aumento nas atividades 

osteogênicas (Mo et al., 2008). Estes resultados sugerem que as toxinas 

bacterianas podem influenciar o processo de diferenciação osteogênica em ambas 

as direções e que, os resultados observados estão diretamente relacionados à 

origem e ao grau de diferenciação celular.  

Para confirmar a maturação do fenótipo osteoblástico/cementoblástico, a 

expressão de três genes alvo, RUNX-2, ALP e OCN, foi verificada ao longo do 

processo de indução osteogênica. O RUNX-2 tem sido considerado como um 

gene regulador mestre, responsável pela diferenciação 

osteoblástica/cementoblástica precoce (Komori, 2002). No presente estudo foi 

possível observar que todos os grupos celulares, ou seja, PDLMSCs expostas ou 

não LPS bacterianos sofreram maturação em fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico, caracterizado pela elevada expressão precoce do 

RUNX-2 (terceiro dia de indução osteogênica), acompanhada pela expressão dos 

genes ALP e OCN, relacionados à mineralização da matriz extracelular (Lian et al., 

1985).  

Embora a exposição ao LPS da Ec tenha induzido a uma maior 

quantificação de AR-S, sugerindo uma maior deposição de nódulos mineralizados, 

não foram observadas diferenças significativas quanto à expressão dos genes da 
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via osteoblástica/cementoblástica comparado aos demais grupos, apesar de 

numericamente, o nível de RNAm dos três genes avaliados sempre se mantiveram 

acima no grupo Ec. De fato, o estímulo com o LPS da Ec parece aumentar a 

expressão de RUNX-2 e a atividade da fosfatase alcalina, como observado por em 

alguns estudos realizados com células mesenquimais indiferenciadas da medula 

óssea (Mo et al. 2008) e células do folículo dental (Morsczeck et al., 2012). 

Como discutido anteriormente, a Porphyromonas gingivalis tem se 

mostrado capaz de inibir a osteoindução (Loomer et al., 1994), a qual está 

associada a uma redução da atividade de ALP e expressão de OCN e OPN 

(Kadono et al., 1999) em células pré-osteoblásticas da calvária de rato, e uma 

redução tempo-dependente da OCN em cementoblastos (Nociti et al., 2004). A 

redução da expressão de OCN pode significar um atraso na maturação celular, já 

que, essa proteína é expressa somente por osteoblastos e cementoblastos 

maduros (Lian et al., 1985; Nociti et al., 2004). No presente estudo, as PDLMSCs 

estimuladas com o LPS da Pg não sofreram alteração no padrão de expressão 

dos genes osteoblásticos/cementoblásticos, os quais se mantiveram em níveis 

similares ao do grupo sob indução osteogênica e sem LPS. Esse dado confirma 

mais uma vez que, a exposição à endotoxina desse periodontopátogeno não 

compromete o potencial de diferenciação e maturação das PDLMSCs em fenótipo 

osteoblástico/cementoblástico. Essa diferença do comportamento celular frente ao 

estímulo com LPS da Pg pode ser relacionada aos métodos distintos utilizados 

para purificar os produtos bacterianos e também, às origens celulares que podem 

exercer uma influência direta no padrão de formação de nódulos minerais e 

expressão gênica. Desta maneira, torna-se difícil a comparação dos resultados do 

presente estudo com os dados disponíveis na literatura.  

Estes resultados indicam a conservação do fenótipo mesenquimal 

indiferenciado pelas PDLMSCs, sugerindo não haver perda do estado 

indiferenciado e de pluripontencialidade quando estas foram estimuladas com os 

LPS bacteriano. Extrapolando esses resultados para a condição clínica, seria 

possível sugerir que as células mesenquimais indiferenciadas que residem no 
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ligamento periodontal são resistentes ao desafio microbiano que ocorre durante a 

instalação e progressão da doença periodontal inflamatória, o que seria de 

fundamental importância para a regeneração periodontal. Entretanto, devem-se 

considerar as limitações do presente estudo tais como, utilização de endotoxinas 

isoladas e não do complexo bacteriano como um todo, bem como as diferenças 

entre um ambiente in vitro controlado e o ambiente da doença periodontal, na qual 

as PDLMSCs recebem um estímulo crônico e polimicrobiano.  

Desta maneira, estudos adicionais em modelos experimentais in vivo e 

in vitro, que simulem melhor as condições clínicas como, por exemplo, a 

exposição a diferentes toxinas bacterianas, ou o uso de periodontopatógenos 

viáveis, são necessários para a compreensão do comportamento das células 

mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal durante a progressão e 

pós-tratamento da doença periodontal inflamatória. 
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7. CONCLUSÃO 

 

Dentro dos limites do presente estudo, pôde-se concluir que a 

exposição das células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal de 

humanos aos lipopolissacarídeos da Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli 

não alterou as propriedades relacionadas à condição de mesenquimal 

indiferenciada destas células. 
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