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RESUMO

A doenca periodontal inflamatoria caracteriza-se pela destruicdo dos
tecidos que suportam os dentes, os quais incluem ligamento periodontal, cemento
dental e osso alveolar. A forma de terapia mais comumente empregada no
tratamento da doenca periodontal € a raspagem e alisamento da superficie radicular
(terapia mecanica), a qual tem como efeito clinico a diminuicdo da profundidade de
sondagem das bolsas periodontais e a estabilizacdo das medidas do nivel clinico de
insercdo quando combinadas com um bom controle de biofilme. Porém, apés este
tratamento, ocorre o padrdo de cura do tipo reparacdo (epitélio juncional longo)
devido a alta taxa proliferativa do tecido epitelial quando comparado aos tecidos
mesenquimais envolvidos (ligamento periodontal, cemento dental e osso alveolar),
nao ocorrendo a regeneracdo. Atualmente, sabe-se que o sucesso da regeneracao
dos tecidos periodontais depende da migracdo e proliferacdo das células
indiferenciadas do ligamento periodontal remanescente, acompanhada pela
subsequente diferenciacdo em osteoblastos, cementoblastos e fibroblastos. Sendo a
periodontite uma doenca inflamatéria crénica, tem sido sugerido que as estruturas
periodontais remanescentes, teriam a sua habilidade para promover a regeneracao
tecidual comprometida. A doenca periodontal possui carater multifatorial, porém, seu
fator etiolégico primario € o biofilme, sendo que a Porphyromonas gingivalis tem sido
considerada um dos principais patdgenos associados ao desenvolvimento e
progressédo da doenca periodontal inflamatéria crénica (periodontite), e atualmente
sabe-se que seu lipopolissacarideo é reconhecido pelas células por receptores Toll-
like, ja identificados em células mesenquimais do ligamento periodontal. Assim,
propde-se que as células mesenquimais indiferenciadas sofreriam alteracdes em
suas propriedades quando expostas a um ambiente rico em toxinas bacterianas,

comprometendo a sua capacidade regenerativa.

Palavras-chave: células mesenquimais indiferenciadas, ligamento periodontal,
regeneracdo periodontal, Lipopolissacarideos (LPS), Toll-like receptors (TLR),

Porphyromonas gingivalis



ABSTRACT

Periodontal disease is characterized by inflammatory destruction of tissues which
support the teeth including periodontal ligament, dental cementum and alveolar bone.
The most common form of therapy used in the treatment of periodontal disease is the
scaling and root planning (mechanical therapy), which decreases clinical probing
depth of periodontal pockets and stabilizes the measures of clinical attachment level
when combined with good biofilm control. However, after this treatment, the result is
periodontal repair (long junctional epithelium) due to the high proliferative rate of
epithelial tissue as compared to mesenchymal tissues involved (periodontal ligament,
dental cementum and alveolar bone), not occurring regeneration. Currently, it is
known that successful periodontal tissue regeneration depends on the migration and
proliferation of stem cells from the remaining periodontal ligament, followed by
subsequent differentiation into osteoblasts, cementoblasts and fibroblasts. Being
periodontitis a chronic inflammatory disease it has been suggested that periodontal
remaining structures would have compromised ability to promote tissue regeneration.
Periodontal disease is a multifactorial disease, however, its primary etiological factor
is biofilm, and Porphyromonas gingivalis has been considered one of the major
pathogens associated with the development and progression of chronic inflammatory
periodontal disease, and currently it is known that its lipopolysaccharides are
recognized by the Toll-like receptors, which have been identified in mesenchymal
stem cells of the periodontal ligament. Therefore, it is proposed that mesenchymal
stem cells from periodontal ligament would change their properties when exposed to

a rich environment of bacterial toxins, compromising its regenerative capacity.

Keywords: mesenchymal stem cells, periodontal ligament, periodontal regeneration,

Lipopolysaccharides (LPS), Toll-like receptors (TLR), Porphyromonas gingivalis.



1. INTRODUCAO

A doenca periodontal inflamatoria caracteriza-se pela destruicdo dos
tecidos que suportam os dentes, 0os quais incluem ligamento periodontal, cemento
dental e osso alveolar, e estd entre as mais prevalentes doencas infecciosas,
constituindo-se na principal causa da perda dental com implicagdes significativas na
saude publica (Desvarieux et al., 2003; Elter et al., 2003). A raspagem e alisamento
da superficie radicular (terapia mecéanica) € a forma de terapia mais comumente
empregada no tratamento da doenca periodontal. O objetivo da terapia mecéanica é
remover calculo e depdsitos bacterianos sobre a superficie 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 clinicos da terapia
mecanica estdo, de forma geral, bem documentados e, em combinagcdo com uma
boa higiene oral, resultam na diminuicdo da profundidade de sondagem das bolsas
periodontais e na estabilizacdo das medidas do nivel clinico de insercéo,
particularmente em bolsas periodontais profundas (Kaldahl et al., 1993).

Histologicamente, independente do tipo de abordagem utilizada para a
descontaminacdo mecanica da superficie radicular, o tecido epitelial prolifera de
forma mais rapida do que os tecidos mesenquimais envolvidos (ligamento
periodontal, cemento dental e 0sso alveolar) o que resulta em um padréo de cura do
tipo reparacédo (epitélio juncional longo), ndo ocorrendo a regeneracdo dos tecidos
periodontais perdidos em funcdo da doenca (Polimeni et al., 2006). Desta forma, o
maior desafio da terapia periodontal contemporanea tem sido o restabelecimento do
ligamento periodontal, cemento dental e osso alveolar perdidos durante o0 processo
da doenca periodontal inflamatoria.

Clinicamente, diferentes modalidades terapéuticas tém sido utilizadas
visando a regeneracao dos tecidos periodontais de suporte perdidos. Entre estas se
destacam técnicas de enxertos 6sseos de diferentes origens, moléculas bioativas
(como fatores de crescimento e proteinas derivadas da matriz do esmalte) e a
regeneracao tecidual guiada (GTR). Entretanto, os resultados clinicos obtidos séo
pouco previsiveis, e histologicamente, o potencial regenerativo (formacdo 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 padrdo de higiene oral, as



caracteristicas morfologicas dos defeitos periodontais, condi¢cdes sistémicas e
comportamentais (diabetes e tabagismo) relacionados ao paciente tém sido
considerados como fatores que influenciam na cicatrizagdo dos tecidos periodontais
(Polimeni et al., 2006).

Atualmente, sabe-se que o sucesso da regeneragéo dos tecidos periodontais
depende da migracdo e proliferacdo das células do ligamento periodontal
remanescente, acompanhada pela subsequente diferenciacdo em osteoblastos,
cementoblastos e fibroblastos, e sintese 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 deciduos (Silvério et al., 2010) abrigam popula¢cfes celulares com
caracteristicas de células mesenquimais indiferenciadas (células tronco adultas).
Essas células tem sido caracterizadas por meio da expressao de marcadores de
superficie especificos 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 transcricdo importante para a manutencdo da pluripotencialidade e do
estado celular indiferenciado (Kawanabe et al., 2006; Silvério et al., 2010; Keliner &
Kikyo, 2010). Em condi¢cdes apropriadas de cultura, essas células mesenquimais
indiferenciadas provenientes do ligamento periodontal tém se mostrado capazes de
diferenciarem em um fendtipo osteoblastico/cementoblastico, adipogénico e
condrogénico (Seo et al., 2004; Nagamoto et al., 2006; Gay et al., 2007; Silvério et
al.,, 2010), além de apresentarem in vivo formacdo ectopica de uma estrutura
tecidual semelhante ao cemento dental e ligamento periodontal (Seo et al., 2004).

Do ponto de vista dos tecidos periodontais remanescentes, tem sido
sugerido que as estruturas periodontais remanescentes, expostas ao processo
inflamatorio crénico, teriam a sua habilidade para promover a regeneracao tecidual
comprometida (Polimeni et al., 2006; Chen et al., 2010). Uma das hipoteses baseia-
se no fato das células mesenquimais indiferenciadas do ligamento periodontal
sofrerem alteracbes fenotipicas quando expostas ao ambiente da doenca
periodontal, principalmente, devido a acédo das toxinas bacterianas e das citocinas
inflamatorias, comprometendo assim, as suas propriedades biolégicas. Embora nao
existam evidéncias cientificas que sustentem esta hipotese, estudos na area médica

mostraram que em modelo animal, na presenca de um processo inflamatério crénico
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cerebral induzido pela injecdo de citocinas pro-inflamatoérias (fator de necrose
tumoral-a e interferon-y), as propriedades proliferativa, migratéria e a plasticidade
das células-tronco da zona subventricular sao significativamente comprometidas
(Pluchino et al., 2008).

Em relacdo a doenca periodontal, a Porphyromonas gingivalis tem sido
considerada um dos principais patégenos associados ao desenvolvimento e
progressdo da doenca periodontal inflamatéria crénica (periodontite) (Socransky &
Haffajee, 1992). A Porphyromonas gingivalis e outras bactérias gram-negativas tal
como, a Escherichia coli (considerada como néo-periodontopatdgeno), apresentam
em suas paredes celulares um fator de viruléncia denominado lipopolissacarideo
(LPS) (Holt et al., 1999). Esse LPS quando em contato com células do sistema
imunologico do hospedeiro, bem como com fibroblastos gengivais, induzem uma
resposta imune-inflamatéria, caracterizada pela liberagdo de citocinas pro-
inflamatorias, as quais sdo mediadas pelos receptores do tipo Toll-like (TRL2 e
TRL4) (Jones et al., 2010). Até o0 momento, pouca informagéo encontra-se disponivel
sobre o efeito dos LPS bacterianos sobre as células mesenquimais indiferenciadas.
Recentemente, Mo e cols. (2008), observaram in vitro uma alteracdo no padrao de
diferenciacdo osteogénica, quando células mesenquimais indiferenciadas isoladas
da medula éssea de individuos saudaveis foram expostas ao LPS da Escherichia
coli.

Desta maneira, o0 maior conhecimento do comportamento dessas células
e se estas sofrem alteracbes em suas propriedades indiferenciadas na presenca de
toxinas inflamatorias se torna fundamental para uma maior previsibilidade nos

procedimentos regenerativos.

2. DESENVOLVIMENTO
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2.1 Células mesenquimais indiferenciadas e seu papel na regeneracao
periodontal

A regeneracdo periodontal completa € um processo extremamente
complexo, pois necessita de neoformacdo Ossea, do ligamento periodontal e do
cemento radicular. Para que esta regeneracdo seja bem sucedida, é necesséria a
formacdo de um selamento epitelial funcional, novas fibras de tecido conjuntivo
inseridos na raiz, novo cemento acelular na superficie da raiz, além do
restabelecimento da altura do osso alveolar, tornando a regeneragao do periodonto
uma das situacdes mais complexas e Unicas 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 cirargica periodontal durante os estagios iniciais de cicatrizacdo € critico para
determinar se esta cicatrizagdo ocorrera por reparo ou regeneracdo. Estudos
realizados na década de 80 mostraram que dos quatro tipos teciduais (0sso alveolar,
tecido conjuntivo gengival, epitélio e ligamento periodontal) que circundam o defeito
periodontal, somente as células provenientes do ligamento periodontal
remanescente sao capazes de promover a formagdo de uma nova insercao
conjuntiva sobre uma superficie 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 rapida do que os tecidos mesenquimais subjacentes
(ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular), promovendo uma
cicatrizacdo da ferida periodontal por reparo e ndo regeneracdo verdadeira dos
tecidos, ja que ha formacao 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 tém sido
propostas, visando promover a regeneracdo dos tecidos periodontais de suporte.
Entre estas se destacam técnicas de enxertos ou substitutos 6sseos, moléculas
bioativas (como fatores de crescimento e proteinas derivadas da matriz do esmalte),
a regeneracao tecidual guiada (GTR) e a associacdo destas terapias. Entretanto, os
resultados clinicos obtidos sdo pouco previsiveis, e histologicamente, o potencial

regenerativo (formacao de ligamento periodontal, osso alveolar e cemento radicular)
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destas técnicas tem se revelado limitado (Egelberg, 1987; Jepsen et al., 2002;
Trombelli et al., 2002; Villar & Cochran, 2010).

Essa limitacdo das técnicas regenerativas em promover a regeneracao
dos tecidos periodontais em toda a extensao do defeito pode ser uma consequéncia
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 vém sendo direcionados no sentido
de tentar compreender os eventos celulares e moleculares envolvidos na formacgéao e
regeneracao dos tecidos periodontais, e abordagens baseadas na engenharia de
tecidos tem surgido como potenciais alternativas aos tratamentos convencionais.

Nesse sentido, varios estudos tém sido conduzidos para melhor
compreensao das propriedades do ligamento periodontal. Baseado em suas
caracteristicas, o ligamento periodontal € um tecido conjuntivo que circunda a raiz
dental e seu papel primario € a manutencdo do dente no alvéolo, proporcionando
ancoragem e suporte ao dente em funcao, dispersando as forcas associadas a
mastigacdo, além de reconstruir a estrutura periodontal em resposta a injuria, a
periodontite e a movimentos decorrentes do tratamento ortodéntico. A populacéo
celular do PDL é heterogénea, consistindo em duas grandes linhagens
mesenquimais: a fibroblastica e a de tecidos mineralizantes, divididos nos subgrupos
osteoblasticos e cementoblasticos (Gottlow et al., 1984; McCulloch & Bordin, 1991;
Pitaru et al., 1994; Liu et al., 1997).

Devido a sua taxa metabolica e de turnover ser uma das mais altas do
organismo, pesquisadores hipotetizaram que uma populacdo celular altamente
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 ha mais de vinte anos por
Melcher (1985).

Por suas funcbes, € necessario que o PDL contenha células-tronco
pluripotentes como fonte de reconstrucdo do tecido periodontal. Acredita-se que a
regeneracao possa ser obtida com sucesso se houver a migracao 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).
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A presenca de células-tronco nos tecidos periodontais tem sido desde
entdo, repetidamente mencionada na literatura. A evidéncia mais incontestavel de
gue estas células estéo presentes em meio ao tecido periodontal foi apresentada por
McCulloch e colaboradores (1987), que identificaram uma pequena populacdo de
células progenitoras adjacente aos vasos sanguineos no interior do ligamento
periodontal.

De forma geral, as células-tronco séo caracterizadas pela sua capacidade
de autorrenovacgdo, ou seja, sdo capazes de se multiplicarem-se, mantendo seu
estado indiferenciado, proporcionando uma reposi¢cdo ativa de sua populacdo 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 lesdo ou injaria (Blau et al., 2001; Fodor,
2003).

Baseados na sua origem existem dois tipos principais de células-tronco:
células-tronco embrionarias (ES) e células-tronco adultas (AS). Entre os tecidos
conhecidos por apresentarem células-tronco na vida pos-natal, a medula 0ssea foi a
mais estudada, por muitos anos, como fonte tanto de células-tronco 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
populacdo celular semelhante a fibroblastos, que era aderente, clonogénica e com
capacidade de auto-renovacdo na medula Ossea, denominadas células-tronco
estromais da medula éssea (bone marrow stromal stem cells — BMSSCSs).

Devido a algumas limitagcdes na obtencdo das BMMSCs, incluindo a dor,
morbidade e baixo numero de células apds a coleta, fontes alternativas de MSCs
tém sido procuradas. MSCs derivadas de tecido adiposo obtidas por lipoaspiracéo
(Zuk et al., 2001, Mizuno et al., 2002) e popula¢des de MSC provenientes de sangue
de corddo umbilical (UCB), ja foram isoladas e caracterizadas (Mareschi et al.,
2001). Sendo assim, as MSCs podem ser encontradas ndo somente na medula
0ssea, mas também nos tecidos mesenquimais presentes em todos os 6rgaos do
corpo e fornecem suporte estrutural, além de regular a passagem de células através

dos tecidos.
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Segundo a International Society for Cellular Therapy, s&o trés os
requesitos minimos para que uma populacdo de células possa ser classificada como
MSC. A primeira é que MSCs da medula 6ssea sao isoladas de uma populacao de
células mononucleares que possuem a capacidade de aderéncia seletiva a
superficie do plastico, quando cultivada ex vivo. A segunda é que as expressdes de
CD105, CD73 e CD90 estejam presentes, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b,
CD79, ou CD19 e HLA-DR (marcadores de células hematopoiéticas) ndo sejam
expressos em mais de 95% das células em cultura. Por fim, que as células possam
ser diferenciadas em tecidos 6sseo, adiposo e cartilaginoso (Horwitz et al., 2005).

Portanto, as MSCs devem ser capazes de formar osteoblastos,
condrdcitos e adipdcitos in vitro e in vivo. Em adicdo a identificacdo das MSCs
baseadas em suas caracteristicas morfologicas ou fenotipicas, a habilidade de
células clonais expandidas em formar estes trés tipos celulares distintos € o Unico
critério funcional disponivel para identificar MSCs genuinas e distingui-las de pré-
osteoblastos, pré-adipécitos ou pré-condrécitos, que dao origem a somente um tipo
celular (Bydlowski et al., 2009).

Células-tronco mesenquimais, embora possuam uma capacidade de
diferenciacdo mais limitada que as células-tronco embrionéarias apresentam grandes
vantagens, levando-se em conta a facilidade de isolamento destas células, sua
capacidade de proliferagcdo em cultura, aléem de ndo serem imunogénicas, podendo
ser, teoricamente, empregadas em transplantes alogénicos (Bobis et al., 2006). Além
disso, estudos tem mostrado que as células mesenquimais adultas sdo capazes de
expressar fatores de transcricdo tais como, Oct-4, NANOG e SSAE 3/4, que
conferem a estas o seu estado de indiferenciacéo e pluripotencialidade (Schoéler et
al., 1991; Baksh et al., 2004; Kolf et al., 2007).

A procura por células semelhantes a células mesenquimais
indiferenciadas em tecidos especificos levou a descoberta de uma variedade de
células-tronco em quase todos os 6rgdos e tecidos do corpo nas Ultimas 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 deciduos exfoliados
(SHEDs) (Miura et al., 2003), células do ligamento periodontal de dentes
permanentes (PDLSCs) (Seo et al., 2004) e deciduos (Silvério et al, 2010), células-
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tronco progenitoras do foliculo dental (DFPCs) (Morsczeck et al., 2005), e células-
tronco da papila apical (SCAPs) (Sonoyama et al., 2006,2008).

Durante a caracterizagcdo destas novas populacbes de células
indiferenciadas provenientes de tecidos dentais, alguns aspectos de suas
propriedades foram comparados as BMMSCs. Uma dessas propriedades
caracteriza-se na capacidade das células provenientes dos tecidos dentais
expressarem marcadores de superficie especificos para células indiferenciadas de
origem mesenquimal tais como, Stro-1, CD73, CD90, CD105, CD146, além de se
apresentarem negativas para CD14 (mondcito/macréfago), CD34 (células
progenitoras hematopoiéticas/endotélio), CD45 (antigeno leucocitario comum) e
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 populacbes (DPSC, PDLSC, SHEDs e BMSSSC) quando
comparadas apos expansao ex vivo, demonstraram um padréo de expressao
semelhante para uma variedade de antigenos associados ao 0sso, dentina e
cemento (BMPs, fosfatase alcalina, colageno tipo |, osteopontina, osteonectina,
osteocalcina, sialoproteina 6ssea) e fibroblastos (colageno tipo Ill) (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 diferenciagcdo multipla, com capacidade de
originar ao menos trés linhagens: osteo/odontogénica, adipogénica, e neurogénica.

Ainda comparando as células mesenquimais dentais e as de medula 0ssea,
estudos mostraram que algumas proteinas em comum sdo expressas, 0 que pode
implicar na existéncia de vias de sinalizacdo molecular semelhantes, regulando a
formacéo da dentina, do cemento e do 0sso, por meio da atividade de importantes
fatores de transcricdo (Runx2, Msx1/2, DIx1/2, e Pax6/9) e fatores de crescimento
(BMP, FGF, TGF, e WNT) (Salazar-Ciudad & Jernval, 2002; Peters & Balling, 1999;
Thesleff & Aberg, 1999). Entretanto, algumas diferencas foram notadas entre estas
populacdes 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 mesénquima dental € chamado ectomesénquima

devido a sua precoce interacdo com a crista neural. Por esta perspectiva, células-
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tronco dentais ectomesenquimais podem possuir caracteristicas diferenciadas,
semelhantes as das células da crista neural (revisado por Huang et al., 2009).

Semelhante as outras células tronco dentarias descritas acima, PDLSCs
apresentam caracteristicas osteogénicas, adipogénicas e condrogénicas sob
condicOes de cultura definidas (Gay et al., 2007; Lindroos et al., 2008; Xu et al.,
2009). A comprovacédo de que o ligamento periodontal possuia células progenitoras
foi confirmada Seo et al. (2004). Neste estudo, os autores demonstraram que 0
ligamento periodontal de dentes permanentes contém uma peculiar populacdo de
células indiferenciadas (PDLSCs) (células-tronco), as quais apresentaram marcacao
positiva para Stro-1 e CD146, marcadores relacionados a células indiferenciadas,
além de apresentarem capacidade de se diferenciar em células com fenétipo de
cementoblastos e adipdcitos in vitro. E que in vivo estas células foram capazes de se
diferenciar em cementoblastos funcionais e de sintetizar fibras colagenas
incorporadas em um tecido ectopico 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 deciduos e estas demonstraram uma maior taxa
proliferativa e maior expressdo de genes adipogénicos que as células
indiferenciadas do ligamento periodontal de dentes permanentes, sendo que ambas
as populacdes demonstraram capacidade de se diferenciar em linhagens
adipogénicas e osteogénicas/cementogénicas. Deste modo, foi mostrado que PDL
de dente deciduo possui uma populacéo de células progenitoras multipotentes, que
pode ser isolada e expandida in vitro (Silvério et al, 2010).

Um grande desafio para a caracterizacdo das PDLSC é a falta de
marcadores especificos associados tanto ao ligamento periodontal quando ao
cemento. Devido a auséncia de marcadores conhecidos, e como o ligamento
periodontal compartilha algumas caracteristicas morfolégicas e funcionais com o
tendao, como feixes de colageno densos e habilidade de absorver forgcas mecéanicas,
Seo e colaboradores (2004) examinaram nas PDLSC a expressdo de niveis de
SCLERAXIS, um fator de transcricao especifico para tendao. Eles observaram que
PDLSCs expressaram niveis mais altos de SCLERAXIS quando comparados as
BMMSCs.

Todas estas caracteristicas vém sendo confirmadas por outros estudos,

que comprovaram a presenca de células mesenquimais indiferenciadas
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heterogéneas no ligamento periodontal isoladas de dentes extraidos e sua
expressdo de marcadores mesenquimais de superficie, como Stro-1, CD105,
CD146, e CD166, além de sua pluripotencialidade (se diferenciar em adipdcitos,
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
areas perivasculares (Shi & Gronthos, 2003; Zannettino et al., 2008).
Imunohistoquimica para Stro-1/CD146/CD44 do ligamento periodontal de dentes
sadios ou com doenca periodontal mostrou que as MSC estdo localizadas
principalmente na regido perivascular, com pequenos grupos de células na regido
extravascular (Chen et al., 2006b), sugerindo que este possa ser 0 nicho destas
células no ligamento periodontal.

Todos estes dados mostram que PDLSC representam uma populacao de
células-tronco adultas Unica, que diferem das células mesenquimais derivadas da
polpa e da medula 6ssea. Quando os tecidos periodontais sao danificados como
resultado do processo inflamatorio, as células do ligamento periodontal séo ativadas
por mediadores solluveis (fatores de crescimento, moléculas de adesado e proteinas
estruturais) para promover reparo ou regeneracdo do tecido (Bartold et al., 2000).
Enquanto pouca regeneracdo do periodonto pode ser vista nas fases iniciais da
doenca periodontal, uma vez que a doenca se estabelece a regeneracao
espontanea ndao mais ocorre sem alguma forma de intervencao terapéutica (Bartold
et al., 2000). O processo da regeneracao periodontal envolve o recrutamento de
populacdo celulares indiferenciadas locais com a capacidade de se desenvolver
tanto em células do ligamento periodontal quanto em cementoblastos, que se
combinam para assegurar a ligacdo entre o cemento e 0 0sso alveolar adjacente
(Bartold & Narayanan, 1998).

A grande capacidade de potencial de diferenciacdo das MSCs, a
possibilidade de enxerto, seus efeitos imunossupressores e sua expansdo em
cultura levaram ao aumento do interesse clinico relativo ao uso destas células,
através de administracdo dirigida ao local de interesse, em numerosas situaces
patolégicas.

Alguns estudos desenvolveram transplante de células do PDL em

combinagdo com carreadores e relataram sucesso na regeneracéo periodontal em
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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 autégeno de células do ligamento periodontal (PDLCs), associado a
regeneracdo tecidual guiada, verificando que a terapia celular favoreceu a
regeneracdo periodontal (formacdo de novo 0sSso e novo cemento com fibras
inseridas) em defeitos de furca grau Ill em cées (Suaid et al., 2012).

Baseado nos achados obtidos no campo da medicina, varios estudos na
odontologia estdo sendo delineados para identificar e caracterizar as populagdes de
células-tronco derivadas de tecidos dentais, com o objetivo de promover abordagens
regenerativas mais previsiveis para os tecidos perdidos por consequéncia de doenca
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).

A terapia regenerativa baseada em células-tronco ganhou atencéo desde
o isolamento de células mesenquimais indiferenciadas de varios tecidos. Tentativas
de regenerar os tecidos periodontais tinham o enfoque quase que exclusivamente na
regeneracdo do osso alveolar perdido, utilizando enxertos autdgenos, alégenos e
aloplasticos. No entanto, a maioria destes procedimentos tem demonstrado uma
grande variabilidade em sua seguranca, efetividade e estabilidade ao longo do
tempo, e desse modo, sua efetividade na regeneracdo periodontal questionada
(Bartold et al., 2000).

Na tentativa de se obter um procedimento regenerativo efetivo, um relato
de caso clinico demonstrou que a combinacdo de plasma rico em plaquetas (PRP)
com BMMSCs autélogas expandidas em cultura propiciou uma melhor cicatrizacéo
de defeitos periodontais angulares (Yamada et al., 2006b). No Unico estudo clinico
humano relatado até o momento utilizando células progenitoras do ligamento
periodontal, defeitos periodontais infradsseos de trés pacientes foram tratados com
células progenitoras autdlogas associadas ao material de enxerto 6sseo, e foram
monitorados dos 3 aos 72 meses. Os resultados deste estudo demonstraram que,
dois dos trés pacientes que se submeteram a avaliacao cirdrgica da regeneracao
dos tecidos exibiram um ganho razoavel de tecido saudavel. O terceiro paciente
avaliado apresentou reducdo na mobilidade dental, reducdo na profundidade de
sondagem, um aumento na recessao gengival e uma melhora estavel no nivel clinico

de insercdo. O estudo concluiu que o uso de células progenitoras autélogas do
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ligamento periodontal pode ser eficaz e seguro no tratamento dos defeitos
periodontais (Feng et al., 2010).

Devido a heterogeneidade das PDLSCs em sua a capacidade de
proliferar e diferenciar-se em células que formam o tecido periodontal, sdo
necessarios mais estudos para investigar a forma como as células-tronco atuam no
processo de regeneracéo (Silvério et al., 2010).

A promessa da medicina regenerativa e curativa baseada em células-
tronco e, particularmente, nas MSCs, depende criticamente da identificacdo de
mecanismos e de moléculas que controlam a diferenciacdo de uma determinada
linhagem celular, e a deposicdo de componentes da matriz extracelular a fim de se
direcionar a formacgéo de tecidos especificos. Adicionalmente, ha a necessidade de
se compreender as cascatas de sinalizacdo que controlam a sobrevivéncia e
proliferacdo deste tipo celular (MSCs).

Devido a complexidade de tecidos presentes no periodonto, a utilizacao
de células mesenquimais indiferenciadas para a terapia celular, ou seja, inoculacéo
de células na area a ser regenerada, parece ser uma alternativa muito interessante,
uma vez que as mesmas Sao0 autorrenovaveis, apresentam alta proliferacdo 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 nivel de organizacdo do aparato de insercdo do ligamento
periodontal e a heterogeneidade de suas células, a identificacdo dos tipos celulares
apropriados para a completa regeneracdo, permanece um dos fatores chave na
implementacéo de abordagens ideais para a regeneracao periodontal.

Apesar do enorme numero de dados em nivel molecular e celular
disponiveis, é evidente que questbes fundamentais ainda precisam ser mais bem
elucidadas antes que células progenitoras mesenquimais possam ser utilizadas para
aplicacdes clinicas seguras e eficazes, tanto no ambito das terapias celular quanto

na genética.

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

mesenguimais indiferenciadas

2.2.1 A doenca periodontal e a Porphyromonas gingivalis
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A doenca periodontal é uma doenca inflamatoria, que se caracteriza pela
destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes, incluindo o ligamento, cemento, 0SS0
alveolar e gengiva, sendo caracterizada por perda de insercdo periodontal. O
biofilme dental € um acumulo de bactérias, nutrientes, células do hospedeiro e
produtos metabdlicos em um ambiente especializado (Costerton et al., 1994). Este
biofilme est4 envolto por uma matriz extracelular que fornece vantagens seletivas
aos microrganismos que incluem uma grande barreira protetora contra
antimicrobianos e agentes fagociticos da resposta imune do hospedeiro, além de
favorecer trocas genéticas (Gilbert et al., 1993).

A doenca periodontal se desenvolve como um resultado da continua
interacdo entre as células do hospedeiro e bactérias patogénicas subgengivais,
como as gram-negativas anaerObias (Darveau, 2009). Podemos considerar a
etiologia da doenca multifatorial, porém, o biofilme microbiano desempenha uma
funcdo essencial na etiopatogénese das infeccOes periodontais, sendo o fator
etiolégico primario de qualquer tipo de doenca periodontal (Lamont & Jenkinson,
1998).

A cavidade oral humana hospeda grande quantidade e variedade de
microrganismos, mais de 500 espécies de diferentes microrganismos ja foram
isoladas e identificadas. Apesar deste grande numero de espécies bacterianas
identificadas no ambiente do sulco gengival e/ou bolsa periodontal, evidéncias
revelam que o processo de destruicdo do periodonto envolve o estabelecimento e
crescimento de algumas espécies bacterianas especificas. Nesse quadro,
aparentemente alguns anaerobios gram-negativos produtores de pigmento negro
possuem um papel importante na etiopatogenia da doenca periodontal (Socransky &
Haffajee, 1992).

Dentre estas espécies, a bactéria anaerdbica Porphyromonas gingivalis, €
reconhecidamente um dos patéogenos de maior importancia no desenvolvimento da
doenca periodontal (Holt et al., 1999) e tem sido extensivamente estudada nos
tltimos anos, sendo uma bactéria oral gram-negativa, produtora de pigmentos
negros, e comumente encontrada em bolsas periodontais profundas, especialmente
em sitios com a doenca ativa (van Winkelhoff et al., 1988).

P. gingivalis apresenta componentes bioativos, tais como membrana
citoplasmatica, peptideoglicanos, as proteinas da membrana externa, o LPS,

capsulas, e fimbrias em sua superficie celular (Offenbacher, 1996). Esta espécie
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esta altamente associada com a forma crénica da doenca periodontal, e pode ser
detectada em até 85% dos sitios acometidos pela doenca (Yang et al., 2004). E
frequentemente encontrada no sulco gengival de pacientes que apresentam
condicdes clinicas saudaveis, porém os niveis de contaminacdo sdo bem maiores
em sitios com doenca periodontal crénica (Socransky & Haffajee, 2005). Van
Winkelhoff et al. (2002) relataram que P. gingivalis e P. intermedia foram
significativamente mais prevalentes em pacientes com destrui¢cdo periodontal, e que
a presenca P. gingivalis é a indicacdo mais forte para destruicdo periodontal, pois
sua presenca em uma bolsa periodontal pode prever progressao da doenca (van
Winkelhoff et al.,, 2002), além disso, uma correlacdo positiva e significativa é
encontrada entre os numeros de P. gingivalis e a profundidade da bolsa (Kawada et
al., 2004). Apos o tratamento periodontal, uma reducdo do numero de P. gingivalis
estad associada com a resolucédo da doenca no local afetado (Haffajee et al, 1997;
Fujise et al, 2002). Além disso, a inoculacdo experimental de P. gingivalis em
modelos animais induz uma resposta inflamatoria e a perda ossea (Evans et al.,
1992, Hajishengallis et al., 2011).

O LPS da P. gingivalis, um dos componentes de maior viruléncia da
membrana externa destas bactérias gram-negativas, possuem multiplas acdes
inflamatorias, determinando efeitos biolégicos que resultam na amplificacdo das
reacdes inflamatorias, e estdo envolvidos na destruicdo dos tecidos periodontais,
incluindo osso alveolar, gengiva e ligamento periodontal (Hausmann et al., 1972; lino
& Hopps, 1984; Slots & Genco, 1984; Millar et al., 1986; Mayrand & Holt, 1988;
Moore et al., 1991; Socransky & Haffajee, 1992).

O LPS é uma combinacédo de lipideo (lipideo A) e polissacarideo, sendo
um componente exclusivo da membrana externa de bactérias gram-negativas
(Morrison & Ryan, 1987; Rietschel et al., 1994). A por¢cdo mais conservada da
estrutura proteica é o lipideo A. Esta endotoxina é um antigeno nao especifico que é
pobremente neutralizado por anticorpos, sendo capaz de ativar a cascata do
complemento (Schifferle et al., 1993).

As células derivadas do ligamento periodontal ndo somente funcionam
como células suporte dos tecidos periodontais como também produzem varios
mediadores inflamatorios 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 patogénese da periodontite porque causam
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inflamacéo e destruicdo do tecido periodontal e reabsor¢cdo do osso alveolar por
variados mecanismos biolégicos. No entanto, o mecanismo exato da periodontite
ainda permanece obscuro, e pouco se sabe sobre a cascata de sinalizacdo da
resposta do hospedeiro. Assim, o LPS da P. gingivalis, que € Unico devido as suas

atividades endotodxicas, € um fator-chave no desenvolvimento da periodontite.

2.2.2 Os receptores Toll-like (TLRs)

LPS sdo importantes fatores de viruléncia dos periodontopatégenos.
Sabe-se que eles interagem com os receptores do tipo Toll-Like e que estes séo
expressos por inameros tipos celulares, inclusive células do ligamento periodontal
(Mahanonda & Pichyangkul, 2007).

Receptores Toll-like em mamiferos foram identificados como uma familia
homdloga dos receptores da espécie Drosophila (Kopp & Medzhitov, 1999), e a
familia dos Toll-like esta envolvida no reconhecimento dos componentes da parede
celular bacteriana (Medzhitov et al., 1997). Mais de dez membros da familia TLR ja
foram identificados em humanos e camundongos. O interesse nestes receptores se
intensificou desde a descoberta que estes receptores participam da sinalizacéao
intracelular iniciada por bactérias gram-negativas.

TLRs sao proteinas transmembrana do tipo | e sdo compostos por
repeticbes extracelulares ricas em leucinas (LRRs), dominios estes que sao
responsaveis pelo reconhecimento dos PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns), moléculas existentes em bactérias e virus que estimulam a resposta
inflamatoria — LPS nas bactérias gram-negativas e flagelina e acido lipoteicoico nas
bactérias gram-positivas — além do dominio intracelular TIR (Toll/IL-1R), que é
essencial para a sinalizacdo downstream, ativando NF-kB e MAPK, que
desencadeiam o processo inflamatério (Akira et al., 2006).

Entre esses receptores, TLR2 e TLR4 funcionam como principais
sensores inatos para 0s 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, ja 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;
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Darveau et al., 2004; Nociti et al., 2004; Kikkert et al., 2007; Zhou & Amar, 2007;
Gaddis et al., 2009; Sahingur et al., 2010).

A expressao de TLR2 e TLR4 foi confirmada em células humanas de PDL
(Hatakeyama et al., 2003; Sun et al., 2008, 2010), mas ndo se sabe exatamente
como e se a ativacdo de TLR2 e/ou TLR4 estd envolvido na sinalizacdo
desencadeada por bactérias periodontais gram-negativas, como P. 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 0s
fibroblastos humanos gengivais e do ligamento periodontal expressam TLR4, e que
guando este receptor foi bloqueado, houve uma significativa reducéo a resposta de
ambas as células ao LPS bacteriano, sugerindo que LPS atua diretamente sobre
estas células.

Outros achados sugerem que TLR4 €& o receptor dominante para pelo
menos alguns tipos de LPS, enquanto que TLR2 ndo é necessario para o
reconhecimento de LPS. Tem-se sugerido que TLR2 medeia os sinais provenientes
de outros componentes bacterianos, incluindo o acido lipoteicoico, peptideoglicano,
e lipoproteinas/lipopeptideos (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
peptideoglicano e lipoproteinas, enquanto TLR4 medeia a resposta a o LPS e acido
lipoteicoico. Porém, Hirschfeld et al. (2001) mostraram que o LPS da P. gingivalis
nao sinaliza por meio do TLR4, e que a sinalizacdo via TLR2 e TLR4 diferiram
guantitativamente e qualitativamente em macrofagos de ratos.

Portanto, torna-se importante o entendimento da relacdo TLR2 e TLR4
nas células periodontais. Mais estudos sdo necessarios para elucidar as diferencas

dentre estes rece ptores.

2.2.3 O efeito do LPS sobre diferentes tipos celulares
O LPS de bactérias gram-negativas é indicado como sendo um dos
responsaveis pela indugdo da reabsor¢cdo Ossea. O LPS induz a producédo de

citocinas pré-inflamatérias, tais como interleucinas (IL-1B, IL-6 e IL-8), o fator de
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necrose tumoral (TNF-a), fatores ativadores de plaquetas e prostaglandinas por
macroéfagos e neutrofilos presentes em areas infectadas por bactérias (Wilson et al.,
1996; Lindemann et al., 1988), e em fibroblastos do ligamento periodontal de ratos
(Miyauchi et al., 2001), além de ativar plaquetas, mastocitos, basofilos e células
endoteliais. Estas citocinas s&o conhecidas como tendo um papel importante na
patogénese da doenca periodontal, porque causam inflamacdo e consequente
destruicdo do tecido periodontal e reabsor¢cdo éssea, agindo de forma direta e
indireta sobre os osteoclastos (Kobayashi et al., 2000). Tem sido relatado que o LPS
promove a inducdo de osteoclastos indiretamente através da ativacdo 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 RNAmM de
osteoprotegerina (OPG) e receptor ativador do ligante kappaB fator nuclear (RANKL)
devido aos estimulos de IL-1B ou TNF-qa, porém, estas células ndo sdo capazes de
induzir osteoclastogénese. Resultados similares de aumento de RNAmM 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 infeccdo com bactérias especificas é necessaria para
iniciar ou agravar a perda 0ssea associada a doenca periodontal foi testada por
Loomer e cols (1995) que avaliaram a diferenciagdo osteogénica de pré-
osteoblastos tratando-as com extratos bacterianos de periodontopatdégenos ou nao,
e observou que ha uma reducéo na osteogénese somente das células tratados com
periodontopatdgenos, e que o LPS nas concentra¢des de 1ug/ml e 10ug/ml induziu o
mesmo efeito que o extrato bacteriano, sendo que ndo houve efeito detectavel na
concentracdo de 0.1mg/ml.

A bactéria viavel 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 inducao de citocinas
nestas células na presenca da P. gingivalis viavel de pacientes com e sem doenca
periodontal. Os resultados mostraram um aumento na expressao de IL-18, IL-6 e IL-
8 em ambos 0s grupos na presenca de P. gingivalis, além de uma maior expressao
de TLR1, TLR4, TLR7 e CD14 nas células de pacientes com periodontite, com ou

sem desafio microbiano. Outro grupo relatou que fibroblastos gengivais expressam
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TLR2 e 4, e que o estimulo com LPS da P. gingivalis elevou seus niveis de
expressao (Tabeta et al., 2000).

Do mesmo modo, outros estudos mostraram que LPS induz a expressao de
citocinas pro-inflamatorias em células dos tecidos orais e, além disso, que este LPS
também inibe a diferenciacdo 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 exposicao das células ao LPS bacteriano nao interfere na proliferagcéo e viabilidade
das células pré-osteoblaticas (Kadono et al.,, 1999), células mesenquimais de
medula-6ssea (Mo et al., 2008), células mesenquimais de tecido adiposo (Hwa et al.,
2006) e células do ligamento periodontal (Jonsson et al., 2008; Yamamoto et al.,
2006).

Células do ligamento periodontal foram tratadas com LPS de Escherichia
coli (E. coli) com diferentes concentracbes em tempos variados e pode-se verificar
gue mesmo apos trés semanas de exposicdo ao LPS bacteriano ndo houve
mudanca nas caracteristicas destas células (Jonsson et al., 2008). Da mesma forma,
estas células ndo apresentaram mudancas morfologicas ou fisiologicas quando
foram cocultivadas com P. gingivalis (Yamamoto et al., 2006). Estes dados sugerem
gue os LPS de endotoxinas bacterianas afetam especificamente a producdo de
citocinas e quimiocinas, enquanto ndo possuem qualquer efeito sobre as
propriedades fisiologicas normais de células de PDL. Assim, as células PDL
parecem preservar as suas propriedades estruturais e fisiologicas, isto €, a sintese
do colageno e proliferacdo, mesmo quando sdo expostas as endotoxinas
bacterianas como LPS.

A partir destes relatos, € razoavel supor que a eficacia das preparacoes
de LPS de P. gingivalis na inducdo de uma resposta biolégica depende da natureza
das respostas e do tipo celular testados, da cepa de P. gingivalis utilizada, e,

eventualmente, o método de preparacdo de LPS (Wang & Ohura, 2002).

2.2.4 O efeito do processo inflamatério nas células mesenquimais
indiferenciadas

O crescente interesse na utilizacdo 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 diferenciagdo das MSCs, tornando esta

uma preocupacgdo crescente. A exposicdo a um ambiente enriquecido de
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endotoxinas pode afetar muitos aspectos das propriedades de MSCs tais como a
auto-renovacao, potencial de diferenciacéo, producdo de citocinas e de compostos
da matriz extracelular.

Estudo na &rea médica avaliou qual seria o0 resultado de episédios
recorrentes de inflamacdo, como pode ser visto na esclerose multipla reincidente-
remitente, em modelo animal, induzido pela injecdo de citocinas pré-inflamatérias
(TNF-a. e interferon-y), simulando um processo inflamatério cronico cerebral, e
verificou que as propriedades proliferativa, migratoria e a plasticidade das células-
tronco da zona subventricular s&o significativamente comprometidas (Pluchino et al.,
2008).

Da mesma forma, o dano arterial constante (aterosclerose) provoca a
libertacdo de citocinas, que por sua vez estimulam a libertacdo das células
progenitoras endoteliais para a area de lesdo. O reparo do endotélio danificado
pelas células progenitoras completa o processo, evitando a invasao de mais células
inflamatorias. A exposi¢do continuada as citocinas e o avango da idade podem
esgotar o armazenamento de células progenitoras. Uma doenca crbénica pode
consumir algumas das celulas de reparo que se originam a partir da medula 6ssea e
gue poderiam ser necessarias para prevenir a doenca em outros 0Orgaos
(Goldschmidt-Clermont & Peterson, 2003).

Sendo a periodontite uma doenca inflamatoria cronica e a cavidade oral
um ambiente microbiano complexo, uma profunda compreenséo da diferenciacdo de
MSCs no microambiente periodontal torna-se essencial e o controle da infeccéo
durante a cicatrizacao, fundamental (Zhao et al., 2008), uma vez que alguns estudos
sugerem que as ceélulas do ligamento periodontal podem alterar seu fenotipo em
reposta a inflamacdo promovida por lipopolissacarideos (Somerman et al., 1990;
Takashiba et al., 2003; Yamamoto et al., 2006).

A presenca do LPS bacteriano pode modificar o fendtipo das células do
ligamento periodontal por meio da IL-13, modulando suas caracteristicas, e tornado-
as mais responsivas ao LPS, participando ativamente no processo de doenca em
detrimento das suas propriedades estruturais normais e funcbes, como as
caracteristicas de células semelhantes a osteoblastos (Agarwal et al, 1998).

O melhor entendimento da interacdo 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
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diversas aplicacBes clinicas, incluindo a regeneracdo periodontal. Mais estudos
devem ser realizados para determinar se as PDLSCs alogénicas podem suprimir a
rejeicdo 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 doenca inflamatdria crénica.

Desta forma, a compreensédo da interacdo entre as células progenitoras
gue residem no ligamento periodontal e as toxinas bacterianas e citocinas
inflamatérias torna-se fundamental uma vez que estas células sao a principal fonte

da regeneracéo periodontal.

3. CONCLUSAO

Diante do exposto podemos concluir que a presenca do lipopolissacarideo
bacteriano poderia alterar as propriedades biolégicas das células mesenquimais
indiferenciadas do ligamento periodontal, como a formacdo de nodulos minerais, a
expressdo de citocinas pro-inflamatérias e a expressao de genes relacionados a
diferenciacdo osteogénica. Estas células sdo as responsaveis pela completa
regeneracdo do periodonto independentemente da terapia regenerativa utilizada,
com biomateriais ou moléculas bioativas. Contudo, mais estudos precisam ser
realizados no intuito de verificar se estas alteracfes nas caracteristicas das células
mesenquimais indiferenciadas comprometeriam o seu fendtipo indiferenciado,
resultando em uma pior resposta no processo de regeneracdo, dificultando

resultados satisfatorios e mais previsiveis nas terapias regenerativas.
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