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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do Streptococcus sanguinis, 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema denticola sobre o 
fenótipo e função de células dendríticas (DCs) geradas in vitro a partir de células 
mononucleares sangüíneas periféricas (PBMC) de indivíduos com periodontite 
crônica comparados com indivíduos periodontalmente saudáveis. Sangue foi obtido 
de doadores voluntários sistemicamente saudáveis com diagnóstico de saúde 
periodontal (N=5) ou periodontite crônica (N=5). PBMC foram isoladas e 
diferenciadas em DCs, pulsadas com lisado de S. sanguinis, P. gingivalis, P. 
intermedia ou T. denticola, marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD1a, 
anti-CD14, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD83, anti-CD11c, anti-CCR7, anti-CD123 e 
anti-HLA-DR e analisadas por citometria de fluxo. MDDCs foram co-cultivadas com 
linfócitos T alogenêicos e a proliferação dos linfócitos T foi avaliada. IL-10, IL-12 e 
IFNγ foram quantificadas nos sobrenadantes das MDDCs e dos linfócitos. Teste t 
não-pareado ou Mann-Whitney foi empregado para comparação entre grupos. No 
grupo saudável, S. sanguinis aumentou a diferenciação das DCs, a expressão de IL-
10 pelas MDDCs e a proliferação de linfócitos, mas diminuiu a ativação das MDDCs; 
no grupo periodontite, a diferenciação e expressão de IL-10 foram diminuídas e a 
ativação das MDDCs, proliferação de linfócitos e produção de IFNγ pelos linfócitos 
aumentadas. P. gingivalis teve efeito semelhante ao S. sanguinis na diferenciação e 
expressão de IL-10, além de aumentar a expressão da molécula co-estimuladora 
CD80 no grupo periodontite e diminuir no grupo saudável. P. intermedia teve efeito 
similar à P. gingivalis na expressão da molécula CD80 e teve efeito similar ao S. 
sanguinis quanto a ativação das MDDCs e produção de IFNγ pelos linfócitos. Por 
outro lado, o T. denticola  aumentou a expressão da molécula co-estimuladora CD86 
e ativação no grupo saudável e diminuiu no grupo periodontite, porém não afetou a 
proliferação de linfócitos no grupo saudável e aumentou no grupo periodontite; a 
expressão de IFNγ pelos linfócitos foi aumentada em ambos os grupos. Pode-se 
concluir que o fenótipo induzido nas DCs dos indivíduos saudáveis parece promover 
tolerância, independente da espécie bacteriana, enquanto, nas DCs dos indivíduos 
com periodontite crônica parece promover respostas heterogêneas, o que pode 
explicar, parcialmente, o desenvolvimento e progressão da doença. 



 

 

 

ABSTRACT 
 

The aim of this study was to evaluate the effect of Streptococcus sanguinis, 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia and Treponema denticola on the 
phenotype and function of dendritic cells (DCs) generated in vitro from peripheral 
blood mononuclear cells (PBMC) of the individuals with chronic periodontitis 
compared to individuals with periodontal health. Blood was obtained from 
systemically healthy volunteers with diagnosis of periodontal health (N=5) or chronic 
periodontitis (N=5). PBMC were isolated and differentiated in DCs, pulsed with S. 
sanguinis, P. gingivalis, P. intermedia and T. denticola  lysates, marked with 
monoclonal antibodies anti-CD1a, anti-CD14, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD83, anti-
CD11c, anti-CCR7, anti-CD123 and anti-HLA-DR and analysed by flow cytometry. 
MDDCs were co-cultured with allogeneic T cells and T cell proliferation was 
assessed. IL-10, IL-12 and IFNγ were quantified in MDDCs and T cell supernatants. 
Unpaired t-test or Mann-Whitney test was used to comparisons between groups. In 
healthy group, S. sanguinis increased differentiation of DCs, IL-10 expression by 
MDDCs and lymphocyte proliferation, but decreased MDDCs activation; in 
periodontitis group, the differentiation and IL-10 expression were decreased and 
MDDCs activation, lymphocyte proliferation and IFNγ production by lymphocytes 
were increased. P. gingivalis had a similar effect of S. sanguinis on differentiation and 
IL-10 expression. Moreover, it increased CD80 costimulatory molecule expression in 
periodontitis group and decreased in healthy group. P. intermedia had a similar effect 
of P. gingivalis on CD80 molecule expression and had a similar effect of S. sanguinis 
regarding MDDCs activation and IFNγ production by lymphocytes. On the other 
hand, T. denticola increased CD86 costimulatory molecule expression and MDDCs 
activation in healthy group and decreased in periodontitis group, but it did not affect 
the lymphocyte proliferation in healthy group and increased in periodontitis group; 
IFNγ expression by lymphocytes was increased in both groups. In conclusion, the 
phenotype induced in DCs from healthy individuals seems to promote tolerance, 
independent of bacteria specie, while DCs from chronic periodontitis individuals 
seems to promote heterogeneous responses, which may explain, in parts, disease 
development and progression. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A periodontite crônica é uma doença infecciosa, inflamatória, causada por 

bactérias, que afeta os tecidos de suporte dos dentes (Socransky, 1977) e atinge até 

75% da população no mundo (Brown, Loe, 1993; Albandar et al., 1999; Susin et al., 

2004). Bactérias como Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 

gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Treponema denticola, dentre 

outras, acumuladas no biofilme dental, induzem respostas imunes inespecíficas e 

específicas, responsáveis pela proteção do hospedeiro, mas também pela destruição 

do periodonto (Cutler et al., 1995). A destruição periodontal atribuída à ação 

bacteriana direta é muito pequena, quando comparada à destruição resultante da 

resposta imunoinflamatória (Socransky et al., 1998). Entretanto, os mecanismos 

pelos quais determinados periodontopatógenos induzem um tipo destrutivo de 

resposta imune nas periodontites não são conhecidos (Pulendran et al., 2001). 

Células dendríticas imaturas estão estrategicamente localizadas em 

tecidos que representam rotas de entrada de patógenos (pele e superfície mucosa), 

onde elas monitoram continuamente o ambiente através da internalização de 

partículas e produtos solúveis (Banchereau, Steinman, 1998). A maturação de DCs 

está associada a uma redução de sua capacidade endocítica e fagocítica, aumento 

na produção de citocinas inflamatórias e aquisição da capacidade de migração. Além 

disso, a maturação de DCs também é caracterizada pelo aumento da expressão de 

moléculas de classe II codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade 

(MHC II) e de moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86 e CD40) na superfície 

destas células, que as torna capazes de ativar de forma efetiva linfócitos T naive ou 

de memória (Caux et al., 1994; Banchereau et al., 2000). 
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O envolvimento das DCs na patogênese das doenças periodontais 

inflamatórias é bastante evidente (Gomez et al., 1995; Séguier et al., 2000a; Séguier 

et al., 2000b; Séguier et al., 2000c; Jotwani et al., 2001; Cirrincione et al., 2002; 

Séguier et al., 2003; Aroonrerk et al., 2003; Jotwani, Cutler, 2003; Cury et al., 2008a; 

Cury et al., 2008b). O epitélio gengival parece ser um sítio de tráfego ativo de células 

de Langerhans (CD1a+), enquanto que a lâmina própria, na periodontite crônica, 

contém células dendríticas maduras (CD83+) e DCs dérmicas, além de células 

CD1a+. Sugere-se que as células de Langerhans do epitélio, após exposição aos 

patógenos periodontais, dão origem às DCs maduras. Essa maturação das células 

de Langerhans em DCs maduras parece ocorrer in situ (Cutler et al., 1999), mas 

também é provável que, após o contato com os patógenos periodontais, elas migrem 

para os linfonodos, onde amadurecem. Existe pouquíssima informação, entretanto, 

sobre o papel das células dendríticas na polarização da resposta imunológica em 

indivíduos susceptíveis à periodontite crônica (Jotwani, Cutler, 2003). Indivíduos com 

periodontite crônica apresentam elevados níveis locais de citocinas TH1 e TH2 

(Seymour et al., 1993; Gemmel et al., 2002) e um aumento do número local de 

subpopulações de DCs (Cutler et al., 1999; Jotwani et al., 2001; Cirrincioni et al., 

2002; Mahanonda et al., 2002), células T CD4+ (Seymour et al., 1993; Jotwani et al., 

2001; Cirrincioni et al., 2002; Gemmel et al., 2002) e células B/ plasmócitos 

(Seymour et al., 1993; Cutler et al., 1995). Entretanto, a falta de polarização na 

produção das citocinas em resposta à periodontite crônica pode ser reflexo da 

complexidade da infecção polimicrobiana oral (Podmore et al., 2001) e dos 

diferentes estágios de progressão da doença durante a coleta da amostra de 

citocinas (Gemmel et al., 2002). 



 

 

14

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema denticola 

estão entre os principais patógenos responsáveis pelo aparecimento e 

desenvolvimento da periodontite crônica, enquanto que Streptococcus sanguinis tem 

sido associado com saúde periodontal (Socransky et al., 1998). Sendo assim, nossa 

hipótese é que P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola são capazes de induzir 

alterações fenotípicas e funcionais nas células dendríticas diferentes daquelas 

induzidas por S. sanguinis e que estas diferentes respostas também sejam 

diferentes em indivíduos susceptíveis a periodontite crônica e em indivíduos não-

susceptíveis. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Etiologia da doença periodontal 

A importância da presença da placa bacteriana para o desenvolvimento 

da gengivite foi demonstrada por Löe et al., em 1965, ao realizarem um estudo 

clínico em 12 indivíduos nos qual o acúmulo de placa bacteriana ao longo da 

margem gengival demonstrou íntima relação com a inflamação gengival. A 

suspensão da escovação por 28 dias resultou em rápido acúmulo de placa nos 

dentes. A gengivite se desenvolveu em todos os indivíduos no período de 10 a 21 

dias. O restabelecimento dos procedimentos de higiene oral removeram a placa e 

reverteram a gengivite. Amostras das placas dentárias obtidas durante os 28 dias de 

experimentação revelaram uma colonização inicial por cocos Gram positivos e 

bastonetes, seguida por cocos Gram negativos e bastonetes, então fusobactérias e 

filamentos, e finalmente espirilos e espiroquetas. O aparecimento da gengivite clínica 

foi relacionada à colonização por formas Gram negativas. 

Ao fazer uma revisão de literatura, Socransky (1970), constatou que todas 

as formas de doenças periodontais em humanos são provavelmente de etiologia 

bacteriana, onde mais de um tipo de microrganismo no sulco gengival poderia iniciar 

a destruição periodontal, necessitando, entretanto, como pré-requisito para o início 

da destruição do periodonto a habilidade de se acumularem na placa. Todavia, esse 

mecanismo ainda não estava claro. 

Ainda no mesmo ano, Bahn (1970) atribuiu aos microrganismos da placa 

subgengival o principal fator etiológico da doença periodontal e sua progressão 

poderia ser alterada por algumas situações como: irritantes físicos, trauma oclusal, 
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doenças sistêmicas, defeitos genéticos, alterações hormonais e desordens 

nutricionais que promoveriam a quebra do equilíbrio entre as bactérias e a defesa do 

hospedeiro. 

De acordo com Snyderman (1972), a destruição dos tecidos periodontais 

seria resultante do processo inflamatório em resposta às defesas do hospedeiro, e 

os microrganismos seriam responsáveis por desencadear esse processo, com a 

liberação de seus produtos tóxicos, como as endotoxinas. A interação das 

endotoxinas com o complemento resultaria na liberação de produtos ativos que 

induziriam a permeabilidade vascular, contração da musculatura lisa, degranulação 

dos mastócitos e quimiotaxia dos neutrófilos e macrófagos. A reação inflamatória 

promoveria a liberação de células inflamatórias, produtos intracelulares, tais como 

histamina, heparina e potentes enzimas lisossomais proteolíticas que por sua vez 

mediariam a destruição do periodonto iniciada pelas endotoxinas bacterianas. 

Lindhe et al. (1973), associaram a presença de placa bacteriana e os 

mecanismos de defesa do hospedeiro com a destruição dos tecidos de sustentação 

dos dentes, ao realizarem um estudo em 20 cães da raça Beagle que foram 

alimentados com o mesmo tipo de dieta. Estes foram divididos em dois grupos: 

controle, cujos dentes inferiores esquerdos foram limpos duas vezes ao dia e 

experimental, nos quais os referidos dentes não foram limpos. Os cães foram 

examinados no início e após 7, 14, 21 e 28 dias e 2, 4, 6, 8, 12 e 18 meses. 

Observou-se a rápida formação da placa bacteriana nos dentes do grupo 

experimental, enquanto no grupo controle a presença de placa foi observada 

ocasionalmente. A íntima relação entre o acúmulo de placa bacteriana, exsudato 

gengival e migração de leucócitos creviculares durante as três primeiras semanas 

nos dentes do grupo experimental sugeriu a presença de fatores dentro da placa 
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bacteriana capazes de induzir as alterações inflamatórias. Além disso, nesse grupo, 

observou-se aumento na profundidade de sondagem e reduzida densidade óssea 

em áreas interproximais de alguns dentes após 18 meses. No grupo controle, não se 

observaram significantes alterações no índice gengival, no número de leucócitos 

creviculares, na profundidade de sondagem e nem perda de inserção. 

Slots (1977) demonstrou que a microbiota obtida em lesões de indivíduos 

com periodontite do adulto era diferente da encontrada em sítios sadios e também 

em lesões de indivíduos com periodontite juvenil localizada. 

Para Socransky (1977), existiam evidências suficientes de que as 

bactérias desempenhavam uma função primária na etiologia da doença periodontal; 

entretanto, os microrganismos específicos relacionados com as diferentes formas da 

doença deveriam ser identificados e a microbiota das áreas afetadas controlada, 

eliminando-se as bactérias patogênicas, antes do início da destruição dos tecidos 

periodontais. 

Lindhe et al. (1980), realizaram um estudo em 22 pacientes com idades 

entre 21 e 28 anos, nos quais seis áreas do periodonto foram selecionadas e 

divididas de acordo com os sinais clínicos, para avaliar a microbiota de bolsas 

periodontais e as características histopatológicas dos tecidos vizinhos a áreas 

saudáveis e com doença. Através da análise bacteriológica verificaram que as 

proporções de bactérias nas amostras foram bastante distintas entre as várias 

categorias clínicas, sendo que nas áreas saudáveis haviam poucos microrganismos, 

dos quais cocos e bastonetes predominavam, enquanto que na presença da doença 

avançada, era comum um grande número de espiroquetas. Nos locais com 

gengivite, encontraram-se principalmente cocos, bastonetes, filamentos e fusiformes. 

Observaram um aumento na complexidade da microbiota com o aumento da 



 

 

18

severidade da doença e, através de biópsia, verificaram que a composição celular do 

infiltrado inflamatório do tecido conjuntivo estava de alguma maneira correlacionada 

com a composição da população bacteriana. 

Slots & Genco (1984) ressaltaram a função dos produtos do metabolismo 

de bactérias específicas, e dentre as bactérias periodontopatogênicas, o 

Actinobacillus actinomycetemcomitans e a Bacteroides gingivalis, apresentavam 

mais virulência por estarem associadas às áreas de maior destruição periodontal. 

Também ressaltaram que as bactérias poderiam invadir os tecidos periodontais 

subepiteliais pelo menos nas formas mais severas de periodontite. 

Para Slots & Dahlé (1985), Bacteroides gingivalis, Bacteroides 

intermedius e Actinobacillus actinomycetemcomitans seriam importantes 

periodontopatógenos, sendo que os fatores de virulência dos dois primeiros 

poderiam envolver principalmente enzimas com o potencial de interferir com as 

defesas do hospedeiro e de promover destruição dos tecidos periodontais. O 

Actinobacillus actinomycetemcomitans agiria pela produção de toxinas que atuariam 

contra as células de defesa do hospedeiro, estando mais associado a periodontites 

avançadas em indivíduos jovens. Foi ressaltado que Bacteroides gingivalis e 

Bacteroides intermedius seriam importantes microrganismos envolvidos nos casos 

de periodontite do adulto. 

Segundo Page (1986), a etiologia da doença periodontal crônica depende 

de microrganismos, sendo predominantes nas bolsas periodontais os Gram 

negativos, anaeróbios e móveis, principalmente Bacteroides gingivalis, Bacteroides 

intermedius, Fusobacterium nucleatum e Eikenella corrodens. Além disso, fatores 

ambientais locais deveriam ser levados em consideração na etiologia da doença 
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periodontal, por aumentarem a retenção e acúmulo de placa bacteriana e a resposta 

do hospedeiro frente a esses microrganismos. 

Para Maiden et al. (1990), a destruição periodontal resultaria de um 

desequilíbrio na imunidade e de uma resposta não específica à microbiota desse 

indivíduo. Acreditavam que a etiologia da doença periodontal estaria relacionada 

com uma microbiota específica, porém, ainda não era possível separar as mudanças 

dessa microbiota dentro das causas e efeitos de uma fase particular da doença 

periodontal. Eles também sugeriram que indivíduos com alto risco de desenvolver a 

doença pudessem ser identificados por diferenças na microbiota subgengival quando 

comparados com indivíduos de baixo risco. 

Para Marsh (1991), a formação da placa bacteriana seria um processo 

dinâmico, assim sua deposição, crescimento e remoção seria um processo contínuo 

e sua estrutura seria submetida à constante reorganização. Também salientou que a 

maioria das espécies bacterianas presentes na placa seria facultativa ou aneróbios 

estritos. Uma pobre higiene bucal poderia resultar em acentuado acúmulo de placa 

no sulco gengival, promovendo uma resposta inflamatória do hospedeiro e um 

aumento no fluxo do fluido gengival que contém tanto componentes de defesa do 

hospedeiro como peptídeos, glicoproteínas e proteínas que poderiam servir como 

nutrientes para as bactérias. Esta mudança no padrão de nutrientes poderia 

favorecer o crescimento de microrganismos obrigatoriamente anaeróbios, bactérias 

Gram negativas como, por exemplo, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella e 

Treponemas ssp, que estão relacionados com a doença periodontal. 

Socransky & Haffajee (1992) observaram inúmeros trabalhos na literatura 

relacionando certas bactérias subgengivais com a destruição do periodonto, tais 

como Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella 
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intermedia, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides forsythus, Campylobacter rectus, 

Eikenella corrodens, Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius e 

espiroquetas. Também salientaram que esses microrganismos eram encontrados 

em maior número e freqüência em áreas ativas da doença quando comparados com 

áreas inativas. 

Kojima et al. (1993), avaliaram o papel da Porphyromonas gingivalis na 

patogenia da doença periodontal, através da análise da placa subgengival de quatro 

sítios de todos os dentes remanescentes de 12 pacientes com periodontite do 

adulto. A amostra de placa foi avaliada através do uso de uma sonda de DNA para 

P. gingivalis e a quantidade dessa bactéria foi estatisticamente comparada com a 

profundidade de sondagem e sangramento à sondagem em cada paciente. 

Constatou-se que o patógeno representava 35% de todas as amostras, sendo que 

nos locais com profundidade de sondagem menor que três milímetros a detecção de 

P. gingivalis foi extremamente baixa e quando a profundidade de sondagem foi 

maior que quatro milímetros ou quando havia sangramento durante a sondagem a 

porcentagem de detecção aumentou significantemente. Entretanto, essa bactéria 

fora também detectada em sítios clinicamente saudáveis e não fora detectada em 

sítios doentes em alguns pacientes, indicando que P. gingivalis apresentava um 

papel importante, mas não era o único responsável pela periodontite do adulto. 

Socransky & Haffajee (1994) advogaram que a presença de patógenos 

periodontais seria necessária, mas não o suficiente para que ocorra a doença, pois 

outros fatores como a susceptibilidade do hospedeiro, a interação entre espécies de 

microganismos e o ambiente da bolsa, seriam importantes para facilitar a progressão 

da doença e a expressão de propriedades virulentas das bactérias. 
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Page (1998) salientou a presença do biofilme dentário e da resposta do 

hospedeiro na etiologia das doenças periodontais. As bactérias presentes no 

biofilme e seus produtos iniciariam o processo de destruição de tecidos gengivais e 

do ligamento periodontal e em conseqüência causariam reabsorção do osso 

alveolar. O biofilme conteria numerosos microambientes que variam em pH, tensão 

de oxigênio e disponibilidade de nutrientes específicos e apresentaria resistência às 

respostas do hospedeiro, uma vez que neutrófilos não conseguiriam agir 

efetivamente em um agregado com mais de cinco espécies bacterianas. As 

bactérias se comunicariam umas com as outras e construiriam uma estrutura 

complexa com um sistema circulatório primitivo. O fluido gengival contendo 

complemento e anticorpos, e todos os outros sistemas presentes no sangue para 

prevenir e controlar a infecção, fluiriam através da bolsa periodontal continuamente 

banhando o biofilme. As bactérias seriam em parte protegidas contra a ação de 

antibióticos administrados local e sistemicamente. Leucócitos, especialmente 

neutrófilos, se acumulariam na superfície do biofilme. Mesmo assim, as bactérias 

sobreviveriam e multiplicariam. Bactérias Gram negativas presentes liberariam o 

lipopolissacarídeo (LPS) que ao ganhar acesso ao tecido conjuntivo e vasos 

sangüíneos através do tecido epitelial acentuariam ainda mais o processo 

inflamatório. 

Para Socransky et al. (1999), ao enfatizarem a importância do biofilme 

dentário na etiologia e tratamento das doenças periodontais, o biofilme promoveria 

inúmeras vantagens para a colonização das espécies bacterianas, uma vez que 

nutrientes são encontrados em níveis mais elevados em superfícies do que em 

solução. Os microrganismos que vivem em biofilme seriam mais resistentes a 

antibióticos do que organismos que vivem na forma planctônica (células livres). A 
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presença de canais possibilitaria a passagem de nutrientes e outras substâncias 

para os microrganismos localizados nas camadas mais profundas do biofilme, o que 

possibilitaria sua proliferação nas camadas adjacentes às superfícies sólidas. Além 

disso, a matriz glicoprotéica do biofilme poderia atuar como uma barreira protegendo 

contra a ação de antibióticos. 

A presença de Treponema socranskii, Treponema denticola e 

Porphyromonas gingivalis foi associada com doença periodontal por Takeuchi et al. 

(2001) em um estudo realizado em 123 pacientes, sendo 38 com periodontite 

agressiva, 65 com periodontite crônica e 20 indivíduos saudáveis. Foram avaliadas 

amostras de saliva e da placa subgengival e os microrganismos foram identificados 

pela reação de polimerização em cadeia (PCR, do inglês Polymerase Chain 

Reaction). Parâmetros clínicos foram relacionados com a presença desses 

microrganismos e observou-se que a detecção de T. socranskii foi de 71.1%, 89.2% 

e 30% em amostras de placa subgengival de pacientes com periodontite agressiva, 

pacientes com periodontite crônica e indivíduos saudáveis, respectivamente. O T. 

denticola  foi detectado em 73.7%, 93.8% e 5% das amostras de placa subgengival 

de pacientes com periodontite agressiva, pacientes com periodontite crônica e 

indivíduos saudáveis, respectivamente. A P. gingivalis foi encontrada em 84.2%, 

95.3% e 10% das amostras de placa subgengival de pacientes com periodontite 

agressiva, pacientes com periodontite crônica e indivíduos saudáveis, 

respectivamente. Esses três microrganismos foram detectados freqüentemente em 

sítios com profundidade de sondagem elevada, perda de inserção avançada e 

sangramento a sondagem nos pacientes com periodontite agressiva e naqueles com 

periodontite crônica. O T. denticola  foi freqüentemente detectado com o P. gingivalis 

em amostras de placa subgengival, mostrando alto índice em pacientes com 
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periodontite crônica e periodontite agressiva. Co-infecções de T. denticola/ P. 

gingivalis, T. socranskii/ P. gingivalis, T. socranskii/ T. denticola, foram 

freqüentemente encontradas em bolsas com profundidade de sondagem maior ou 

igual a sete milímetros em pacientes com periodontite agressiva. Também foi 

observado que o T. denticola  e P. gingivalis mostraram uma detecção semelhante 

tanto nas amostras de saliva como nas amostras de placa bacteriana, entretanto, a 

detecção do T. socranskii foi mais baixa nas amostras de saliva do que nas 

amostras de placa subgengival. 

No mesmo ano, Hamlet et al. (2001) mostraram relação entre o A. 

actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia e profundidade de sondagem 

em 504 indivíduos australianos. Os microrganismos foram detectados em amostra 

de placa subgengival através do teste ELISA. O total de 6030 amostras de placa 

subgengival foi analisada, sendo que 40% dos pacientes apresentaram pelo menos 

um dos três microrganismos. O A. actinomycetemcomitans, a P. gingivalis e a P. 

intermedia foram detectados em 23%, 15% e 10% dos pacientes, respectivamente. 

A prevalência de A. actinomycetemcomitans diminuiu com o aumento da 

profundidade de sondagem, embora isso não tenha sido estatisticamente 

significante. A prevalência de P. gingivalis foi fortemente associada a bolsas 

profundas. Não houve diferenças na prevalência da P. intermedia entre sítios com 

baixa profundidade de sondagem e sítios com profundidade de sondagem 

intermediária, sendo que esta bactéria não foi detectada em sítios com profundidade 

de sondagem maior ou igual a cinco milímetros. 

Em 2004, Haffajee et al. realizaram uma investigação para examinar a 

composição da microbiota subgengival de indivíduos com periodontite crônica de 

quatro países. No Brasil, 58 indivíduos foram selecionados através de um exame 
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inicial que incluia a coleta dos seguintes dados: índice de placa, gengivite, 

sangramento à sondagem, supuração, profundidade de sondagem e nível de 

inserção em seis sítios por dente. As amostras de biofilme subgengival foram 

coletadas da superfície mesial de cada dente e analisadas quanto a presença de 40 

espécies bacterianas através da técnica checkerboard DNA-DNA hibridização. P. 

gingivalis compreendeu 7.5% da microbiota dos brasileiros, enquanto T. denticola  e 

P. intermedia compreenderam 6.7% e 6.5%, respectivamente. 

 

2.1.1 Patógenos periodontais 

2.1.1.1 Streptococcus sanguinis 

O grupo heterogêneo de estreptococos orais que inclui o Streptococcus 

sanguinis pertence à população indígena da microbiota. S. sanguinis é reconhecido 

não apenas por sua associação com a endocardite bacteriana mas também por seu 

papel putativo antagonista na cárie dentária e doença periodontal (Caufield et al., 

2000). Isolados dessa espécie são cocos Gram positivos e facultativos, presentes 

em altas proporções na placa supragengival de indivíduos com periodonto saudável, 

sendo assim associados à saúde periodontal (Socransky, Haffajee, 2005). 

Pertencem ao complexo amarelo na classificação do ecossistema subgengival 

(Socransky et al., 1998). 

 

2.1.1.2 Porphyromonas gingivalis 

Isolados dessa espécie são bacilos anaeróbios, não-móveis, 

assacarolíticos, Gram negativos, que geralmente exibem morfologia de cocos ou 

bastonetes pequenos. O P. gingivalis é um membro do grupo muito investigado 
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“Bacteroides produtores de pigmentos negros”. Os microrganismos desse grupo 

formam colônias de pigmento castanho a negro em placas de agar sangue (Haffajee, 

Socransky, 1994). Pertencem ao complexo vermelho na classificação do 

ecossistema subgengival (Socransky et al., 1998). 

O interesse inicial no P. gingivalis surgiu primeiramente devido ao papel 

essencial dessas espécies em certas infecções mistas experimentais e pela sua 

produção de uma diversidade de fatores de virulência. Membros dessa espécie 

produzem colagenase, uma série de proteases (incluindo aquelas capazes de 

destruir imunoglobulinas), hemolisinas, endotoxinas, ácidos graxos, NH3, H2S, indol, 

etc (Haffajee, Socransky, 1994). 

Estudos iniciados no final da década de 1970 até a data atual enfatizaram 

a associação do P. gingivalis com a doença e demonstraram que a espécie era 

incomum ou estava presente em números mínimos na saúde ou na gengivite, sendo 

mais freqüentemente encontrada nas formas destrutivas da doença. Essa espécie 

também tem se mostrado presente em números elevados e/ou freqüência de 

detecção em sítios de deterioração periodontal ou em indivíduos exibindo 

progressão da doença periodontal. A espécie apresenta-se diminuída em sítios 

tratados mas é comumente encontrada em sítios que exibem doença recorrente ou 

persistência de bolsas periodontais profundas após terapia. O P. gingivalis tem sido 

associado a um risco aumentado de gravidade e progressão da doença periodontal 

(Haffajee, Socransky, 1994). 

O P. gingivalis tem se mostrado capaz de induzir elevadas respostas 

imunes sistêmicas e locais em indivíduos com variadas formas de periodontite. De 

fato, existe um esforço reconhecidamente intenso em muitos laboratórios nos últimos 

anos não somente para comparar o nível das respostas imunes em indivíduos com e 
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sem doença mas para examinar a avidez relativa dos anticorpos, a subclasse dos 

anticorpos, o efeito do tratamento e a natureza dos antígenos que causam as 

respostas elevadas. Devem-se ressaltar nesse sentido as observações de Ogawa et 

al. (1989), as quais indicam uma média de aproximadamente 5% de plasmócitos em 

lesões de periodontite avançada formando anticorpos contra as fímbrias do P. 

gingivalis. O consenso entre os estudos de anticorpos é que muitos, mas não todos, 

os indivíduos que já sofreram perda de inserção periodontal exibem níveis elevados 

de anticorpos para antígenos de P. gingivalis, sugerindo que essa espécie ganhou 

acesso aos tecidos subjacentes e pode ter iniciado ou contribuído para a patologia 

observada. 

 

2.1.1.3 Prevotella intermedia 

O P. intermedia é o segundo Bacteroides que se pigmenta de negro a 

atrair considerável interesse. Os níveis desse bastonete arredondado, anaeróbio, 

Gram negativo têm demonstrado ser particularmente elevados na gengivite 

ulcerativa necrosante, em certas formas de periodontite e em sítios progressivos de 

periodontites crônicas, e tem sido detectado por métodos imunohistológicos nos 

espaços intercelulares de biópsias de bolsas periodontais de indivíduos com 

periodontite de progressão rápida (Haffajee, Socransky, 1994). Pertencem ao 

complexo laranja na classificação do ecossistema subgengival (Socransky et al., 

1998). 

Essa espécie parece apresentar diversas propriedades virulentas  

exibidas pelo P. gingivalis. Mostrou-se capaz de invadir células epiteliais orais in vitro 
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e foram observados elevados níveis de anticorpos séricos em alguns, mas não em 

todos os indivíduos com periodontite refratária (Haffajee, Socransky, 1994). 

 

2.1.1.4 Treponema denticola 

O T. denticola  é uma espiroqueta altamente móvel, Gram negativa, 

anaeróbia, helicoidal e é encontrada com maior freqüência em sítios com doença 

periodontal que em sítios saudáveis, e na placa subgengival do que supragengival. 

Estudos por cultura sugeriram que o T. denticola e um “grande treponema” foram 

encontrados mais freqüentemente em pacientes com periodontite severa do que em 

sítios saudáveis ou com gengivite (Haffajee, Socransky, 1994). Pertencem ao 

complexo vermelho na classificação do ecossistema subgengival (Socransky et al., 

1998). 

 

2.2 Células dendríticas 

As células dendríticas são células apresentadoras de antígenos com a 

habilidade única de induzir a resposta imune primária. As DCs capturam e 

transferem informação do ambiente externo para as células do sistema imune 

adaptativo. DCs não são necessárias apenas para a indução da resposta imune 

primária, mas também podem ser importantes para a indução da tolerância 

imunológica, tanto quanto para a regulação do tipo de resposta imune mediada por 

células T (Banchereau et al., 2000). Embora o entendimento sobre a biologia das 

células dendríticas ainda esteja na sua infância, já iniciaram-se as aplicações de 

protocolos de imunoterapia com DCs para obter-se imunidade contra câncer 

(Barbuto et al., 2004) e doenças infecciosas. 
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As primeiras DCs foram observadas por Paul Langerhans em 1868 na 

camada basal da epiderme (Ueno et al., 2007). Estas “Células de Langerhans” 

apresentavam uma morfologia “dendrítica” com longos e ramificados 

prolongamentos interpostos entre as células epiteliais. Esta morfologia peculiar levou 

Paul Langerhans a considerar esse tipo celular como um neurônio.  

A caracterização das células dendríticas iniciou-se em 1973, quando 

Steinman & Cohn identificaram um novo tipo celular nas populações de células 

aderentes preparadas de órgãos linfóides periféricos de camundongos. Embora 

presentes em pequeno número (0.1 a 1.6% do total de células nucleadas), essas 

células apresentavam características morfológicas e funcionais que as diferenciavam 

das outras células presentes nesses órgãos: um grande núcleo, refratário, 

deformado e contendo pequenos nucléolos (normalmente dois). O abundante 

citoplasma estava arranjado em processos que variavam no tamanho e largura e 

continham grandes mitocôndrias. O termo “célula dendrítica” foi proposto para esse 

novo tipo celular. 

A primeira descrição das propriedades funcionais das células dendríticas 

foi feita por Steiman et al. (1979). Os autores demonstraram que a capacidade de 

células esplênicas induzirem a proliferação de linfócitos alogenêicos em uma cultura 

leucocitária mista era dada principalmente pelas DCs contidas nesse órgão. Além 

disso, foi demonstrado que células dendríticas purificadas eram capazes de, 

sozinhas, estimular a proliferação de células T alogenêicas de maneira muito mais 

potente do que outras populações celulares presentes no baço. 
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2.2.1 Origem e heterogeneidade das subpopulações de células dendríticas 

A literatura acerca das DCs sugere que esta população parece estar 

dividida em diferentes subpopulações, tanto em humanos quanto em camundongos 

(Ardavín et al., 2001; Shortman, Liu, 2002). A distinção entre as diferentes 

subpopulações de DCs é mais evidente em camundongos do que em humanos, 

devido à acessibilidade aos diferentes tecidos. Entretanto, devido ao fato do 

presente estudo investigar as DCs humanas, foi limitada uma descrição mais 

detalhada dessas células em humanos. 

A heterogeneidade das DCs nos humanos é refletida em quatro níveis. (a) 

Populações precursoras. Pelo menos dois subtipos de precursores de DCs circulam 

no sangue: monócitos CD14+ CD11c+ e os precursores linhagem negativa (LINneg) 

CD11c- IL-3Rα+. (b) Localização anatômica. O nível de heterogeneidade refletido 

pela localização anatômica inclui células de Langerhans da epiderme, DCs dérmicas 

(intersticiais), DCs esplênicas marginais, células interdigitantes das regiões de 

células T, DCs centro-germinais, DCs tímicas, DCs do fígado, e DCs sangüíneas. (c) 

Função. Ambas DCs murinas e humanas exercem funções diferentes, 

particularmente na regulação da proliferação de células B e diferenciação de células 

T nos tipos 1 e 2. (d) Resultado final da resposta imune. Refere-se à indução de 

tolerância ou imunidade (Banchereau et al., 2000). 

No entanto, a maioria dos estudos a respeito de subpopulações de DCs e 

sua origem não vêm do isolamento direto dos tecidos, mas sim do desenvolvimento 

de precursores em cultura. Monócitos do sangue periférico, bem como precursores 

hematopoiéticos CD34+ são dois tipos celulares que, recebendo estímulos 

apropriados, podem se diferenciar in vitro em DCs. Há indícios de que in vivo, no 

tecido, os monócitos, recém egressos do sangue, também tenham o potencial de se 
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diferenciar tanto em macrófagos quanto em DCs, dependendo dos fatores 

encontrados no ambiente durante sua migração do sangue para os tecidos 

periféricos (Sallusto, Lanzavecchia, 1994).  

Em 1996, Caux et al. demonstraram que células dendríticas podiam ser 

geradas a partir de precursores mielóides humanos CD34+ cultivados em presença 

do fator estimulante de colônias de macrófagos e granulócitos (GM-CSF) e do fator 

de necrose tumoral-alfa (TNF-α) por 12 dias. Dois subtipos de DCs foram 

observados: as células de Langerhans, caracterizadas pela expressão de CD1a, 

Lag, grânulos de Birbeck e E-caderina; e as DCs CD14-derivadas, caracterizadas 

pela expressão de CD1a, CD2, CD9, CD68 e fator XIIIa. 

No mesmo ano, Zhou & Tedder (1996) relataram a obtenção de DCs 

através do cultivo de monócitos sangüíneos (CD14+ CD1a-) em meio contendo GM-

CSF, IL-4 e TNF-α por 7 dias. Os monócitos diferenciaram-se em DCs CD1a+ 

CD83+. Essas células apresentaram todas as características fenotípicas e 

morfológicas de DCs maduras. A adição de TNF-α ao meio de cultura aumentou a 

capacidade das células dendríticas em estimular linfócitos T naive alogenêicos e 

diminuiu a capacidade de processamento do antígeno. 

Ainda em 1996, Romani et al. reportaram um método de obtenção de DCs 

através do cultivo de precursores hematopoiéticos CD34- em meio contendo GM-

CSF e IL-4 por 7 dias. Entretanto, as células geradas foram caracterizadas como 

DCs maduras instáveis, pois perdiam suas características morfológicas e de não-

aderência quando as citocinas eram removidas. Para a completa maturação e 

estabilidade das DCs, os autores relataram a necessidade de mais 3 dias de cultura 

na presença de um meio condicionado com fatores de maturação. Com o método 
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apresentado, 40 mL de sangue renderam 0.8-3.3 x 106 DCs maduras, definidas pela 

expressão da molécula CD83. 

Em 1998, Palucka et al. advogaram que os monócitos sangüíneos 

possuíam um duplo potencial de diferenciação dependente das citocinas presentes 

no meio. Assim, PBMC enriquecido de monócitos (> 80% CD14+ CD68+ MPOlow) 

cultivado com M-CSF ou GM-CSF/IL-4 diferenciaram-se em macrófagos (CD14high 

CD1a- CD68+ MPO-) ou MDDCs (do inglês, Monocyte-derived Dendritic Cells) 

(CD14low/- CD1ahigh CD68+ MPO-), respectivamente.  

Uma outra via de desenvolvimento a partir de monócitos resulta na 

geração das chamadas células dendríticas plasmocitóides. Em 1997, Grouard et al. 

demonstraram que células CD4+ CD11c- CD3- correspondiam às células T 

plasmocitóides e, em cultura, entravam rapidamente em apoptose na ausência de IL-

3. A adição do CD40-ligante induzia a diferenciação dessas células em DCs que 

expressavam baixos níveis dos antígenos mielóides CD13 e CD33. 

No mesmo ano, Olweus et al. (1997) identificaram nas áreas de células T 

dos órgãos linfóides humanos, um subtipo de DCs não ativadas e pertencentes a 

uma linhagem separada que pôde ser definida pelos altos níveis da cadeia alfa do 

receptor de IL-3 (IL-3Rαhigh). Mostraram também que seus progenitores eram 

mielóides (CD34+ IL-3Rαhigh) e distintos dos que originavam as células de 

Langerhans in vitro. Além disso, os autores relataram que as DCs IL-3Rαhigh 

pareciam migrar para os órgãos linfóides independente de estímulos inflamatórios ou 

invasão de antígenos. 

Finalmente, um outro subtipo de DC pode ser gerado em cultura pela 

adição do fator de crescimento transformador (TGF)-β ou da IL-15 juntamente com o 
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GM-CSF aos monócitos, o que induz a diferenciação dos mesmos em células de 

Langerhans (Geissmann et al., 1998). Essas células são caracterizadas pela 

expressão de CD1a e uma lectina conhecida como langerina em sua superfície, 

além de possuírem em seu interior, elementos elétron-densos denominados 

grânulos de Birbeck. 

 

2.2.2 Captura de antígenos pelas células dendríticas 

As DCs estão presentes na maioria dos tecidos em fase de diferenciação 

chamada “imatura”. As DCs imaturas (do inglês immature DCs - imDCs) são 

caracterizadas por intensa atividade endocítica e podem capturar vários tipos de 

antígenos como: patógenos, células infectadas, células mortas e seus produtos. As 

imDCs poderiam ter uma função de tolerância periférica de células CD4+ e CD8+, 

induzindo a deleção, a anergia ou a regulação de determinados clones. As imDCs 

também capturam antígenos continuadamente e migram para os linfonodos 

participando na apresentação aos linfócitos T, apesar das imDCs expressarem 

baixos níveis de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e 

de moléculas co-estimulatórias (Steinman, Nussenzweig, 2002). 

Uma vez endocitados, antígenos se ligam às moléculas de MHC, levando 

ao início do processo de maturação das DCs, transformando-as assim em células 

próprias para apresentação dos antígenos fagocitados às células T. Essas 

características associadas à sua localização em todo organismo e em tecidos 

periféricos fazem das DCs as células sentinelas que monitoram o ambiente à 

procura de patógenos invasores (Cella et al., 1997). 
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A captura de antígenos pelas DCs ocorre por diferentes vias: fagocitose, 

macropinocitose e endocitose via receptores de superfície. As DCs seqüestram em 

geral partículas e microrganismos, porém os últimos também podem ser capturados 

por endocitose via receptores (Banchereau, Steinman, 1998). 

As células dendríticas podem diferenciar patógenos através do 

reconhecimento de seus padrões moleculares. Dentre vários receptores de 

reconhecimento destacam-se os receptores do tipo Toll (do inglês Toll-like receptors 

- TLRs). Esses receptores possuem função primordial de reconhecer os padrões 

moleculares e quando ativados, desencadeiam as vias de sinalização intracelular 

que auxiliam na resposta a ser seguida mediante ao microrganismo reconhecido. 

Foram descritas as expressões de TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 e TLR9 

em DCs (van Kooyk, Geijtenbeek, 2003). Dentre outras moléculas, esses receptores 

reconhecem lipoproteínas de procariotos, glicolipídeos, flagelina, CpG DNA e 

lipopolissacarídeos (Janeway Junior, Medzhitov, 2002). 

As lecitinas do tipo C também são encontradas nas DCs, como a 

langerina (CD207), o receptor de manose (CD206), o receptor de manose para 

macrófago DEC-205 (CD205) e o receptor DC-SIGN. Esses receptores reconhecem 

carboidratos na superfície dos patógenos e também medeiam a endocitose 

(Engering et al., 2002). 

Os antígenos capturados devem entrar nas vias exógenas ou endógenas 

de processamento e apresentação através de moléculas de MHC. A apresentação 

pela via exógena é realizada pelas moléculas MHC tipo II. O produto da endocitose é 

alojado em endossomos e é parcialmente hidrolisado até a fusão com vesículas 

ricas em moléculas de MHC tipo II chamadas MIIC. Esses endossomos especiais 

possuem além das moléculas de MHC tipo II, uma série de proteases de cisteína e 
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hidrolases que fragmentam os antígenos para apresentação. O pH levemente ácido 

do endossomo auxilia no desacoplamento das moléculas antigênicas de seus 

receptores endocíticos, sendo estes reciclados posteriormente para a membrana 

plasmática. Fragmentados, os antígenos se ligam às moléculas MHC, são 

exocitados e expressos na membrana plasmática para reconhecimento pelas células 

T CD4+ (Lipscomb, Masten, 2002). 

 

2.2.3 Maturação e migração das células dendríticas 

Sendo realizada a função de captura e patrulhamento dos tecidos do 

corpo, ou seja, uma vez reconhecido o “perigo”, as DCs devem apresentar os 

antígenos para as células T e B objetivando iniciar as respostas celulares e 

humorais. Primeiramente é necessário que ocorra um fenômeno identificado por 

maturação. As imDCs apresentam baixa expressão de moléculas do MHC II e das 

moléculas co-estimuladoras como CD80, CD86 e CD40. Quando neste estado de 

ativação, as DCs são pobres estimuladoras de respostas de células T. Quando 

componentes derivados de patógenos ou sinais inflamatórios estão presentes, as 

células dendríticas sofrem mudanças funcionais e fenotípicas. As DCs são então 

ditas células dendríticas maduras e tornam-se capazes de estimular respostas de 

células T (Guermonprez et al., 2002). Quando maduras as DCs diminuem sua 

capacidade de capturar antígenos e migram para os linfonodos. Durante o processo 

de maturação a expressão do receptor de quimiocina CCR6 diminui, ao passo que a 

expressão do receptor CCR7 aumenta. A quimiocina MIP-3β, ligando-se ao CCR7, 

guia a migração das DCs maduras para os linfonodos e sua fixação nas áreas de 

células T (Dieu et al., 1998). Dessa forma, o processo de maturação das células 

dendríticas integra-se ao processo de migração das mesmas em direção às áreas T 



 

 

35

dos linfonodos, fazendo com que a probabilidade do encontro com um linfócito T 

antígeno-específico aumente. 

A expressão relativa das moléculas CD80 e CD86 nas células dendríticas 

determinam o tipo de resposta (TH1 ou TH2, respectivamente), visto que CD80 e 

CD86 não transmitem sinais co-estimuladores idênticos. CD86 preferencialmente co-

estimula a produção inicial da citocina-TH2 IL-4. A interação com CD28 instrui células 

T naive a produzir elevados níveis de citocinas TH2. Na maioria das APCs, CD86 é 

expressa constitutivamente em baixos níveis e é rapidamente elevada, enquanto a 

expressão de CD80 é induzida tardiamente após a ativação, implicando na maior 

importância da molécula CD86 como fator co-estimulador para a iniciação da 

resposta imune (Cutler, Jotwani, 2004). 

 

2.2.4 Células dendríticas e patógenos 

As células dendríticas atuam como sentinelas identificando o perigo 

representado tanto por um dano tecidual quanto por uma invasão microbiana. 

Produtos microbianos como o LPS ou CpG DNA podem ativar os mecanismos da 

resposta imune inata, incluindo DCs, gerando respostas benéficas para o 

hospedeiro.  

O lipopolissacarídeo da parede celular das bactérias Gram negativas é a 

principal molécula reconhecida pelo sistema imune inato. O LPS atua por meio do 

TLR4 associado ao CD14, os quais ativam o fator de transcrição NFκB. Sinalização 

por essa via induz a expressão de moléculas co-estimuladoras e citocinas, tais como 

TNF-α e IL-1, que estimulam a migração de células dendríticas tissulares. 
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Após a exposição ao LPS ou outros produtos bacterianos, in vitro ou in 

vivo, as DCs tornam-se ativadas e iniciam o processo de maturação. In vitro, a 

maturação das DCs envolve duas rotas de sinalização: a) ERK quinase, que permite 

a sobrevivência da célula dendrítica, e b) NFκB, que permite a maturação 

caracterizada pelo aumento da expressão de moléculas co-estimuladoras e 

moléculas MHC II, reação a quimiocinas e migração. Esses processos coordenados 

induzem tanto uma alta capacidade de estimular células T quanto produzir IL-12, 

resultando no desenvolvimento da resposta imune protetora (Rescigno et al., 1998). 

Entretanto, alguns patógenos têm desenvolvido múltiplas estratégias para 

escapar ou resistir à resposta imune alterando algumas etapas da resposta, 

incluindo a inibição da maturação e função das células dendríticas, interferência no 

processamento/apresentação através do MHC II, e hiperativação das células T 

(superantígenos bacterianos) como exemplos. 

Stenger et al., em 1998, demonstraram que a diminuição da expressão de 

CD1 em APCs CD1+ apenas ocorreu em células infectadas com Mycobacterium 

tuberculosis viva. A bactéria morta pelo calor não afetou a expressão de CD1, 

indicando que a regulação da expressão dessa proteína depende de interações 

específicas entre a M. Tuberculosis viva e a maquinaria da célula hospedeira. 

Em 1999, van Overtvelt et al. relataram que o protozoário Trypanosoma 

cruzi foi capaz de invadir MDDCs e se multiplicar intracelularmente. 

Interessantemente, essa infecção gerou conseqüências na maturação das DCs 

induzida por LPS. Primeiro, após a infecção com o T. cruzi, a síntese basal de IL-12 

e TNF-α foi prejudicada. Segundo, tanto a secreção das citocinas IL-12, TNF-α e IL-

6, que normalmente apresentava-se elevada nas células dendríticas estimuladas 

com LPS, como a expressão das moléculas HLA-DR e CD40 foram 
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significantemente reduzidas após a infecção com o parasita. Os autores também 

observaram que o meio onde o T. cruzi estava condicionado causou os mesmos 

efeitos nas MDDCs, indicando que os efeitos inibitórios foram mediados por fatores 

solúveis produzidos pelo T. cruzi. 

Corinti et al. (1999) relataram que DCs incubadas por 18 horas com 

Streptococcus gordonii apresentaram aumento na expressão de MHC II e das 

moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86. Além disso, CD40 e CD83 foram ambos 

super-regulados. Em contraste, a expressão de CD1a foi diminuída. Os efeitos do S. 

gordonii nas células dendríticas foram estritamente dose-dependentes e também 

puderam ser detectados quando bactéria morta pelo calor e LTA foram utilizados. S. 

gordonii e LTA também induziram a secreção de IL-10 e promoveram a produção 

substancial de IL-12. Em paralelo, S. gordonii aumentou consideravelmente a 

capacidade das DCs em ativar linfócitos T alogenêicos. 

 

2.2.5 Ativação de células T 

Alguns estudos propõem que as distintas subpopulações, tanto as 

isoladas de tecidos quanto as diferenciadas in vitro, ativariam respostas diferentes. 

Inaba et al. (1983) demonstraram que a capacidade dos linfócitos B 

produzirem anticorpo anti-hemácias de carneiro, in vitro, era dependente da 

presença de células dendríticas na cultura. Linfócitos B cultivados em condições em 

que apenas linfócitos T e hemácias de carneiro estavam presentes não eram 

capazes de produzir anticorpos contra as hemácias. No entanto, a adição de 

números crescentes de células dendríticas às culturas restabeleceu a capacidade de 

produção de anticorpos pelos linfócitos B. 
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O mesmo grupo demonstrou posteriormente (Inaba et al., 1984) que as 

células dendríticas formavam aglomerados com linfócitos T naive e que a formação 

destes aglomerados estava ligada à capacidade única das DCs em estimular estes 

linfócitos. 

Outros trabalhos envolvendo a capacidade das DCs em gerar respostas 

imunes efetivas foram realizados utilizando-se linfócitos T CD8 como células 

respondedoras. Inaba et al. (1987), utilizando como modelo experimental culturas 

leucocitárias mistas realizadas com subpopulações específicas de linfócitos T, 

demonstraram que DCs são capazes de formar aglomerados com linfócitos T CD8 

de maneira semelhante aos formados entre DCs e os linfócitos T CD4. Os autores 

demonstraram também que os linfócitos T CD8 podiam ser ativados pelas DCs na 

ausência de ajuda provida pelos linfócitos T CD4. 

A capacidade das DCs produzirem citocinas é um fator importante para 

sua habilidade ímpar de induzir a geração de imunidade adaptativa. As citocinas 

produzidas pelas DCs tornam-se parte do microambiente em que a resposta imune 

se desenvolve e podem alterá-la significativamente, sendo inclusive classificada por 

alguns autores como o “terceiro sinal” capaz de guiar o desenvolvimento das 

propriedades efetoras dos linfócitos T naive (Reis, 2006). 

O tipo de citocina produzida inicialmente na resposta imune parece ser a 

chave para se determinar qual resposta imune, TH1 ou TH2, será gerada. As células 

dendríticas possuem um importante papel na determinação do tipo de resposta 

imune uma vez que, através da produção de IL-12 pode-se preferencialmente 

direcionar o desenvolvimento de células TH1 in vitro e in vivo (Pulendran et al., 

1999), ao passo que a ausência de produção pelas DCs de IL-12, na presença de IL-

4 e/ ou IL-13 favoreceria uma resposta predominantemente mediada por linfócitos do 
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tipo TH2. Em contrapartida, a produção de IL-10 pelas DCs pode favorecer o 

surgimento de linfócitos T reguladores (Treg), caracterizados pelo fator de transcrição 

Foxp3 e pela produção de citocinas imunossupressoras como TGF-β e IL-10. 

Algumas características das células Treg as diferenciam das demais 

células T como, por exemplo, a baixa capacidade de proliferação frente a estímulos 

in vitro e a capacidade de suprimir respostas efetoras das células T CD4+ e T CD8+ 

(Suri-payer et al., 1998) através do contato celular. 

O’Garra, ao fazer uma revisão da literatura em 1998, constatou que, 

embora citocinas específicas como IL-12, IFNγ ou IL-4 sem dúvida polarizam as 

respostas TH1 e TH2, outros estudos propuseram que as fortes interações mediadas 

pelos receptores de células T (TCR) e complexo MHC:peptídeo, a dose e/ou a 

natureza dos antígenos, a rota de entrada dos antígenos/microrganismos, tanto 

quanto o perfil genético do hospedeiro, também podem afetar diretamente o 

desenvolvimento dos subtipos de células T CD4+ a partir dos precursores naive. 

Além disso, a autora comentou que células Treg podem, através da produção de 

TGF-β, inibir o desenvolvimento das respostas TH1 e TH2. 

Kalinski et al., em 1999, mostraram que fatores como IL-10, TGF-β e 

PGE2, podiam estimular DCs mielóides imaturas (CD1a+ CD83+) a induzir uma 

diferenciação TH2. 

No mesmo ano, Rissoan et al. (1999) mostraram que as DCs mielóides 

induziram uma produção de citocinas inflamatórias (TH1) e as DCs plasmocitóides 

promoveram uma resposta TH2, in vitro. 

Em 2000, Tanaka et al. mostraram que, em cultura, MDDCs são capazes 

de direcionar a diferenciação TH2 de células T naive humanas quando existe uma 
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baixa proporção entre DCs e células T (1:300) durante reações leucocitárias mistas 

primárias, demonstrando que o direcionamento para uma resposta TH2 não é 

exclusivo das DCs plasmocitóides. Quando a proporção é alta (1:4), uma resposta 

mista TH1/ TH2 é favorecida. 

Alguns estudos alertam para a importância da cinética para o 

desenvolvimento de DCs e mostram que células dendríticas recém ativadas 

produzem grandes quantidades de IL-12, mas perdem esta capacidade após um 

período de ativação e induzem uma resposta TH2 (Kalinski et al., 1999). 

De acordo com Maldonado-Lopez (1999), a produção de IL-12 pelas 

células dendríticas requer a ativação primária dessas células e a quantidade de IL-

12 depende do modo de ativação. 

Células dendríticas capazes de produzir altas quantidades de IL-10 

podem induzir a geração de linfócitos T produtores de IL-10 e com propriedades 

supressoras (Wakkach et al., 2003; Svensson et al., 2004). 

Cong et al. (2005) demonstraram que células dendríticas impedidas de 

maturar-se são capazes de gerar células T reguladoras. No modelo apresentado, a 

geração de células Treg é dependente da IL-10 produzida pelas DCs, porém seus 

efeitos supressores são dependentes de contato e independentes de IL-10 e TGF-β. 

Spörri & Reis (2005) demonstraram, de maneira muito elegante, que 

células dendríticas caracterizadas fenotipicamente como maduras, mas que não 

produzem IL-12, são capazes de induzir a proliferação de linfócitos T naive. Porém, 

os linfócitos estimulados são incapazes de realizar suas funções efetoras. 

Considerando a importância dos padrões de citocinas produzidos frente a 

um estímulo na definição do padrão de resposta imune, e muitas vezes na indução e 



 

 

41

manutenção de estados patológicos, estudos que abordem o papel das células 

dendríticas neste contexto são de potencial relevância clínica. Uma das situações 

nas quais este padrão de produção de citocinas parece ser muito significante é a 

doença periodontal. 

Apesar de intrinsecamente relacionadas com a geração de respostas 

imunes adaptativas, as células dendríticas possuem também um papel essencial na 

indução e manutenção de tolerância. 

A presença de células dendríticas com capacidade de apresentação de 

antígeno no timo, observada em 1986 por Kyewski et al., sugeriu o envolvimento 

destas células nos processos de seleção dos linfócitos T. 

Posteriormente, demonstrou-se que a expressão de antígenos 

especificamente por DCs no timo, era capaz de induzir a seleção negativa de 

timócitos em desenvolvimento (Brocker et al., 1997). 

O papel das células dendríticas na indução de células T com capacidade 

supressora e seu papel na manutenção da tolerância periférica têm sido mostrada 

em diferentes modelos experimentais, tanto in vitro quanto in vivo. Células 

dendríticas tratadas com IL-10 perdem a capacidade de maturação e são capazes 

de induzir anergia em linfócitos T CD4 aloespecíficos (Steinbrink et al., 1997). 

Inaba et al. (1998) descreveram como as DCs processam fragmentos 

celulares fagocitados resultando em produtos do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe II com uma eficácia extraordinária. Porém, relataram 

que a ausência de estímulos para a maturação das células dendríticas induz 

tolerância periférica das células T. 
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Jonuleit et al. (2000) demonstraram que a estimulação repetida de 

linfócitos T com DCs alogenêicas imaturas pode induzir a geração de linfócitos T 

com propriedades reguladoras, secretores de IL-10 e com baixa capacidade 

proliferativa. 

Hawiger et al. (2001), com a intenção de examinar a função das DCs no 

estágio estacionário in vivo, desenvolveram in situ um peptídeo acoplado a um 

anticorpo dirigido contra a proteína de membrana DEC-205 das DCs. Um peptídeo 

livre associado a CFA (adjuvante completo de Freund) serviu como parâmetro de 

comparação. Os resultados mostraram que o DEC-205 aumentou a eficiência das 

DCs em induzir a ativação e divisão das células T em pelo menos 100-1000 vezes 

em relação ao adjuvante. Entretanto, as células T ativadas não foram polarizadas a 

produzir IFNγ e a ativação da resposta não foi mantida. Após sete dias, o número de 

células T antígeno-específicas foi severamente reduzido e as células T residuais 

tornaram-se indiferentes ao desafio sistêmico com peptídeo associado a CFA. A 

coinjeção de DCs associadas ao peptídeo acoplado ao anticorpo e anti-CD40 alterou 

o estado de tolerância para uma prolongada ativação das células T e imunidade. Os 

autores concluíram que a ausência de estímulo adicional nas DCs induziu uma 

ativação transitória das células T antígeno-específicas seguida de uma deleção das 

células T e ausência de resposta. 

Recentemente, foi demonstrado, de maneira surpreendente, que DCs 

presentes na periferia podem migrar para o timo e induzir a deleção de clones de 

linfócitos T em desenvolvimento reativos ao antígeno apresentado por essas DCs 

(Bonasio et al., 2006). 
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Os estudos citados acima demonstram que as DCs podem estar 

envolvidas na regulação da resposta imune alterando o comportamento das células 

T, seja deletando-as, tornando-as anérgicas ou grandes produtoras de IL-10. 

 

2.3 Células dendríticas e periodontite 

Existe evidência que a proteção contra parasitas ou doenças infecciosas 

relaciona-se com o caráter da resposta imune, por exemplo, o balanço entre as 

respostas do tipo TH1/TH2. Em particular, células TH1 são importantes efetores 

envolvidos na erradicação de patógenos infecciosos intracelulares, enquanto 

linfócitos TH2 são eficientes em eliminar parasitas extracelulares. Relevantemente, o 

desenvolvimento de um inapropriado subtipo TH não apenas falha em erradicar o 

patógeno mas pode causar uma imunopatologia (Maldonado-Lopez et al., 1999). 

Ao fazer uma revisão de literatura em 1987, Seymour constatou que 

qualquer defeito ou desequilíbrio na resposta do hospedeiro frente à bactérias 

periodontopatogênicas poderia resultar em destruição tecidual como a observada na 

doença periodontal inflamatória crônica. 

Em 2000, Séguier et al. demonstraram uma diminuição da quantidade de 

células de Langerhans CD1a+ de acordo com a severidade da doença periodontal 

estimada pelo número de linfócitos intraepiteliais e pela fração de área ocupada 

pelas fibras colágenas em biópsias gengivais. 

A mesma equipe de pesquisadores (Séguier et al., 2000) publicaram em 

seguida um trabalho evidenciando importantes variações morfológicas nas células 

de Langerhans CD1a+ de acordo com a localização no epitélio e severidade da 

doença periodontal. 
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Os trabalhos citados acima associaram a resposta imune específica com 

a destruição periodontal mais severa. Entretanto, não se sabe exatamente o que 

dirige a resposta periodontal para esse padrão mais destrutivo.  

As citocinas produzidas localmente no periodonto são consideradas 

fatores-chave na regulação da destruição periodontal. Em uma recente revisão da 

literatura, Gemmel et al. (2007) constataram que a maioria dos estudos concorda 

sobre a maior abundância das citocinas TH2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13) do que 

TH1 (IL-2, IL-12, IFNγ e TNF-β) na periodontite. 

Há evidência de que as células TH1 são encontradas mais 

abundantemente na gengivite e as TH2 na periodontite (Yamazaki et al., 1995).  

Yamamoto et al. (1997) relataram que embora o tecido gengival inflamado 

tenha apresentado ambos subtipos celulares TH1 e TH2, a expressão predominante 

de citocinas TH2 poderia contribuir para a alta indução da resposta local de células B 

nos sítios com doença. 

Sigusch et al., em 1998, demonstraram que células mononucleares do 

sangue periférico de pacientes com periodontite agressiva secretaram pouco IFNγ e 

sofreram diminuição na expressão de mRNA de IFNγ e IL-2 em resposta a 

mitógenos, indicando redução na resposta TH1, enquanto alta produção de IL-5 e 

GM-CSF foi observada nos pacientes com periodontite crônica, sugerindo aumento 

na resposta TH2. 

Takeichi et al. (2000) relataram que as células gengivais mononucleares 

de pacientes com periodontite crônica expressaram maiores quantidades de IFNγ e 

mRNA de IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6, ao contrário de pacientes saudáveis. 
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Em 2001, Yun et al. investigando a atividade de proteases da P. 

gingivalis, demonstraram que essas enzimas degradam IL-12 reduzindo a produção 

de IFNγ pelas células T CD4. Os autores concluiram que a inativação da IL-12 pelas 

gingipains poderia favorecer a resposta TH2 com progressão da doença. 

Os mecanismos pelos quais determinados periodontopatógenos induzem 

um tipo destrutivo de resposta imune nas doenças periodontais não são conhecidos. 

In vitro, o estímulo com Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella 

intermedia, Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus viscosus promove uma super-

regulação de CD86 e CD83 em DCs e a proliferação de linfócitos T co-cultivados 

com células dendríticas. É possível que os patógenos encontrados no periodonto 

possam induzir diferentes alterações funcionais das células dendríticas. 

O estudo de Wassenaar et al. (1995) mostraram que clones de células T 

gerados de tecido gengival inflamado usando-se fitohemaglutinina (do inglês 

Phytohaemagglutinin - PHA) e IL-2 como estimulantes foram heterogêneos em 

relação à especificidade antigênica. Os antígenos que foram reconhecidos incluíam 

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia e colágeno tipo I. 

Pulendran et al. (2001) evidenciaram que células dendríticas isoladas de 

baço de camundongos pulsadas por lipopolissacarídeo de E. coli induziram uma 

resposta TH1. Ao contrário, lipopolissacarídeo de P. gingivalis induziu pouca 

produção de IFNγ, enquanto que IL-2 e citocinas TH2 (IL-5 e IL-10) foram detectadas 

em níveis significantes. 

Jotwani et al. (2001) avaliaram as citocinas produzidas por células 

dendríticas co-cultivadas com linfócitos T, ambos isolados de células mononucleares 

sangüíneas periféricas. Previamente a co-cultura, as células dendríticas foram 
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pulsadas por lipopolissacarídeos de P. gingivalis. Além de induzir a maturação e a 

expressão de moléculas co-estimuladoras, P. gingivalis estimulou a produção das 

citocinas IL-10 e IL-12 pelas DCs. Interessantemente, a produção dessas citocinas 

pelas DCs tratadas com P. gingivalis foi três vezes maior do que a produção pelas 

DCs tratadas com E. coli. A menor proliferação dos linfócitos T CD4+ autólogos e a 

reduzida produção de IFNγ estimuladas pelas DCs tratadas com P. gingivalis 

também foram observadas. 

Berglundh et al. (2002) relataram a produção de baixos níveis de IL-12p70 

pelas células do sangue periférico de pacientes com periodontite após estímulo com 

LPS de Escherichia coli, sugerindo um fenótipo promotor de resposta TH2 de APCs 

dos pacientes com periodontite. Esse fenótipo implica em características intrínsecas 

ou diferentes ativações dos monócitos, devido à alterações microambientais 

tissulares, por exemplo condições inflamatórias na doença periodontal. Além disso, 

esse fenótipo pode ser um importante fator de susceptibilidade para a doença. 

Mahanonda et al. (2002) relataram uma super-expressão de CD83 nas 

células B dos tecidos de indivíduos com periodontite quando comparada à 

expressão em células B de indivíduos com periodonto saudável. In vitro, células B 

foram estimuladas por 24 horas com extratos de Actinomyces viscosus, P. gingivalis, 

P. intermedia e A. actinomycetemcomitans nas concentrações de 0.016, 0.4 e 

10µg/mL. A expressão de CD83 e CD86 aumentou de maneira dose-dependente, 

entretanto, a cinética da expressão foi diferente entre essas moléculas. Enquanto a 

expressão de CD83 foi detectada precocemente (três horas após o estímulo), atingiu 

o pico de expressão às seis horas e declinou até as 48 horas, a expressão de CD86 

foi detectada somente 12 horas após o estímulo e manteve-se até as 48 horas do 

experimento. Também mostraram que células B tratadas com 10µg/mL de P. 
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gingivalis foram capazes de induzir a proliferação de células T alogenêicas e 

estimularam a liberação de IFNγ pelos linfócitos T, enquanto apenas mínimas 

quantidades de IL-5 foram liberadas. 

Quando células dendríticas foram pulsadas com P. gingivalis e co-

cultivadas com linfócitos T, esses linfócitos apresentaram maior proliferação do que 

quando foram pulsadas por A. actinomycetemcomitans, P. intermedia e A. viscosus 

(Aroonrerk et al., 2003). Embora estes dados sugiram um papel significativo para 

bactérias na definição do padrão de resposta de linfócitos T, o estudo não incluiu o 

estudo de citocinas importantes na reabsorção óssea periodontal, como TNF e IL-1, 

entre outras importantes na definição de uma resposta imune polarizada. Além 

disso, a produção de citocinas de células dendríticas somente foram estudadas para 

células dendríticas pulsadas por P. gingivalis. 

Jotwani & Cutler (2004) demonstraram que a P. gingivalis com fímbrias, 

ao contrário do seu mutante fímbria-deficiente, induz a maturação da célula 

dendrítica, aumentando a expressão de moléculas co-estimuladoras e a secreção de 

citocinas inflamatórias - IL-1β, IL-6, TNF-α e IL-12 - além de induzir uma resposta 

TH1 com liberação de IFNγ, e a secreção de IL-10 que apresenta efeitos 

imunossupressores. 

Uma série de evidências sugere que a IL-10 é importante na periodontite. 

Lappin et al., em 2001, identificaram em biópsias gengivais de pacientes com 

doença periodontal um maior número de leucócitos expressando a proteína 

antiinflamatória IL-10, ao contrário das expressões das proteínas pró-inflamatórias 

IL-6 e TNF-α. 
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As células dendríticas parecem estar envolvidas na manutenção das 

doenças periodontais inflamatórias. 

Através de imunohistoquímica, a presença e distribuição de células 

dendríticas no periodonto têm sido estudada. O epitélio gengival parece ser um sítio 

de tráfego ativo de células de Langerhans, enquanto que a lâmina própria, na 

periodontite crônica, contêm células dendríticas maduras CD83+ e células 

dendríticas dérmicas. Sugere-se que as células de Langerhans do epitélio, depois da 

exposição aos periodontopatógenos, dão origem às células dendríticas maduras do 

conjuntivo. Essa maturação das células de Langerhans em células dendríticas 

maduras parece ocorrer in situ (Cutler et al., 1999), mas também é possível que, 

após o contato com os patógenos periodontais, elas migrem para os linfonodos, 

onde amadurecem.  

Especificamente, P. gingivalis sensibilizaram células de Langerhans, 

induzindo sua maturação e aumentando a expressão de moléculas co-estimuladoras 

(CD80 e CD86), CD40, CD83 e HLA (Cutler et al., 1999). 

O processo de maturação das células dendríticas pode explicar o fato de 

as células de Langerhans CD1a+ estarem diminuídas na periodontite e gengivite em 

comparação com a gengiva normal (Séguier et al., 2000a), já que elas podem ter 

migrado para o conjuntivo após contato com patógenos. 

Em 2001, Jotwani et al. advogaram que o fato de células dendríticas 

maduras CD83+ e células dendríticas dérmicas estarem aumentadas na lâmina 

própria nos casos de periodontite comparada ao periodonto saudável também seria 

justificado pelo processo de maturação das células dendríticas. 
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Cirrincione et al. (2002), no intuito de caracterizar as células dendríticas 

na periodontite crônica, analisaram biópsias de pacientes com a doença e 

verificaram que as células de Langerhans estavam espalhadas no epitélio oral, mas 

restritas à camada basal do epitélio da bolsa periodontal; essas células não 

expressavam grandes quantidades de moléculas do MHC II nem estavam em 

contato com linfócitos. Entretanto, DCs estavam abundantemente presentes na 

lâmina própria do epitélio da bolsa, além de expressarem MHC II, CD54, CD80 e 

CD86, e foram vistas em contato com linfócitos CD4+ e CD8+. 

Também em 2002, Gemmel et al. apontaram células dendríticas maduras 

(CD80+ e CD86+) em contato com linfócitos T, realizando a apresentação dos 

antígenos. 

Aroonrerk et al., (2003), a fim de detectar o tipo de resposta TH induzida 

por DCs tratadas com extrato de P. gingivalis, co-cultivaram MDDCs com linfócitos T 

autólogos isolados do tecido gengival de três pacientes com periodontite crônica. 

Após seis dias de cultura dos monócitos em meio contendo IL-4 e GM-CSF, as 

células dendríticas imaturas foram identificadas através de imunofenotipagem. As 

MDDCs apresentavam CD40, CD80, CD86 e HLA-DR em grandes quantidades, 

baixa expressão de CD14 e mais de 90% das células expressavam CD1a. Essas 

células foram tratadas com lisado de P. gingivalis por 24 horas o que induziu a 

maturação das MDDCs, indicada pelo aumento de expressão das moléculas CD40, 

CD80, CD86 e HLA-DR e pela expressão do marcador de maturação CD83. Os 

linfócitos T autólogos foram co-cultivados com as MDDCs tratadas com P. gingivalis 

e a resposta proliferativa aumentou conforme o maior número de MDDCs. O 

sobrenadante dessa co-cultura foi analisado e altos níveis de IFNγ e baixos ou 
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indetectáveis níveis de IL-5 foram quantificados, sugerindo um direcionamento da 

resposta para o tipo TH1. 

Jotwani & Cutler (2003), no intuito de estabelecer as subpopulações de 

células dendríticas e suas associações com as células T na periodontite crônica, 

observaram que a lâmina própria da gengiva, além de células de Langerhans, 

também continha uma população de célula dendrítica dérmica, e a quantidade dessa 

célula também aumentava na inflamação. Ainda, nos tecidos comprometidos, células 

de Langerhans, DCs dérmicas e células B contribuíram para o pool de DCs maduras 

CD83+. Significantemente, células dendríticas maduras foram associadas com 

aglomerados de células T CD4+, sugerindo uma apresentação de antígenos in situ. 

Em uma revisão da literatura, Cutler & Jotwani (2004) apontaram 

evidências para o aumento da expressão de CD1a e CD1c na periodontite. Uma 

delas é a capacidade da P. gingivalis em produzir moléculas lipídicas que 

potencializam a resposta inflamatória. 

Considerando, portanto, a importância das células dendríticas na indução 

da resposta imune contra os periodontopatógenos e do padrão dessa resposta, 

desenvolveu-se este estudo. Nele se procurou caracterizar o fenótipo e função das 

DCs estimuladas com diferentes bactérias comumente encontradas nos tecidos 

periodontais saudáveis ou comprometidos pela periodontite crônica.   
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3 PROPOSIÇÃO 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das bactérias Streptococcus 

sanguinis, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema denticola 

na diferenciação, maturação e função das células dendríticas, in vitro, de indivíduos 

periodontalmente saudáveis ou com periodontite crônica. 

 

3.1 Hipóteses 

a) P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola  são capazes de induzir alterações 

fenotípicas e funcionais nas células dendríticas diferentes daquelas induzidas 

por S. sanguinis; 

b) as alterações fenotípicas e funcionais das células dendríticas são diferentes 

entre os indivíduos susceptíveis e não-susceptíveis a periodontite crônica. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Casuística 

Para a realização do estudo, a casuística foi de cinco indivíduos 

periodontalmente saudáveis (Grupo 0) e cinco indivíduos com periodontite crônica 

(Grupo I), tendo preenchido os seguintes critérios: 

a) indivíduos que concordaram previamente com sua inclusão no estudo, 

assinando termo de consentimento, de acordo com o Comitê de Ética em 

Pesquisa do Centro de Pesquisas Odontológicas São Leopoldo Mandic, 

Campinas (Anexo A); 

b) grupo 0: indivíduos brasileiros caucasianos com idade entre 48 e 57 anos 

(1 homem e 4 mulheres), sem perdas dentárias, apresentando periodonto 

saudável caracterizado pela ausência de perda de inserção clínica 

periodontal ou recessão gengival, profundidade de sondagem < 3mm e 

ausência de sangramento à sondagem periodontal; 

c) grupo I: indivíduos brasileiros caucasianos com idade entre 46 e 58 anos 

(5 homens), sem perdas dentárias, apresentando perda de inserção 

clínica periodontal ≥ 4mm em mais de 15% dos dentes, caracterizando, 

assim, a presença de periodontite crônica (Flemmig, 1999).  

O tabagismo foi usado como critério de exclusão, uma vez que é 

reconhecido como um importante fator de risco para a periodontite (Offenbacher, 

1996). Demais fatores de risco ou modificadores da periodontite, como diabetes e 

uso de dogas antiinflamatórias, antimicrobianas e imunossupressoras durante os 

seis meses anteriores a doação de sangue foram também considerados como 
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critérios de exclusão. Indivíduos que não possuíam todos os pré-requisitos para a 

doação de sangue também foram excluídos. 

O exame clínico foi realizado no centro de triagem do Hemocentro da 

UNICAMP por um examinador treinado com auxílio de uma sonda periodontal 

milimetrada (PCP-15, Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). 

 

4.2 Coleta de sangue 

Sangue periférico foi obtido dos doadores voluntários no Hemocentro da 

UNICAMP. Após a coleta, a bolsa de Buffy-coat foi transportada em temperatura de 

23ºC para o Instituto de Ciências Biológicas IV (USP-SP). 

 

4.3 Diferenciação de células dendríticas a partir de monócitos do sangue 

periférico in vitro 

Para a purificação de células mononucleares, 50 mL de Buffy-coat das 

bolsas de sangue foram utilizados. Dez mL foram colocados em tubos plásticos 

cônicos de 50 mL, aos quais foram acrescentados, no fundo do tubo, 12 mL do 

gradiente de densidade Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences AB, 

Suécia). O material foi centrifugado a 2470 rpm por 30 minutos a 18ºC, a camada de 

células mononucleares formada foi retirada, colocada em outro tubo juntamente com 

HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) e centrifugada a 1200 rpm por 10 min. A figura 

1 mostra a pipetagem da camada de mononucleares. As células foram lavadas por 

mais 2 vezes a 1000 e 900 rpm, respectivamente, para eliminação das plaquetas. O 

pellet foi coletado, as células quantificadas, ressuspendidas em meio RPMI-1640 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino 
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(SBF) [R-10] e colocadas em cultura, na concentração de 1x107/mL utilizando-se 

placas de cultura de 12 poços. As células foram mantidas em estufa de CO2
 por 2h a 

37ºC, para aderência. 

 

Plasma

PBMCs

Ficoll-Paque Plus

Granulócitos
Eritrócitos

Plasma

PBMCs

Ficoll-Paque Plus

Granulócitos
Eritrócitos

        

Figura 1 - Pipetagem da camada de mononucleares concentrados na fase branca. 

 

Após esse período, as células não-aderentes foram coletadas e 

congeladas em nitrogênio líquido na concentração de 5x105/mL e as aderentes 

cultivadas por 7 dias em meio R-10 acrescido de 50ng/mL de IL-4 e 50ng/mL de GM-

CSF para a geração de células dendríticas. No quarto dia, as bactérias S. sanguinis, 

P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola foram adicionadas às células (figura 2) e 

50ng/mL de IL-4 e 50ng/mL de GM-CSF foram repostas. No quinto dia da cultura, 

adicionou-se ainda 50ng/mL de TNF-α (figura 3) para a ativação das células 

dendríticas. Células não-estimuladas pelas bactérias foram usadas como controle. 

Após sete dias de cultura, as placas foram submetidas a um banho de gelo por 10 

minutos, para facilitar a retirada e coleta das células aderentes. As células foram 
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centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos, ressuspensas em meio R-10 e a 

viabilidade celular foi testada com Azul de Trypan 0,4 %. 

 

 

Figura 2 - Células dendríticas imaturas estimuladas com fragmentos de 
Porphyromonas gingivalis (Microscopia de contraste de fase, 400x). 
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Figura 3 - Células dendríticas maduras após o estímulo com fragmentos de 
Porphyromonas gingivalis e TNF-α (Microscopia de contraste de fase, 
400x). 

 

4.4 Preparo das bactérias 

Prevotella intermedia (ATCC 49046), Porphyromonas gingivalis (ATCC 

33277), Treponema denticola (ATCC 35405), Streptococcus sanguinis (ATCC 

49296) foram compradas (http://www.atcc.com) e ativadas de acordo com o 

protocolo recomendado pela ATCC. 

Para reativação da bactéria Streptococcus sanguinis, foi adicionado 0,5 

mL de meio de cultivo BHI em caldo (Biolife, Milano, Italy) à bactéria liofilizada e 

homogeneizado. A bactéria reidratada foi transferida para um tubo de ensaio 

contendo 4,5 mL do meio de cultivo, inoculada em placas de cultivo e slants 

contendo agar BHI (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e incubada a 37ºC por 

48 horas. 
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Para reativação das bactérias Prevotella intermedia e Porphyromonas 

gingivalis, foi adicionado 0,5 mL de meio de cultivo BHI em caldo (Biolife, Milano, 

Italy) à cada bactéria liofilizada e homogeneizado. A bactéria reidratada foi 

transferida para um tubo de ensaio contendo 4,5 mL do meio de cultivo, inoculada 

em placas de cultivo e slants contendo agar sangue Triptose (Vetec, Duque de 

Caxias, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) suplementado com hemina bovina (5µg/mL) 

(Cristal Purex, Inlab, São Paulo, São Paulo, Brasil), menadione (0,5µg/mL) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA), 5% de sangue de carneiro desfibrinado (Microlab, 

Campinas, São Paulo, Brasil) e incubada em jarra de anaerobiose (Permution, 

Curitiba, Paraná, Brasil) com gerador de anaerobiose (Anaerogen, Oxoid Ltd, Wade 

Road, Basingstoke, Hants, UK) a 37ºC por 14 dias. 

Para reativação da bactéria Treponema denticola, foi adicionado 0,5 mL 

de meio de cultivo BHI em caldo (Biolife, Milano, Italy) à bactéria liofilizada e 

homogeneizado. A bactéria reidratada foi transferida para um tubo de ensaio 

contendo 4,5 mL do meio de cultivo, inoculada em placas de cultivo e slants 

contendo Tryptic soy agar (Biolife, Milano, Italy) suplementado com 5% de sangue 

de carneiro desfibrinado (Microlab, Campinas, São Paulo, Brasil) e incubada em 

jarra de anaerobiose (Permution, Curitiba, Paraná, Brasil) com gerador de 

anaerobiose (Anaerogen, Oxoid Ltd, Wade Road, Basingstoke, Hants, UK) a 37ºC 

por 6 dias. 

As bactérias foram mortas por calor, através de fervura conforme o 

seguinte protocolo. As colônias bacterianas foram coletadas da placa de cultivo e 

colocadas em um tubo Eppendorf contendo 1 mL de BHI em caldo, foi feita uma 

centrifugação por 2 minutos na velocidade de 2000 rpm e o BHI em caldo foi retirado 

e descartado. Em seguida, foram acrescidos 500µL de água MiliQ (Direct-Q, 
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Millipore) no tubo com o pellet, homogeneizado e fervido por 10 minutos em banho-

maria; o extrato bacteriano foi filtrado e armazenado no freezer a -20ºC até o 

momento do uso. 

O extrato bacteriano foi avaliado quanto à concentração protéica 

empregando-se o kit de quantificação de proteína BCA Protein Assay Kit (Sigma-

Aldrich Biotechnology, St. Louis, MO) e as leituras foram feitas em leitora de ELISA. 

 

4.5 Análise de marcadores de maturação por Citometria de Fluxo 

Para determinação do fenótipo de membrana, células obtidas das culturas 

foram marcadas com anticorpos monoclonais comerciais (Caltag Lab) contra os 

seguintes marcadores: CD11c (marcador de DCs mielóides), CD123 (marcador de 

DCs plasmocitóides), CD80 (B7-1, molécula co-estimuladora), CD83 (marcador de 

DCs ativadas/maduras), CD86 (B7-2, molécula co-estimuladora), CD1a (marcador 

de DCs derivadas de monócitos in vitro), CD14 (marcador de monócitos, ausente em 

DCs), HLA-DR (MHC II) e CCR7 (receptor para quimiocinas, expresso por DCs 

ativadas/maduras - R&D Systems). 

 

4.5.1 Análise das moléculas de superfície 

Após contagem, alíquotas de 5x105 células obtidas das culturas foram 

colocadas em tubos plásticos (Eppendorf) de 1,5 mL e centrifugadas por 5 min, a 

1200 rpm e 4ºC para obtenção de um pellet, ao qual foram adicionados anticorpos 

específicos para os marcadores de interesse. As células foram incubadas por 20 min 

a 4ºC. Após este período, o material foi lavado por 2 vezes (5 min, 1200 rpm, 4ºC) 

com 500µL de tampão para citometria (PBS suplementado com 0,5% de 
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soroalbumina bovina e 0,02% de azida sódica). Após as lavagens, as células, já 

marcadas, foram ressuspensas em 500µL de tampão para citometria e analisadas 

no citômetro de fluxo (FACSCalibur) utilizando-se o software Cell Quest para a 

aquisição das amostras. Os dados obtidos foram analisados usando-se o software 

WinMDI 2.8. 

As MDDCs maduras provenientes de indivíduos periodontalmente 

saudáveis ou com periodontite, tratadas com os lisados bacterianos de S. sanguinis, 

P. gingivalis, P. intermedia e T. denticola  foram analisadas por citometria de fluxo 

quanto ao tamanho e granulosidade celular, intensidade de fluorescência e 

porcentagem de células expressando as moléculas de superfície HLA-DR, CD11c, 

CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123. 

Para exclusão das células mortas e debris, todas as amostras submetidas 

à citometria de fluxo foram analisadas dentro do gate R1, conforme ilustrado na 

figura 4 abaixo. 

 

A BA B

 

Figura 4 - Dot Plot das MDDCs controle. A. Grupo saudável; B. Grupo periodontite. O gate 
R1 foi desenhado para selecionar as células de maior tamanho (FSC) e 
granulosidade (SSC).  
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A partir do gate R1 foi feito um Density Plot, cruzando-se os marcadores 

HLA-DR e CD11c, e um gate R2 foi desenhado para que somente as células HLA-

DR+ CD11c+ fossem incluídas na análise (figura 5). Dessa maneira, nosso objetivo 

foi assegurar que a população analisada tivesse em sua membrana moléculas de 

superfície representativas de células dendríticas, uma vez que HLA-DR e CD11c são 

marcadores que indicam que as células geradas têm características fenotípicas de 

células dendríticas.   

 

A BA B

 

Figura 5 - Density Plot representativo da expressão de HLA-DR e CD11c nas MDDCs 
controle. A. Grupo saudável; B. Grupo periodontite. O gate R2 foi desenhado 
para selecionar as células HLA-DR+ CD11c+ caracterizando assim as DCs 
mielóides. 

 

4.6 Separação de linfócitos T para ensaio proliferativo 

4.6.1 Preparação das hemácias de carneiro 

As hemácias de carneiro para formação de rosetas com linfócitos T 

(Saxon et al., 1976) foram preparadas para separação destas células das amostras 

de sangue periférico de doadores sadios. As hemácias foram colocadas em um tubo 

plástico estéril de 50 mL e centrifugadas a 2100 rpm durante 10 minutos a 20ºC, e a 
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seguir lavadas 2 vezes, com mesma centrifugação, em meio RPMI-1640 e mais 

duas vezes em tampão PBS. Estas hemácias foram tratadas com AET (2-

aminoethylisothiouronium bromide hydrobromide; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) para mudar a carga elétrica da superfície das hemácias, possibilitando uma 

maior interação eletrostática com linfócitos T e a formação de rosetas estáveis. Para 

tanto, foram diluídos 0,5 g de AET em 12,5 mL de água bidestilada e deionizada, 

com ajuste final do pH para 9,0 utilizando-se NaOH 1,0 N (Reagen, RJ). Após 

passagem em filtro de 0,22 µm (Millipore), 8 mL de solução de AET foram 

acrescentados a cada 2 mL de papa de hemácias de carneiro e mantidos durante 20 

a 40 minutos a 37ºC. 

A seguir, as hemácias foram lavadas com tampão PBS, pH 7,2 

(centrifugação a 1800 rpm por 10 minutos), até obtenção de sobrenadante claro e 

ressuspensas até se obter uma suspensão a 4% em R-10.  

 

4.6.2 Recuperação de linfócitos T 

Uma suspensão de linfócitos em concentração máxima de 1x107 

células/mL foi preparada, misturada com soro fetal bovino e hemácias de carneiro 

pré-tratadas com AET (preparação AET-SRBC) como descrito anteriormente, numa 

proporção de 2:1:2, centrifugada a 800 rpm, por 5 minutos a 4ºC e incubada em gelo 

por 1 hora. Após a incubação, as células foram novamente ressuspensas e o 

número de rosetas contado. A suspensão foi submetida à centrifugação sobre Ficoll-

Paque (2100 rpm, 4ºC, 35 minutos).  

Após a centrifugação, os linfócitos T estavam no pellet, no fundo do tubo, 

formando rosetas com as hemácias de carneiro modificadas. Os linfócitos T foram 
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recuperados com tampão de lise de hemácias e as células lavadas em meio de 

cultura (R-10), com centrifugação a 1200 rpm, durante 10 minutos a 18ºC. Os 

linfócitos T foram ressuspensos em meio R-10, quantificados em câmara de 

Neubauer, e sua concentração ajustada para 1x105 células/mL. 

 

4.7 Avaliação da atividade aloestimuladora das DCs 

Para avaliação da proliferação celular, os linfócitos T foram incubados em 

tampão PBS-BSA 0,1%, contendo 5µM de CFSE (Lyons, 2000). A incubação foi feita 

a 37ºC, no escuro, por 10 min. Após este período, as células foram lavadas 2 vezes 

em meio R-10, 1200 rpm a 18ºC por 5 minutos. MDDCs controle ou estimuladas 

pelas bactérias por 48 horas, na concentração de 104, foram irradiadas (1250 rads, 

15 minutos), para evitar sua multiplicação eventual, e co-cultivadas com 3 x 105  

células/mL  linfócitos T alogenêicos em um volume final de 200 µL/poço. As células 

foram mantidas por 7 dias em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2 e saturada 

de água (estufa de CO2), a 37ºC. A proliferação dos linfócitos foi avaliada por 

citometria de fluxo. 

 

4.8 Detecção da produção de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA) 

Para detecção de citocinas nos sobrenadantes das culturas utilizamos os 

kits DuoSets para citocinas (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). Neste método, 

placas de 96 poços Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 50µL por poço de 

anticorpo de captura (4µg/mL) para cada citocina (IL-10, IL-12 e IFNγ), diluído em 

tampão carbonato (pH 9,5) e mantidas a 4ºC overnight. Após 3 lavagens com 

200µL/poço de tampão de lavagem (PBS contendo 0,05% de Tween 20, pH 7,0), as 
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placas foram bloqueadas com 200µL/poço de tampão de bloqueio (PBS contendo 

10% de soro fetal bovino) por 1h a temperatura ambiente. Em seguida, após 3 

lavagens, as amostras e a curva-padrão foram incubadas por um período de 2h em 

temperatura ambiente. As amostras para dosagem foram diluídas 1:2 em tampão de 

diluição (PBS contendo 10% de soro fetal bovino). Para a curva-padrão, as citocinas 

recombinantes foram incubadas em duplicatas de 45µL por poço das diluições 

seriadas (fator 2 de diluição), conforme recomendações do fabricante. Após cinco 

lavagens, foram adicionados 50µL/poço de anticorpo de detecção e estreptoavidina 

diluídos em tampão de diluição e seguiu-se nova incubação, no escuro, por 1h a 

temperatura ambiente. Após esse período e outra lavagem (3 vezes), 50µL/poço de 

substrato (H2O2 e tetrametilbenzidina, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) foram 

adicionados, com incubação de 30 min, no escuro, em temperatura ambiente. Por 

fim, 50µL/poço de H2SO4 (2N) foram adicionados para interromper a reação e a 

densidade óptica foi determinada em espectrofotômetro com filtro de 450nm. O 

cálculo das concentrações foi feito com auxílio do software Softmax Pro, através da 

equação de regressão linear com base na curva padrão. 

Os limites de detecção nos ensaios realizados foram de 7.8 pg/mL para 

as dosagens de IL-10 e IL-12 e 4.7 pg/mL para as dosagens de IFNγ. 

 

4.9 Análise estatística 

A análise estatística teve início com a determinação do padrão de 

distribuição dos dados nas amostras, pelo método de Levene. Quando a distribuição 

era normal foi utilizado um teste paramétrico, sendo o teste t não-pareado o 

escolhido para comparação entre os grupos. Quando os dados não seguiam a 
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distribuição normal, foi utilizado um teste não-paramétrico, sendo o teste de Mann- 

Whitney  o escolhido para verificar se havia diferenças entre os grupos. Em todas as 

análises, as diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p≤0.05. As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software Statistica 

versão 6.0 (StatSoft Inc., 2003). 
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5 RESULTADOS 

 

As células dendríticas constituem uma população altamente heterogênea 

que pode ser dividida em diferentes subpopulações. Todas as subpopulações de 

DCs mielóides expressam as moléculas HLA-DR e CD11c e podem ser 

caracterizadas pela expressão diferencial das moléculas CD80 e CD86 (DCs com 

capacidade de co-estimulação) e CD83 (DC ativada/madura). 

A figura 4 do item Material e Métodos mostra o perfil das células obtidas 

quanto ao tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Observa-se que boa parte das 

células é grande e granulosa. Essa população foi determinada como população de 

estudo para verificação dos marcadores de subpopulação. 

A análise inicial das subpopulações foi realizada utilizando-se os 

anticorpos anti-HLA-DR e anti-CD11c. Os gráficos da figura 5 do item Material e 

Métodos mostram que pelo menos 80% das células da população de estudo co-

expressam as moléculas HLA-DR e CD11c.  

Em conjunto, esses resultados mostram que o protocolo utilizado permite 

a obtenção de células dendríticas imaturas que podem ser maturadas pelo estímulo 

com TNF-α. 

As tabelas com os valores absolutos dos resultados da citometria de fluxo 

estão localizadas no Anexo C. 
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5.1 Rendimento e morfologia das MDDCs 

No grupo saudável, o rendimento da população de MDDCs apresentou 

um aumento após o tratamento com os diferentes lisados bacterianos (tabela 1). A 

porcentagem das MDDCs apresentando maior tamanho e granulosidade aumentou 

quando as células foram estimuladas com os lisados de S. sanguinis, P. gingivalis  e 

T. denticola  (tabela 2 e figura 6). 

No grupo periodontite, o efeito dos diferentes lisados bacterianos sobre o 

rendimento da população de MDDCs foi oposto ao observado no grupo saudável 

(tabela 1). Quanto à morfologia, os diferentes lisados diminuíram o tamanho e 

granulosidade das células (tabela 2 e figura 6). 

 

Tabela 1 - Rendimento das MDDCs. O tratamento com os diferentes lisados bacterianos 
aumentou o rendimento (R) das MDDCs no grupo saudável e diminuiu no grupo 
periodontite. E = erro padrão da média. p obtido no teste t não-pareado. 

 Controle  S. sanguinis P. gingivalis P. intermedia T. denticola 

 R E R E R E R E R E 

Saudável 467000 129341 586000 341374 598000 304818 866000 484310 524000 281719 

Periodontite 684000 193122 588000 150479 438000 132000 348000 45100 402000 116034 

p 0.38  0.44  0.15  0.12  0.16  

 

Tabela 2 - Morfologia das MDDCs. No grupo saudável, S. sanguinis, P. gingivalis e T. 
denticola  aumentaram a porcentagem das MDDCs apresentando maior tamanho 
(FSC) e granulosidade (SSC), enquanto P. intermedia diminuiu. No grupo 
periodontite, todos os lisados bacterianos diminuíram o tamanho e granulosidade 
das células. Valores obtidos da diferença entre tratamento e controle. p obtido no 
teste t não-pareado. 

 Saudável % Periodontite % p 
S. sanguinis 8.9 -2.6 0.04 
P. gingivalis 7.2 -0.8 0.04 
P. intermedia -5.4 -3.2 0.32 
T. denticola 7 -1.6 0.05 
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Controle S. sanguinis P. gingivalis T. denticolaP. intermedia

Grupo Saudável

Grupo Periodontite

Controle S. sanguinis P. gingivalis T. denticolaP. intermedia

Controle S. sanguinis P. gingivalis T. denticolaP. intermedia

Grupo Saudável

Grupo Periodontite

Controle S. sanguinis P. gingivalis T. denticolaP. intermedia

 

Figura 6 - Apresentação de um caso representativo da morfologia das MDDCs. MDDCs 
tratadas com TNF-α foram usadas como controle. As diferenças observadas 
entre os grupos, com exceção da P. intermedia, foram estatisticamente 
significantes (p ≤ 0.05). 

 

5.2 Diferenciação e maturação das MDDCs 

5.2.1 Streptococcus sanguinis 

No grupo saudável, S. sanguinis aumentou o número de eventos e a 

porcentagem de células positivas das moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, 

mas diminuiu CCR7. Contrariamente, no grupo periodontite, o número e a 

porcentagem de células CD80+, CD86+ e CD83+ foram diminuídas, mas a 

porcentagem de células CCR7+ foi aumentada (tabela 3). 
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Tabela 3 - Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas e 
intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de membrana HLA-DR, 
CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs 
tratadas com S. sanguinis. p obtido no teste t não-pareado. 

Streptococcus sanguinis 

  Eventos  Porcentagem   MIF  

 Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p 

HLA-DR 1329 -872 0.08 -1 -16 0.32 -16 46 0.28 

CD11c 773 -516 0.10 2 -8 0.34 -23 -45 0.19 

CD14 -310 -811 0.61 -15 4 0.43 4 3 0.89 

CD80 1473 -312 0.16 11 -10 0.22 -4 0 0.19 

CD86 376 -506 0.28 19 -53 0.11 57 -35 0.36 

CD83 130 -286 0.18 0 -6 0.48 -2 4 0.04 

CD1a 664 231 0.80 1 -6 0.81 19 4 0.60 

CCR7 -803 -139 0.52 -10 4 0.27 -3 5 0.10 

CD123 115 -625 0.24 26 -6 0.14 -9 -23 0.61 

 

5.2.2 Porphyromonas gingivalis 

No grupo saudável, o número e a porcentagem das MDDCs co-

expressando as moléculas CD80 e CD86 aumentaram após o tratamento com o 

lisado da P. gingivalis, entretanto a intensidade de fluorescência desses marcadores 

foi diminuída. A porcentagem de células CCR7+ diminuiu mas a intensidade de 

fluorescência aumentou. No grupo periodontite, P. gingivalis aumentou o número, a 

porcentagem e a MIF das moléculas CD80 e CD83 (tabela 4).  
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Tabela 4 - Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas e 
intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de membrana HLA-DR, 
CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs 
tratadas com P. gingivalis. p obtido no teste t não-pareado. 

Porphyromonas gingivalis 

  Eventos  Porcentagem   MIF  

 Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p 

HLA-DR 832 5 0.21 -1 -8 0.60 22 50 0.58 

CD11c 813 -504 0.01 -5 -9 0.83 -2 37 0.43 

CD14 -236 182 0.08 -5 0 0.25 0 4 0.13 

CD80 1461 510 0.48 12 2 0.60 -3 2 0.31 

CD86 2597 65 0.34 20 -12 0.38 -62 -18 0.47 

CD83 173 281 0.54 -1 3 0.29 -3 1 0.27 

CD1a 99 -475 0.46 -1 -17 0.53 9 -4 0.35 

CCR7 -959 215 0.26 -15 4 0.22 3 -1 0.51 

CD123 433 -112 0.21 14 -12 0.18 2 -14 0.28 

 

5.2.3 Prevotella intermedia 

P. intermedia aumentou a porcentagem de células positivas e a 

intensidade de fluorescência das moléculas CD86 e CD83 no grupo saudável, 

enquanto, no grupo periodontite, diminuiu a porcentagem das células CD86+ e 

CD83+, mas aumentou a MIF. Ainda no grupo periodontite, a expressão de CCR7 foi 

aumentada em relação aos três parâmetros (eventos, porcentagem e MIF) (tabela 

5). 
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Tabela 5 - Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas e 
intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de membrana HLA-DR, 
CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs 
tratadas com P. intermedia. p obtido no teste t não-pareado. 

Prevotella intermedia 

  Eventos  Porcentagem   MIF  

 Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p 

HLA-DR -2058 -1287 0.59 -26 -21 0.85 -7 59 0.58 

CD11c -1363 245 0.18 -9 1 0.55 -11 16 0.55 

CD14 -469 564 0.22 -16 2 0.16 10 5 0.63 

CD80 -293 247 0.42 -7 6 0.10 -3 32 0.07 

CD86 -292 -1172 0.19 8 -18 0.08 62 22 0.49 

CD83 -81 -348 0.63 1 -9 0.37 9 1 0.53 

CD1a -1373 333 0.29 -9 -32 0.45 22 9 0.75 

CCR7 -1416 722 0.20 -25 14 0.06 0 13 0.35 

CD123 -279 -1379 0.27 9 -17 0.18 2 -14 0.28 

 

5.2.4 Treponema denticola 

No grupo saudável, T. denticola aumentou o número de eventos e a 

porcentagem das células co-expressando as moléculas CD80 e CD86, entretanto, 

diminuiu a intensidade de fluorescência do CD80 e aumentou a do CD86. 

Similarmente ao efeito do S. sanguinis, T. denticola  diminuiu o CCR7 no grupo 

saudável. No grupo periodontite, T. denticola diminuiu o número de eventos e a MIF 

das moléculas CD80 e CD86 (tabela 6). 
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Tabela 6 - Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas e 
intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de membrana HLA-DR, 
CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs tratadas 
com T. denticola. p obtido no teste t não-pareado. 

Treponema denticola 

  Eventos  Porcentagem   MIF  

 Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p Saudável Periodontite p 

HLA-DR 730 -190 0.33 -7 7 0.51 -15 1 0.45 

CD11c 1100 654 0.52 3 18 0.30 26 -23 0.31 

CD14 -726 -1150 0.67 -26 -19 0.81 0 10 0.36 

CD80 912 -352 0.04 16 -4 0.21 -11 -1 0.26 

CD86 3685 -51 0.12 61 20 0.36 48 -20 0.13 

CD83 54 1739 0.03 -6 23 0.20 1 -12 0.13 

CD1a 78 3010 0.01 13 19 0.20 -42 79 0.26 

CCR7 -653 1604 0.13 -24 59 0.05 -2 3 0.61 

CD123 -302 1380 0.11 -4 17 0.48 -6 -25 0.17 

 

5.3 Proliferação das células T alogenêicas 

No grupo saudável, MDDCs tratadas com S. sanguinis induziram o 

aumento da proliferação das células T alogenêicas. Por outro lado, P. gingivalis, P. 

intermedia e T. denticola  diminuíram a proliferação (tabela 7, figura 7). 

No grupo periodontite, o aumento da proliferação das células T foi 

induzido apenas pelas MDDCs tratadas com S. sanguinis e T. denticola. Os outros 

tratamentos não afetaram a proliferação das células T (tabela 7, figura 7). 

 

Tabela 7 - Proliferação das células T alogenêicas. No grupo saudável, apenas o S. 
sanguinis aumentou a proliferação cas células T, enquanto, no grupo 
periodontite, S. sanguinis e T. denticola aumentaram a proliferação. Valores 
obtidos da divisão do controle pelo tratamento. p obtido no teste t não-pareado. 

 Saudável Periodontite p 
S. sanguinis 2 2 0.09 
P. gingivalis 1 1 0.42 
P. intermedia 1 1 0.15 
T. denticola 1 2 0.1 
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S. sanguinis

T. denticola

S. sanguinis

T. denticola

 

Figura 7 - Os linfócitos T alogenêicos foram tratados com CFSE e a proliferação avaliada 
pela diluição do marcador entre as células-filhas. O histograma com 
preenchimento em vermelho representa o controle de linfócitos (sem o estímulo 
das MDDCs). O histograma vermelho representa o controle de linfócitos + 
MDDCs sem tratamento bacteriano. O histograma com preenchimento em cinza 
representa as células dos indivíduos saudáveis e o histograma preto, as células 
dos indivíduos com periodontite. No grupo saudável, S. sanguinis aumentou a 
proliferação, enquanto não houve modulação pelo T. denticola. No grupo 
periodontite, S. sanguinis e T. denticola  aumentaram a proliferação. As 
diferenças observadas entre os grupos tenderam a resultados estatisticamente 
significativos (p ≤ 0.1). 

 

5.4 Produção de IFNγ, IL-10 e IL-12 pelas MDDCs 

Os resultados da produção de IL-10 e IFNγ pelas MDDCs estão 

apresentados nas figuras 8 e 9 abaixo. IL-12 não foi detectada em ambos os grupos. 

No grupo saudável, a secreção de IL-10 foi super-regulada pelos tratamentos, 

enquanto a produção de IFNγ foi diminuída por S. sanguinis e P. intermedia e não 

detectada após os tratamentos com P. gingivalis e T. denticola. 

No grupo periodontite, apenas P. intermedia aumentou a produção de IL-

10, enquanto todos os lisados bacterianos diminuíram a produção de IFNγ. 
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Figura 8 - Concentração de IL-10 no sobrenadante das MDDCs. No grupo saudável, os 
lisados bacterianos aumentaram a produção de IL-10, enquanto no grupo 
periodontite apenas a P. intermedia aumentou a produção dessa citocina. As 
barras indicam o erro padrão. O traço corresponde ao controle do grupo 
saudável e a linha tracejada corresponde ao controle do grupo periodontite. * p ≤ 
0.1 obtido no teste t não-pareado. 
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Figura 9 - Concentração de IFNγ no sobrenadante das MDDCs. Em ambos os grupos, os 
lisados bacterianos diminuíram a produção de IFNγ, sendo que, no grupo 
saudável, a citocina não foi detectada no sobrenadante das MDDCs tratadas 
com P. gingivalis e T. denticola. As barras indicam o erro padrão. O traço 
corresponde ao controle do grupo saudável e a linha tracejada corresponde ao 
controle do grupo periodontite. * p ≤ 0.1 obtido no teste t não-pareado. 

 

5.5 Produção de IFNγ, IL-10 e IL-12 pelos linfócitos T alogenêicos 

Os resultados da produção de IL-10 e IFNγ pelos linfócitos T alogenêicos 

estão apresentados nas figuras 10 e 11 abaixo. IL-12 não foi detectada em ambos 

os grupos. A secreção de IL-10 foi diminuída em ambos os grupos, independente da 

espécie bacteriana, enquanto que a produção de IFNγ no grupo periodontite foi 

aumentada quando as MDDCs foram pulsadas com P. gingivalis, P. intermedia e T. 

denticola. No grupo saudável, apenas P. gingivalis e T. denticola  aumentaram a 

produção de IFNγ.  
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Figura 10 - Concentração de IL-10 no sobrenadante da co-cultura dos linfócitos alogenêicos 
com as MDDCs tratadas com os lisados bacterianos. A produção de IL-10 foi 
diminuída em ambos os grupos. As barras indicam o erro padrão. O traço 
corresponde ao controle do grupo saudável e a linha tracejada corresponde ao 
controle do grupo periodontite. 
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Figura 11 - Concentração de IFNγ no sobrenadante da co-cultura dos linfócitos alogenêicos 
com as MDDCs tratadas com os lisados bacterianos. Todos os lisados 
aumentaram a produção de IFNγ no grupo periodontite. No grupo saudável, 
apenas P. gingivalis e T. denticola  aumentaram a produção de IFNγ. As barras 
indicam o erro padrão. O traço corresponde ao controle do grupo saudável e a 
linha tracejada corresponde ao controle do grupo periodontite. * p ≤ 0.1 obtido no 
teste t não-pareado. 
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Como pôde ser observado houve diferenças na produção das citocinas 

entre os grupos estudados, entretanto, nem todas as diferenças foram confirmadas 

pela análise estatística realizada (p>0.05). Uma possível explicação para que não se 

atingisse uma diferença estatística significante é o pequeno número de casos 

analisados. É interessante relatar também que, para IFNγ, houve vários casos de 

produção de citocina abaixo do limite de detecção para os kit de análise utilizado 

nesses ensaios. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Numerosos fatores regulam a maturação das células dendríticas, 

incluindo moléculas relacionadas ao patógeno como o LPS, DNA bacteriano e RNA 

de dupla-fita. Esses fatores influenciam o balanço entre sinais pró e antiinflamatórios 

no microambiente da infecção, incluindo a expressão de TNF-α, IL-1, IL-6, IL-10, 

TGF-β e prostaglandinas, e os sinais derivados das células T (Banchereau et al., 

2000), afetando o curso de muitas doenças, como doença do enxerto versus 

hospedeiro, dermatite de contato (Enk, 1997), periodontite crônica (Cutler et al., 

1998, 1999), psoríase (Homey et al., 2000), hanseníase (Sieling et al., 1999) e vários 

tumores malignos. 

A maturação das células dendríticas derivadas de monócitos (MDDCs) 

envolve alterações morfológicas e moleculares. Durante a maturação, aumentam o 

volume citoplasmático e a granulosidade, diminui a atividade fagocitária 

(Guermonprez et al., 2002), aumentam a expressão de moléculas do MHC II (Zhou, 

Tedder, 1996; Guermonprez et al., 2002) e de moléculas co-estimuladoras como 

CD80 e CD86, além da expressão de uma molécula relacionada com a ativação das 

DCs, a CD83 (Zhou, Tedder, 1996) e da molécula relacionada com a migração das 

DCs, a CCR7 (receptor de quimiocina) (Dieu et al., 1998), o que permite a 

apresentação do antígeno à células T naive CD4+ e CD8+, promovendo a resposta 

imune adaptativa (Porcelli et al., 1999; Banchereau et al., 2000; Guermonprez et al., 

2002). 

A etiopatogênese da periodontite crônica envolve um estímulo bacteriano 

por diferentes espécies bacterianas, dentre elas, Porphyromonas gingivalis, 

Prevotella intermedia e Treponema denticola, à resposta imune do hospedeiro. 
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Inicialmente, ocorre o estímulo in situ das DCs (Cutler et al., 1999), incluindo células 

de Langerhans e DCs dérmicas (Jotwani, Cutler, 2003), que são distribuídas nos 

epitélios e tecido conjuntivo periodontal de sítios com diagnóstico de periodontite ou 

saúde periodontal (Cury et al., 2008a; Cury et al., 2008b). DCs sofrem maturação, 

sendo identificadas em estado maturo em espécimes de tecido periodontal saudável 

e na periodontite crônica (Cirrincione et al., 2002; Mahanonda et al., 2002; Aroonrerk 

et al., 2003).  

No presente estudo, MDDCs geradas in vitro, similares fenotipicamente e 

funcionalmente a células dendríticas identificadas na gengiva humana (Jotwani, 

Cutler, 2003; Aroonrerk et al., 2003; Cohen et al., 2004), foram estimuladas com  

lisados de diferentes espécies bacterianas periodontais, manipuladas identicamente. 

Diferentes fenótipos e funções foram induzidos nas MDDCs de indivíduos 

periodontalmente saudáveis e de indivíduos com periodontite crônica e também 

houve diferença no efeito das diferentes bactérias. Antes do mais, um ponto que 

merece ser mencionado foi a grande variação observada entre os indivíduos na 

expressão dos marcadores e na produção das citocinas, em todas as análises 

realizadas nesse estudo. Este fenômeno dificultou a análise estatística dos dados e 

a determinação de padrões distintos para alguns dos parâmetros estudados. 

Uma das hipóteses do presente estudo era que a bactéria não-patogênica 

fosse capaz de induzir alterações fenotípicas e funcionais nas MDDCs diferentes 

daquelas induzidas pelas bactérias patogênicas. S. sanguinis diminuiu a quantidade 

de células maduras, diminuindo o número de eventos e a porcentagem das células 

CD80, CD86 e CD83 positivas nos indivíduos com periodontite. Entretanto, induziu, 

de maneira surpreendente, mesmo na ausência de IL-12, um aumento na 

proliferação de linfócitos T produtores de IFNγ, a mais importante citocina ativadora 



 

 

79

da resposta bactericida de macrófagos. Uma possível explicação para tal 

observação seria o fato de que o S. sanguinis é um comensal da microbiota 

periodontal, e a interação desses microrganismos com as células epiteliais induz um 

estado de inflamação fisiológica, que ajuda a conter os comensais na superfície 

mucosa, mantendo uma co-existência harmoniosa entre microrganismo e hospedeiro 

(Kinane et al., 2007). Entretanto, uma invasão acidental da mucosa (conseqüência 

de um trauma, por exemplo) induz uma intensa resposta imune a fim de eliminá-lo. 

Assim, nós sugerimos que o lisado dessa bactéria também é capaz de estimular as 

MDDCs a produzirem uma forte resposta imune in vitro. De certa forma confirmando 

nossa observação, Kopitar et al. (2006) relataram que MDDCs incubadas com um 

outro comensal oral, o Bacteroides fragilis, direcionam a diferenciação de linfócitos T 

naive em linfócitos TH1. Certamente, é necessário investigar a expressão de outras 

citocinas padrão TH2, como IL-4 e IL-6, nas MDDCs tratadas com S. sanguinis.  

Intrigantemente, o comportamento funcional das MDDCs pulsadas com P. 

intermedia, em relação às citocinas secretadas pelos linfócitos, em ambos os 

grupos, foi equivalente ao promovido pela bactéria não-patogênica. Ora, se o 

tratamento das MDDCs com diferentes espécies bacterianas, patogênica ou não, 

apesar de induzir diferentes fenótipos, não promove distintas funções das MDDCs, o 

que estaria regulando a produção de citocinas que ativam os linfócitos a desenvolver 

uma resposta semelhante? É importante lembrar que diferentes estados de ativação 

acarretam mudanças funcionais nas células dendríticas. O microambiente em que se 

dá a apresentação de antígeno é um fator importante, capaz de determinar como a 

resposta imune irá se desenvolver. Sendo assim, nossos resultados a respeito das 

citocinas produzidas pelas MDDCs e, portanto, presentes no microambiente durante 
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a co-cultura entre MDDCs e células T, nos trazem informações importantes que 

serão discutidas a seguir.  

A produção de IFNγ pelas MDDCs tratadas com qualquer um dos lisados 

bacterianos foi diminuída em ambos os grupos. Esse achado está em concordância 

com a literatura, que relata a detecção de baixos níveis de IFNγ em pacientes com 

periodontite crônica (Jotwani et al., 2001). Uma possível explicação para tal, poderia 

ser atribuída aos altos níveis da citocina antiinflamatória IL-10 (Wang et al., 1999). 

Em nossos experimentos, demonstramos que diferentes bactérias são 

capazes de estimular as MDDCs a induzirem diferentes respostas de células T que 

ativam a produção de diferentes citocinas. Entretanto, considerável heterogeneidade 

no perfil de citocinas pode ser observada nos diferentes clones de células T, 

sugerindo que os fenótipos globais TH1 e TH2 podem apenas representar dois 

extremos de todos os fenótipos possíveis (Kelso, 1995). O tipo de citocina produzida 

precocemente em uma resposta imune parece ser a chave que determina qual 

resposta imune TH1 ou TH2 será gerada. Considerando que o perfil de síntese de 

citocinas das DCs é essencial no estabelecimento das funções efetoras dos 

linfócitos T (Saint-Vis et al., 1998), a secreção de maiores quantidades de IL-10 

pelas MDDCs pode indicar que quando o hospedeiro responde ao estímulo 

bacteriano com a produção de citocinas inflamatórias (IFNγ), existe uma produção 

simultânea de citocinas inibitórias (IL-10) para controlar a inflamação. As citocinas 

podem ativar os linfócitos de forma sinérgica ou antagônica, e o resultado dessa 

ativação dependerá do balanço entre as ações de várias citocinas (Gemmel et al., 

2007). Assim, o balanço entre as produções de IFNγ e IL-10 pelas MDDCs pode 

controlar as funções dos linfócitos T contra as bactérias estudadas in vitro. 
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Contrariando as expectativas iniciais, as MDDCs dos indivíduos 

saudáveis, pulsadas com o lisado da cepa menos patogênica (P. intermedia), 

apresentaram um fenótipo de células ativadas e com capacidade de co-estimulação 

(CD83+ CD86+), entretanto, não foram capazes de modular a proliferação dos 

linfócitos T. Uma possível explicação seria o fato de que uma grande quantidade de 

IL-10 fora detectada no sobrenadante das MDDCs pulsadas com P. intermedia, e 

essa IL-10 poderia estar inibindo a função de apresentação de antígenos das células 

dendríticas, visto que a IL-10 possui papel imunomodulador e parece suprimir a 

resposta antígeno-específica das células T (O’Garra, 1998). Adicionalmente, o 

aumento da expressão de IL-10 pelas MDDCs tratadas neste grupo saudável pode 

sugerir um padrão de desenvolvimento de tolerância nestes indivíduos. Por outro 

lado, podemos supor que a produção de IL-10 esteja ligada a um mecanismo de 

controle da resposta inflamatória, iniciada pela produção de citocinas pró-

inflamatórias. Apesar de esta explicação não estar formalmente demonstrada em 

nosso trabalho, visto que a IL-12 não foi detectada e somente pequenas quantidades 

de IFNγ foram quantificadas no sobrenadante dessas células, há relatos na literatura 

descrevendo o mesmo fenômeno quanto à produção de IL-10 por MDDCs quando 

estimuladas por LPS (Jotwani et al., 2001) ou outros agonistas de receptores tipo 

Toll (Corinti et al., 1999). Além disso, o fato da resposta ser mais regulada em 

relação a cepa de menor virulência, evidencia a capacidade das DCs em discriminar 

pequenas alterações nos patógenos e modular a resposta adaptativa 

adequadamente.  

Já no grupo periodontite, as MDDCs pulsadas com P. intermedia também 

secretaram IL-10, entretanto induziram a secreção de altos níveis de IFNγ pelos 

linfócitos T. Um ponto que deve ser mencionado é que, a quantidade e a qualidade 
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das moléculas co-estimuladoras pode influenciar diretamente o desenvolvimento das 

células T efetoras (Abbas et al., 1996). Nós observamos que a expressão de CD80 

foi aumentada (eventos, porcentagem e MIF) nessas células, o que pode estar 

associado à produção elevada de citocinas pró-inflamatórias relatada em pacientes 

com periodontite (Salvi et al., 1998; Takeichi et al., 2000), visto que a expressão de 

CD80 determina preferencialmente uma resposta TH1 (Cutler, Jotwani, 2004). 

No grupo periodontite, S. sanguinis, P. gingivalis e T. denticola  

diminuíram a secreção de IL-10 pelas MDDCs. Foi demonstrado que o LPS da P. 

gingivalis induz menor secreção de IL-10 pelas MDDCs do que o LPS da E. coli 

(Mahanonda et al., 2006). Nesse ponto, poderíamos especular que as bactérias 

periodontais podem regular a diferenciação, maturação e função das DCs via TLR e 

que esta ativação é distinta em indivíduos não-susceptíveis a periodontite crônica e 

em indivíduos com a doença. Os lipopolissacarídeos da P. gingivalis e da E. coli são 

reconhecidos pelos TLR2 e TLR4, respectivamente, o que contribui para os 

diferentes tipos de imunidade adaptativa (por exemplo, o balanço TH1/TH2) (Martin et 

al., 2001). Já foi demonstrado que LPS e lipídio A purificados de P. gingivalis são 

capazes de aumentar a expressão de receptores TLR2 e TLR4 (Hirschfeld et al., 

2001; Darveau et al., 2004) e que LPS de A. actinomycetemcomitans e 

Fusobacterium nucleatum também ligam-se ao TLR4 (Yoshimura et al, 2002; 

Mochizuki et al, 2004). Através de vias de sinalização intracelulares, os receptores 

ativam fatores de transcrição que determinam o perfil de citocinas que será 

produzido (Janeway Junior, Medzhitov, 2002). Dessa forma, a sinalização 

intracelular via TLR também precisa ser melhor investigada para verificar se o perfil 

de citocinas induzido por essas bactérias está associado a estes receptores e se a 

resposta imune gerada será protetora ou patológica ao indivíduo. 
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Frente a essas observações, confirmamos nossa segunda hipótese, pois 

pudemos observar as diferentes alterações fenotípicas e funcionais das MDDCs 

entre os indivíduos susceptíveis e não-susceptíveis à periodontite crônica. Além 

disso, nossos achados de que as MDDCs dos indivíduos com periodontite crônica 

pulsadas com os lisados bacterianos apresentaram menor tamanho, são 

compatíveis com a idéia de que este tamanho diminuído represente uma diminuição 

da área de superfície destas células, levando então à exposição de uma menor 

quantidade de moléculas de apresentação de antígenos, bem como de moléculas 

co-estimuladoras na superfície celular.  

Outro fato que chamou muita atenção é que as células dos indivíduos 

com periodontite, pulsadas com uma das bactérias mais patogênicas, adquirem, in 

vitro, um fenótipo competente em estimular a resposta imune adaptativa. Assim, a 

expressão de CD83 e a produção da citocina inflamatória IFNγ foram maiores em 

MDDCs pulsadas com T. denticola  no grupo periodontite. As MDDCs pulsadas com 

o lisado da espiroqueta também foram capazes de induzir maiores níveis de 

proliferação de linfócitos T dos indivíduos com a doença. Em conjunto os resultados 

indicam que as células dendríticas geradas in vitro na presença do T. denticola  

adquirem a competência de apresentar antígenos e de estimular a resposta 

adaptativa induzindo a proliferação de linfócitos T. Entretanto, uma investigação 

mais a fundo é necessária para se entender como essa bactéria induz, in vivo, a 

resposta imune associada ao desenvolvimento e progressão da doença periodontal. 

Em relação ao grupo saudável, uma explicação plausível para justificar a 

incapacidade funcional das MDDCs pulsadas com T. denticola  seria o fato de que 

ocorreu uma sub-regulação da molécula CD1a nesse grupo. A molécula CD1a 

caracteriza um subtipo de DCs, o das células de Langerhans, inicialmente descritas 
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como um tipo celular da pele (Sallusto, 2001; Romani et al., 2003). Embora muitos 

autores descrevam a molécula CD1a como marcador de DCs imaturas (Bell et al., 

1999; Iwamoto et al., 2003), outros autores afirmam que o CD1a não está presente 

em todas as DCs imaturas, mas que é restrito à subpopulação de células de 

Langerhans (Shortman, Liu, 2002). As moléculas CD1 representam uma classe 

separada das moléculas tipo MHC e possuem a capacidade de reconhecer e 

apresentar antígenos lipídicos aos linfócitos T (Porcelli et al., 1999). Assim, no grupo 

saudável, a diminuição da expressão de CD1a observada nas MDDCs tratadas com 

T. denticola pode indicar que o componente lipídico desse patógeno induz as 

MDDCs a um estágio de maturação no qual a capacidade de reconhecimento e 

apresentação de antígenos é reduzida, o que pode representar um mecanismo de 

modulação da resposta do hospedeiro em indivíduos não-susceptíveis à 

periodontite.  

No presente trabalho, observou-se que as MDDCs do grupo saudável 

estimuladas pela P. gingivalis exibiram um aumento da porcentagem de células com 

capacidade co-estimuladora, porém com diminuição da intensidade de fluorescência 

das moléculas co-estimuladoras, e não foram capazes de modular a proliferação dos 

linfócitos. Estudos prévios relataram que a co-cultura de DCs com lisado de P. 

gingivalis, LPS de P. gingivalis e P. gingivalis com fímbrias vivas leva à maturação 

das DCs e proliferação de células T induzida pelas DCs (Aroonrerk et al., 2003, 

Cohen et al., 2004; Jotwani, Cutler, 2004). A distinta regulação da função das DCs 

aqui descrita pode estar relacionada às diferenças na purificação das MDDCs e 

linfócitos, ao estágio de maturação das MDDCs, à forma do antígeno (proteína, 

peptídeo e extrato total) (Maldonado-Lopez et al., 1999) ou a diferença na 

susceptibilidade à periodontite dos indivíduos dos diferentes estudos.  
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Outro ponto que merece ser mencionado é que a expressão do CD86 

diminuiu bastante nas MDDCs estimuladas com P. gingivalis no grupo periodontite. 

Sabe-se que a ligação do antígeno ao TCR na ausência do co-estímulo (CD80 e/ou 

CD86) não apenas causa uma falha na ativação da célula T, como também leva a 

um estado chamado de anergia, no qual a célula T perde a capacidade de proliferar 

e produzir citocinas (Powell et al., 1998). Essa condição pode ter um profundo efeito 

na ativação das células T antígeno-específicas seja por causar anergia e/ou 

apoptose (Bonasio et al., 2006) ou por atrasar o desenvolvimento da resposta 

primária contra esta bactéria, prejudicando sua eliminação. Isto, porém, permanece 

uma especulação, pois não analisamos marcadores de apoptose.     

É interessante observar que a porcentagem de células CCR7+ diminuiu 

no grupo saudável e aumentou no grupo periodontite, independente da espécie 

bacteriana, e que as MDDCs pulsadas com S. sanguinis e T. denticola  também 

exibiram diminuição da intensidade de fluorescência dessa molécula no grupo 

saudável e aumento no grupo periodontite. Esse resultado sugere que estas 

espécies bacterianas, não-patogênica ou patogênica, podem prejudicar a ativação e 

migração das DCs em indivíduos periodontalmente saudáveis. Isto poderia explicar a 

ausência de destruição tecidual periodontal em indivíduos não-susceptíveis a 

periodontite, já que a destruição periodontal tem sido associada ao desenvolvimento 

de uma resposta específica exagerada (Seymour, 1987; Séguier et al., 2000), 

resposta esta que depende do estímulo das DCs.  

Pelo menos 700 espécies bacterianas colonizam a boca humana, sendo 

que 500 espécies foram identificadas no biofilme subgengival (Paster et al., 2006). 

Muitas espécies, a exemplo do S. sanguinis, são bactérias comensais que colonizam 

a cavidade oral tendo um relacionamento simbiótico com o hospedeiro. P. gingivalis, 
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P. intermedia e T. denticola  são espécies patogênicas, componentes da microbiota 

indígena detectadas em baixos níveis no periodonto saudável comparados a 

periodontite. Assim, os resultados apresentados nesse estudo são consistentes com 

a noção de que para se promover uma defesa apropriada contra potenciais 

patógenos, o sistema imune de mucosas deve estar devidamente regulado. 

Antígenos capturados e apresentados às células T pelas células dendríticas, sob 

condições fisiológicas, podem induzir tolerância (Uhlig, Powrie, 2003). Em contraste, 

antígenos capturados pelas DCs no contexto da inflamação ou destruição tecidual, 

induzem uma ativação prolongada dos linfócitos T. 

A periodontite crônica compartilha características similares com outras 

doenças infecciosas como, por exemplo, a sífilis causada pelo Treponema pallidum 

e a doença de Lyme causada pelo Borrelia burgdorferi. Entretanto, essas bactérias 

induzem a maturação completa das células dendríticas (Hertz et al., 2001; Suhonen 

et al., 2003), enquanto, segundo os resultados aqui apresentados, a diferenciação e 

maturação das MDDCs é dependente da susceptibilidade do hospedeiro a doença e 

não apenas da espécie bacteriana. 

As diferenças entre indivíduos saudáveis e doentes na expressão dos 

marcadores e função de células dendríticas, em resposta aos lisados aqui 

estudados, sugerem que o padrão de resposta imune seja a base para a 

compreensão das diferentes susceptibilidades dos indivíduos à periodontite crônica. 

Estes resultados evidenciam que existe uma complexidade das relações entre 

sistema imune e bactérias periodontais. Tais observações devem ser consideradas 

em estratégias para modificar o padrão dessas interações, como as abordagens 

imunoterapêuticas contra a periodontite crônica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Os resultados desse estudo fornecem novas perspectivas em relação a 

um mecanismo imunobiológico envolvendo a susceptibilidade do hospedeiro à 

periodontite e um efeito distinto das diferentes bactérias da microbiota periodontal no 

estímulo da resposta imune. Nas células dendríticas dos indivíduos com saúde 

periodontal, o grau de diferenciação e maturação alcançado, juntamente com o perfil 

de citocinas produzido pelas células dendríticas e pelos linfócitos, sugerem um 

fenótipo promotor de tolerância nesses indivíduos, independente do estímulo ser 

patogênico ou não. Por outro lado, nas células dendríticas dos indivíduos com 

periodontite crônica, a diferenciação e maturação das células dendríticas, o perfil de 

citocinas detectado nos diferentes sobrenadantes e o aumento da proliferação dos 

linfócitos, sugerem um fenótipo promotor de respostas heterogêneas nesses 

indivíduos, o que pode explicar, pelo menos parcialmente, o desenvolvimento e 

progressão da doença. 
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ANEXO B - Termo de Consentimento 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

CARTA DE INFORMAÇÃO AOS VOLUNTÁRIOS 

Prezado(a) Sr(a): 

1 - O título da minha pesquisa é “Efeitos de bactérias da microbiota periodontal na 

diferenciação e função das células dendríticas humanas in vitro” 

O sistema imune é composto por diversas células distribuídas por todo o corpo que são 

responsáveis pelas defesas contra vírus, bactérias e tumores. Desta forma, o sistema imune 

pode atuar no controle das doenças da gengiva.  

Dentre as células envolvidas na defesa do organismo, estão as células dendríticas.  

2 - A Profa. Dra Patricia Ramos Cury é a responsável pela pesquisa. 

Seu contato profissional é: 

Faculdade e Centro de Pesquisas Odontológicas São Leopoldo Mandic 
R. José Rocha Junqueira, 13 
patriciacury@slmandic.com.br 
13045-755 - Campinas - SP 
Tel.: (19) 3211-3600 

3 - Essas informações estão sendo fornecidas para sua participação voluntária neste estudo, 

que visa avaliar a função e os aspectos externos de suas células dendríticas frente a estímulos 

por bactérias que causam doença gengival. 

4 - Para participação nesta pesquisa, o(a) senhor(a) responderá a um questionário sobre sua 

saúde geral e será avaliado(a) por um Cirurgião-Dentista utilizando uma pequena régua que 

permite a medida da gengiva ao redor dos dentes. Em seguida, uma parte do sangue que o 

senhor está doando e que, normalmente, é descartada será usada para a pesquisa. Usaremos 

apenas essa parte que não seria aproveitada para nada. 

Nenhum outro procedimento, nem qualquer outra participação serão necessários. 
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5 - Desconfortos e riscos: nenhum risco ocorrerá devido aos procedimentos de exame da sua 

gengiva. O exame da gengiva pode causar algum desconforto e um pequeno sangramento 

apenas quando existe inflamação gengival, similar ao que acontece quando o(a) senhor(a) 

escova os dentes. O sangramento é pequeno e pára espontaneamente.  

6 - Benefícios: o senhor terá a oportunidade de conhecer as condições da sua gengiva, de ser 

orientado a procurar um profissional para o tratamento e de contribuir para a evolução das 

pesquisas sobre as doenças da gengiva. 

7 - Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela 

pesquisa para esclarecimento de eventuais dúvidas através do endereço acima.  

9 - Sua participação no estudo é voluntária, e é garantida a liberdade da retirada de 

consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer tipo de 

prejuízo. 

10 - As informações obtidas no seu exame serão analisadas em conjunto com a de outros 

pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum paciente. 

11 - O(a) senhor(a) tem direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais do 

estudo. 

13 - Não há despesas pessoais para o(a) senhor(a). Também não há compensação financeira 

relacionada à sua participação. 

14 - Existe o compromisso do pesquisador de utilizar os resultados dos exames somente para 

esta pesquisa e para publicação da pesquisa em revista científica. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 Por este instrumento particular declaro, para efeitos éticos e legais, que eu 

(nome)................................................................................, (nacionalidade)..............................., 

(profissão)...................................., R.G:............................, CIC..................................., residente  

e domiciliado(a)....................................................................., na cidade de ..............................., 

estado......, fui informado dos objetivos, procedimentos, riscos e benefícios desta pesquisa, 

descritos acima. Entendo que terei garantia de confidencialidade, ou seja, que apenas dados 

consolidados serão divulgados e ninguém além dos pesquisadores terá acesso aos nomes dos 

participantes desta pesquisa. Entendo também, que tenho direito a receber informações 

adicional sobre o estudo a qualquer momento, mantendo contato com o pesquisador principal. 

Fui informado ainda, que a minha participação é voluntária e que se eu preferir não participar 

ou deixar de participar deste estudo em qualquer momento, isso NÃO me acarretará qualquer 

tipo de penalidade. 

           Compreendendo tudo o que me foi explicado sobre o estudo a que se refere este 

documento, concordo em participar do mesmo. 

Por estar de acordo com o teor do presente termo, assino abaixo o mesmo. 

Campinas, ............ de............................................... de 200.... 

..................................................................         

Assinatura do voluntário ou Responsável 

.................................................... 

Assinatura do pesquisador 
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ANEXO C - Tabelas de Resultados 

 

Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas (%) e intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de 

membrana HLA-DR, CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs tratadas com S. sanguinis. E = erro padrão da 

média. 

Streptococcus sanguinis 

                                                              Saudável                      Periodontite             Saudável                   Periodontite                Saudável             Periodontite 

  Eventos E Eventos E % E % E MIF E MIF E 

HLA-DR controle 3153 660.3 3856 842.8 74 7.7 72 9.9 91 33.9 91 28.3 

 tratamento 4482 1361.8 2984 863.9 73 8.1 56 12.8 75 31.1 137 76.9 

CD11c controle 3267 717.7 3465 789.5 78 7.1 55 5.2 129 55.3 127 25.9 

 tratamento 4040 845.4 2949 548.6 76 8.8 47 11.2 106 53.1 82 15.9 

CD14 controle 919 268.6 1302 256.0 29 10.2 23 3.3 12 2.5 3 0.4 

 tratamento 609 222.7 491 108.3 14 4.3 27 8.7 16 2.9 6 3.6 

CD80 controle 860 344.6 1460 362.8 22 9.0 31 9.5 24 2.7 26 2.2 

 tratamento 2333 1306.0 1148 501.9 33 9.9 21 10.2 20 1.4 26 2.7 

CD86 controle 1572 273.1 2325 722.0 41 9.3 57 7.9 110 32.5 82 37.8 

 tratamento 1948 620.0 1819 198.3 60 17.9 4 0.3 167 61.6 47 24.4 

CD83 controle 482 83.8 1025 359.6 13 3.7 19 7.2 24 3.9 28 2.4 

 tratamento 612 42.7 739 296.0 13 3.9 13 5.7 22 2.8 32 3.5 

CD1a controle 2834 1144.1 1839 378.0 52 15.3 41 5.6 81 47.3 68 17.2 

 tratamento 3498 1103.2 2070 426.1 53 15.1 35 8.8 100 15.3 72 24.3 

CCR7 controle 1371 853.3 1433 449.3 38 13.6 28 8.5 25 3.5 29 4.6 

 tratamento 568 372.6 1294 547.8 28 13.2 32 8.2 22 3.3 34 5.0 

CD123 controle 1301 439.1 2954 516.6 35 13.2 49 3.4 33 4.1 62 18.3 

 tratamento 1416 2116.0 2329 528.8 61 8.6 43 5.1 24 2.9 39 8.3 
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Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas (%) e intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de 

membrana HLA-DR, CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs tratadas com P. gingivalis. E = erro padrão da 

média. 

Porphyromonas gingivalis 

                                                           Saudável                            Periodontite                        Saudável             Periodontite            Saudável          Periodontite 

 Eventos E Eventos E % E % E MIF E MIF E 

HLA-DR controle 3153 660.3 3856 842.8 74 7.7 71 9.9 90 33.9 91 28.3 

 tratamento 3985 1178.8 3861 1271.9 73 4.4 63 15.6 112 39.1 141 73.2 

CD11c controle 3268 717.7 3465 789.5 76 7.1 63 5.2 129 55.3 127 25.9 

 tratamento 4081 696.8 2961 769.3 71 6.8 54 11.7 127 47.6 164 57.0 

CD14 controle 919 268.6 1302 256.0 29 10.2 23 3.3 12 2.5 3 0.4 

 tratamento 683 254.8 1484 368.4 24 8.9 23 7.1 12 3.4 7 1.2 

CD80 controle 860 344.6 1460 362.8 22 9.0 31 9.5 24 2.7 26 2.2 

 tratamento 2321 813.0 1970 490.6 34 12.8 33 6.6 21 2.6 28 5.4 

CD86 controle 1572 273.1 2325 722.0 41 9.3 49 7.9 110 32.5 62 37.8 

 tratamento 4169 1244.7 2387 515.0 61 15.9 37 13.4 48 16.3 44 23.5 

CD83 controle 482 83.8 938 359.6 13 3.7 19 7.2 24 3.9 28 2.4 

 tratamento 655 126.7 1219 506.2 12 2.5 22 7.4 21 2.1 29 3.3 

CD1a controle 2834 1144.1 1839 378.0 52 15.3 41 5.6 81 47.3 68 17.2 

 tratamento 2933 169.8 1364 539.0 51 15.6 24 23.8 90 15.4 64 25.5 

CCR7 controle 1868 853.3 1433 449.3 38 13.6 28 8.5 25 3.5 29 4.6 

 tratamento 909 287.1 1648 520.1 23 13.4 32 11.6 28 7.6 28 3.8 

CD123 controle 1301 439.1 2954 516.6 35 13.2 49 3.4 33 4.1 62 18.3 

 tratamento 1734 563.9 2842 777.5 49 20.6 37 12.8 35 7.0 48 25.8 
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Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas (%) e intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de 

membrana HLA-DR, CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs tratadas com P. intermedia. E = erro padrão da 

média 

Prevotella intermedia 

                                                           Saudável                            Periodontite                        Saudável             Periodontite            Saudável          Periodontite 

 Eventos E Eventos E % E % E MIF E MIF E 

HLA-DR controle 3153 660.3 3856 842.8 74 7.7 71 9.9 90 33.9 91 28.3 

 tratamento 1095 280.7 2569 1254.3 48 10.0 50 17.5 83 33.5 150 144.3 

CD11c controle 3268 717.7 3465 789.5 76 7.1 63 5.2 129 55.3 127 25.9 

 tratamento 1905 277.6 3710 1073.6 67 9.4 64 5.0 118 50.0 143 19.9 

CD14 controle 919 268.6 1302 256.0 29 10.2 23 3.3 12 2.5 3 0.4 

 tratamento 450 86.2 1866 283.2 13 5.0 25 3.6 22 3.6 8 3.2 

CD80 controle 860 344.6 1460 362.8 22 9.0 31 9.5 24 2.7 26 2.2 

 tratamento 567 117.0 1707 794.4 15 4.8 37 7.8 21 2.3 58 17.4 

CD86 controle 1572 273.1 2325 722.0 41 9.3 49 7.9 110 32.5 62 37.8 

 tratamento 1280 423.2 1153 343.1 49 18.7 31 8.1 172 13.6 84 56.4 

CD83 controle 482 83.8 938 359.6 13 3.7 19 7.2 24 3.9 28 2.4 

 tratamento 401 115.7 590 498.5 14 4.1 10 1.4 33 3.8 29 3.0 

CD1a controle 2834 1144.1 1839 378.0 52 15.3 41 5.6 81 47.3 68 17.2 

 tratamento 1461 245.3 2172 1685.5 43 19.4 9 5.8 103 8.1 77 49.3 

CCR7 controle 1868 853.3 1433 449.3 38 13.6 28 8.5 25 3.5 29 4.6 

 tratamento 452 263.6 2155 636.0 13 13.0 42 4.6 25 3.6 42 3.4 

CD123 controle 1301 439.1 2954 516.6 35 13.2 49 3.4 33 4.1 62 18.3 

 tratamento 1022 575.2 1575 1427.2 44 20.5 32 5.7 35 8.1 48 8.8 
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Número de células positivas (Eventos), porcentagem de células positivas (%) e intensidade de fluorescência (MIF) para as moléculas de 

membrana HLA-DR, CD11c, CD14, CD80, CD86, CD83, CD1a, CCR7 e CD123 das MDDCs tratadas com T. denticola. E = erro padrão da 

média. 

Treponema denticola 

                                                        Saudável                  Periodontite                      Saudável          Periodontite                 Saudável                      Periodontite 

 Eventos E Eventos E % E % E MIF E MIF E 

HLA-DR controle 3153 660.3 3856 842.8 74 7.7 71 9.9 90 33.9 91 28.3 

 tratamento 3883 1195.3 3667 794.0 67 10.5 78 5.3 75 24.6 92 27.8 

CD11c controle 3268 717.7 3465 789.5 76 7.1 63 5.2 129 55.3 127 25.9 

 tratamento 4368 1160.9 4118 748.7 79 4.8 81 6.1 155 43.4 104 22.5 

CD14 controle 919 268.6 1302 256.0 29 10.2 23 3.3 12 2.5 3 0.4 

 tratamento 68 46.5 219 11.0 1 0.9 5 1.3 12 1.1 13 5.0 

CD80 controle 860 344.6 1460 362.8 22 9.0 31 9.5 24 2.7 26 2.2 

 tratamento 1772 582.2 1108 197.5 38 10.9 27 10.7 13 5.7 25 9.8 

CD86 controle 1572 273.1 2325 722.0 41 9.3 49 7.9 110 32.5 62 37.8 

 tratamento 4994 1653.0 2274 157.0 99 23.6 69 42.0 158 17.2 42 11.7 

CD83 controle 482 83.8 938 359.6 13 3.7 19 7.2 24 3.9 28 2.4 

 tratamento 561 152.1 2605 1304.0 7 2.9 41 18.0 25 4.1 16 5.6 

CD1a controle 2834 1144.1 1839 378.0 52 15.3 41 5.6 81 47.3 68 17.2 

 tratamento 1838 597.5 5030 520.0 65 24.9 59 17.2 39 12.7 136 33.9 

CCR7 controle 1868 853.3 1433 449.3 38 13.6 28 8.5 25 3.5 29 4.6 

 tratamento 1215 169.5 2508 607.5 14 5.9 86 3.0 23 5.5 32 1.3 

CD123 controle 1301 439.1 2954 516.6 35 13.2 49 3.4 33 4.1 62 18.3 

 tratamento 1266 149.0 3970 1185.5 31 13.1 66 2.4 27 10.8 37 18.9 
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ABSTRACT  

We investigated the effects of P. intermedia on phenotypic and functional changes in cultured 

human monocyte-derived dendritic cells (MDDCs). MDDCs from systemically and 

periodontally healthy subjects were pulsed with a P. intermedia preparation; untreated cells 

were used as a control. IL-12, IL-10 and IFNγ were quantified in MDDC supernatants. 

MDDCs were co-cultured with allogeneic T cells and T cell proliferation was assessed. P. 

intermedia preparation affected MDDC differentiation, down-regulating HLA-DR, CD11c 

and CD1a mean fluorescence intensity (MFI) (p ≤ 0.05). CD80, CD86 and CD83 MFI 

presented a tendency for down-regulation in the bacteria treated-MDDCs, and the number of 

MDDCs positive for CD83 was decreased by the bacterial preparation (p = 0.05). The 

bacterial preparation upregulated IL-10 production. Bacteria treated-MDDCs inhibited T cell 

proliferation (p = 0.05). In conclusion, P. intermedia preparation down-regulates MDDC 

differentiation and maturation, and inhibits allogeneic T cell stimulation. Therefore, P. 

intermedia may decrease adaptive immune responses during the onset and progression of 

periodontitis.  

 

INTRODUCTION 

Dendritic cells (DCs) are a class of specialized, antigen presenting cells (APCs) that 

not only can express peptide-MHC complexes for T cell recognition, but also may exhibit the 

additional capacity to deliver so-called, co-stimulatory signals to naive T cells, thus triggering 

T cell activation and the initiation of many adaptive immune responses. This process is 

referred to as the sensitizing function of DCs (Banchereau and Steinman, 1998). 

Immature DCs that reside in peripheral tissues possess specialized capacities for 

internalizing and processing foreign antigens like the microbes that gain access to such sites, 

although they display little or no co-stimulatory activity. However, after internalizing foreign 
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antigens and receiving an activation signal, DCs migrate into organized lymphoid tissues, lose 

their ability to take up new antigens, and mature into potent APCs. By virtue of their capacity 

to respond directly to microbial stimuli and signals of innate immunity, and thus to acquire 

the capacity to interact with and stimulate T and B cell responses, DCs provide a central link 

between innate and adaptive immunity (Banchereau et al, 2000). 

Monocyte-derived DCs (MDDCs), produced by culturing monocytes with granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and interleukin-4 (IL-4) are phenotypically 

equivalent to the immature DCs that reside in peripheral tissues. When cultured in the 

presence of GM-CSF plus IL-4 (or IL-13), human CD14+ monocytes differentiate into cells 

resembling immature DCs, showing potent antigen uptake and processing capability (Schreurs  

et al, 1999). On subsequent exposure to microbial products like lipopolysaccharide (LPS), 

cytokines, or signals mimicking contact with T cells, these DCs mature into cells exhibiting 

potent sensitizing functions (Sallusto and Lanzavecchia, 1994). 

Periodontal diseases are characterized by chronic inflammatory lesions and destruction 

of the supporting periodontal tissues (Socransky et al, 1998). Prevotella intermedia, a Gram-

negative anaerobe specie, has been implicated as a putative periodontal pathogen owing to its 

isolation in lesions from patients with early and advanced periodontitis (Haffajee and 

Socransky, 1994). While, most living or killed microbes and microbial antigens induce 

maturation of human dendritic cell, the effects of P. intermedia are unknown. 

The present study investigates the effects of Prevotella intermedia preparation on the 

phenotype and function of MDDCs to better understand the role of APCs, which are clearly 

essential to the regulation and maintenance of local T cell responses in periodontitis lesions.  
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MATERIAL AND METHODS 

Bacterial Preparation 

P. intermedia (ATCC 49046) was cultured for 14 days in blood agar (Vetec, Duque de 

Caxias, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) supplemented with hemin (5 µg/mL), menadione (0.5 

µg/mL) and whole sheep blood (5% [vol/vol]) at 37ºC in an anaerobic jar (Permution, 

Curitiba, PR, Brazil) with an anaerobic atmosphere-generating system (Anaerogen, Oxoid, 

Unipath Inc., Nepean, Ontario, Canada). After the bacterial growth phase, bacterial lysates 

were prepared. Briefly, the bacteria were harvested by centrifugation at 500 x g for 2 min and 

the supernatant was discarded. The bacterial pellet was re-suspended in sterile Milli-Q water 

and then lysed by heating to 100ºC for 10 min (Iwabuchi et al., 2007). The protein 

concentration of the extracts was then measured (Protein Assay Kit, MRC - Molecular 

Research Center, Cincinnati, OH, USA), and the bacterial preparation was then aliquoted and 

stored at -20ºC until use. 

 

DC Preparation 

The study protocol was approved by the Institutional Ethics Committee. Peripheral 

blood was obtained from a local blood bank (Hemocentro, State University of Campinas, São 

Paulo, Brazil). Standard buffy coat samples were prepared from 4 systemically and 

periodontally healthy donors. Written informed consent was obtained from each volunteer.  

Human monocytes were isolated using Ficoll-paque Plus (Amersham Bioscience do 

Brasil Ltda., São Paulo, SP, Brazil) density gradient centrifugation method (Reis et al, 2008). 

The isolated monocytes were allowed to adhere to a plastic surface by plating 5 x 106 

cells/mL in RPMI 1640 medium (GibcoTM, Grand Island, NY, USA) supplemented with 10% 

Fetal Bovine Serum (FBS, GibcoTM, Grand Island, NY, USA) (R-10) for 2 h at 37ºC in a 5% 

CO2 atmosphere. Adherent monocytes were then cultured for 5 days in R-10 medium 
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supplemented with 50 ng recombinant GM-CSF (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) and IL-4 

(Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA) per mL. On day 4, 50 ng/mL GM-CSF and IL-4 were 

added to the medium and the DCs were either left untreated (control MDDCs) or treated with 

bacterial preparation in three concentrations: 5, 10 or 15 µg/mL for a dose-response analysis. 

Subsequently, on day 5, the medium was supplemented with 50 ng/mL recombinant human 

TNF-alpha (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA).  

 

Flow Cytometry 

On day 7, the MDDC yield and surface marker expression were assessed. Bacteria-

pulsed MDDCs and control MDDCs (105 cells) were examined by triple or quadruple 

immunofluorescence staining with PE, FITC, CY-5 or CY-7-conjugated monoclonal 

antibodies (MoAbs) specific for CD80, CD83, CD11c, HLA-DR, CD86, CD14, CCR7 and 

CD1a (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). After 20-min antibody incubation at 4 oC and 

washing, the cells were fixed in 2% paraformaldehyde/PBS plus 0.5% BSA (Bovine Serum 

Albumin; Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).  

Cell acquisition was performed in a FACSCalibur flow cytometer and analysis was 

carried out using a CellQuest software (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA). Cells 

exhibiting the phenotype defined as HLA-DR+ CD11c+ CD14-/low, gated for size (forward 

scatter, FSC) and granularity (side scatter, SSC) in a range that excluded dead cells and 

debris, were regarded as MDDCs and the mean fluorescence intensity (MFI) was analyzed. 

 

Lymphocyte preparation and T cell proliferation assay 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were separated by rosetting with AET (2-

aminoethylisothiouronium bromide hydrobromide; Sigma, St Louis, MO, USA)-treated sheep 

red blood cells. Either bacteria-treated or untreated DCs (105 DCs) were irradiated (1250 rad, 
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15 min) and cultured with a constant ratio (1:30) of allogeneic CFSE-labeled T cells (3 x 106 

T cells) in a 96-well-round bottom, tissue culture plate for 7 days. T cell proliferation was 

assessed by analysis of CFSE (CarboxyFluoroscein Succinimidyl Ester; Sigma®, Saint Louis, 

MO, USA) fluorescence intensity in a Flow Cytometer (FACSCalibur, Becton Dickinson, 

Mountain View, CA). 

T cell proliferation in response to phytohemagglutinin (PHA; Sigma®, Saint Louis, 

MO, USA) was used as a positive control. 

 

Quantitation of IL-12, IL-10 and IFNγ 

Day-4 MDDCs were either left untreated (control MDDCs) or incubated for 48 h with 

bacterial preparation at 10 µg/mL, and IFNγ, IL-12 and IL-10 were measured in culture 

supernatants by ELISA using commercially available kits (R & D Systems, Minneapolis, MN, 

USA) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Statistical analysis 

Student’s paired t-test was used to evaluate the effect of the bacterial preparation on 

the expression of the different molecules, cytokine expression and T cell proliferation. 

Significance was set at 5%. 

 

RESULTS  

MDDC differentiation and maturation  

 Prevotela intermedia preparation decreased 2.7-fold the percentage of cells of greater 

size (FSC) and granularity (SSC) compared to the control (p = 0.05) (Figure 1). 

 The effect of P. intermedia lysates on MDDCs was evaluated by exposing 

differentiated MDDCs to the different bacterial preparation concentrations (5, 10 and 15 
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µg/mL) in vitro (data not shown). At 10 µg/mL the P. intermedia preparation significantly 

affected HLA-DR and CD11c expression, and this dose was thus used in further experiments.  

 P. intermedia preparation affected MDDC differentiation, down-regulating HLA-DR 

and CD11c expression (p ≤ 0.05) (Figure 2). Staining for the monocyte/macrophage marker 

CD14 was slight or negative and was not affected by the P. intermedia preparation.  

 P. intermedia preparation down-regulated MDDC activation or maturation, decreasing 

the number of MDDCs positive for CD83 (p = 0.05).  In the same way, CD80 and CD86 

expression (co-stimulatory molecules) showed a tendency for reduction in the bacteria-treated 

(MFI ± standard error- CD80: 22.25 ± 2.39, CD86: 65.09 ± 18.55) compared to untreated 

cells (CD80: 26.57 ± 2.61, CD86: 131.05 ± 46.22) (Figure 2).  

Staining for chemokine receptor associated with tissue trafficking CCR7 was not 

significantly affected by the P. intermedia preparation (p = 0.4). 

CD1a expression (molecule associated to MDDC capacity to present microbial antigen 

to T cells) was down-modulated in the presence of the bacterial preparation (p = 0.05) (Figure 

2). 

 

T cell Proliferation 

After 7 days of co-culture, a 0.66 (± 0.16)-fold inhibition of allogeneic T cell 

proliferation was induced by P. intermedia-pulsed MDDCs compared to control MDDCs (p = 

0.05) (Figure 3).  

 

IFNγ, IL-10 and IL-12 expressions 

Supernatants of MDDC cultures were analyzed after 48 h of stimulation by P. 

intermedia. IL-12 and IFNγ levels were not affected significantly by bacterial preparation. 

However, IL-10 production was upregulated (333.51 ± 41.54 pg/mL, p = 0.05) (Figure 4). 
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Control MDDCs produced IL-10 (mean ± standard error: 228.69 ± 59.51 pg/mL) and IFNγ 

(21.17 ± 14.26 pg/mL), while IL-12 was not detectable. 

 

DISCUSSION 

Numerous factors regulate DC maturation, including pathogen-related molecules such 

as LPS, bacterial DNA and double-strand RNA. These factors influence the balance between 

pro-inflammatory and anti-inflammatory signals in the infection microenvironment and T 

cell-derived signals (Banchereau et al., 2000), and thus affect the course of many diseases. 

We show here that preparation of P. intermedia influence MDDC differentiation, maturation 

and function. Firstly, the bacterial preparation induced a reduction in the percentage of large-

sized cells of greater granularity. Secondly, MDDC differentiation and maturation were 

reduced. Finally, allogeneic T cell proliferation was inhibited by P. intermedia-treated 

MDDCs.  

Maturation of MDDCs involves morphological and molecular changes. Immature 

MDDCs are medium-sized, highly phagocytic cells. During the course of maturation, 

cytoplasmic volume and granularity increase, phagocytic activity decreases and cell surface 

expression of MHC class II (HLA-DR), CD83 and co-stimulatory molecules such as CD80 

and CD86 increases, which enables antigen presentation to naive CD4+ and CD8+ T cells, 

promoting the adaptive immune response (Banchereau and Steinman, 1998; Banchereau et al., 

2000; Porcelli and Modlin, 1999; Lanzavecchia, 1999). Thus, P. intermedia down-regulates 

MDDC maturation, decreasing the population of cells of larger size and greater granularity, 

HLA-DR and CD11c expression and decreasing expression of co-stimulatory molecules. 

Although most living or killed microbes as well as a wide variety of purified microbial 

antigens induce maturation of human DCs (Huang et al., 2001; Rescigno et al., 2000;  Thery 

and Amigorena, 2001), some microbes, including the parasites Plasmodium malariae and 
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Trypanosoma cruzi inhibit this process (Urban et al., 1999; Van Overtvelt et al., 1999). The 

mechanisms used by P. intermedia to affect MDDC phenotype may be regulated via a Toll-

like receptor mediated pathway, which need to be investigated. The reduction of the 

population of cells of larger size and greater granularity may indicate a cytotoxic effect of P. 

intermedia on MDDCs.  

CD1 molecules constitute a separate lineage of MHC-like molecules that function in 

binding and presenting lipid antigens to T cells (Porcelli and Modlin, 1999). Thus, the down-

regulation of CD1a, as demonstrated here, suggests that the P. intermedia preparation reduces 

the uptake and presentation of this antigen. Similarly, CD1a down-regulation has been 

reported in MDDCs infected with virulent Mycobacterium tuberculosis (Stenger et al., 1998). 

These data suggest that a tolerogenic MDDC phenotype may be induced by P. intermedia. 

However, as CCR7 expression was not affected by the P. intermedia, these cells may be able 

to traffic to T-cell areas but do not properly present antigens.  

MDDC function was also significantly down-regulated by P. intermedia preparation, 

which may be related to the reduced proliferative response of peripheral blood mononuclear 

cells from periodontitis patients (Emingil et al., 2001) and the predominance of B cells rather 

than T cells in progressive periodontitis (Gemmell et al., 2002). Similar to our findings, it has 

been shown that allogeneic and autologous T cells isolated from gingival tissue do not 

proliferate in response to P. intermedia-pulsed DCs (Aroonrerk et al., 2003). T. denticola, 

other putative periodontal pathogen, also suppresses human lymphocyte proliferative response 

to mitogens and antigens (Shenker et al., 1984). 

The cytokine synthesis profile of the APC plays an important role in establishing the 

effector function of differentiated Th cells. IL-12 directs Th1 differentiation (Coffman et al., 

1999; O'Garra, 1998) while IL-4 mediates Th2 cell differentiation (Swain et al., 1990), and 

IL-10 skews T cell responses towards T regulatory cells that produce high IL-10 titers and 
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inhibit Ag-specific T cell responses (Groux et al., 1997). The bacterial preparation increased 

IL-10 production, suggesting that P. intermedia may exert a regulatory effect on T cell 

response. Further, upregulation of IL-12 has been regarded as a marker of DC maturation 

(Rescigno et al., 1998). Since P. intermedia decreased DC maturation (number of MDDCs 

positive for CD83), it was expected that the bacterial preparation did not affect or reduce IL-

12 production.  

Control MDDCs produced low levels of IFNγ, and the P. intermedia preparation did 

not affect IFNγ production. Impairment of the ability of DCs to undergo further maturation 

when pulsed with this bacterial preparation, and to produce higher IFNγ titers may result in 

the reduced stimulation of Th1 immunity and the Th2 skewing response seen in periodontitis 

(Gemmell and Seymour, 1994; Lappin et al., 2001; Seymour, 1987; Yamazaki et al., 1995).  

As many as 700 bacterial species colonize the surfaces of the human oral cavity, and 

500 species can be detected in subgingival biofilms (Paster et al., 2006). Most species are 

commensal bacteria that colonize the oral cavity in an overall symbiotic relationship with the 

host. P. intermedia, a component of the indigenous microbiota, is a pathogenic species 

detected at low levels in the healthy periodontium compared to periodontitis. Thus, the down-

regulation of MDDC differentiation, maturation and function reported here is consistent with 

the notion that to provide sufficient defense against potential pathogens while restricting the 

immune response to resident bacteria, the mucosal immune system must be tightly regulated. 

Antigens captured and presented to T cells by DCs under physiological conditions may induce 

tolerance (Uhlig and Powrie, 2003). In contrast, antigens taken up by DCs in the context of 

activation stimuli such as those occurring during inflammation or tissue destruction induce 

prolonged T cell activation. These two functions of DCs maintain tolerance to commensal 

bacteria.  
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In conclusion, P. intermedia preparation down-regulate MDDC differentiation and 

maturation and expression of costimulatory molecules, and upregulate IL-10 production 

inhibiting allogeneic T cell stimulation. These findings suggest that P. intermedia may impair 

adaptive immune responses during the course of periodontitis, or may explain the tolerance to 

this species under normal physiological conditions. 
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Figure 1. MDDC yield and morphology. Prevotella intermedia preparation induced a 2.7-

fold reduction in the percentage of cells of larger cell-size (FSC) and greater granularity 

(SSC). 
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Figure 2. Expression of HLA-DR, CD11c, CD80, CD86, CD83 and CD1a by MDDCs. P. 

intermedia preparation affected MDDC differentiation and maturation, downregulating HLA-

DR, CD11c, CD1a, CD80, CD86 and CD83. Filled histograms represent unstimulated cells; 

empty histograms represent P. intermedia-stimulated cells. 
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Figure 3. T cell proliferation. Prevotella intermedia-pulsed MDDCs inhibited the 

proliferation of allogeneic T cells 0.66 (± 0.16)-fold (Empty histogram) compared to control 

MDDCs (Filled histogram). 

 

 

Fig. 4. IFNγ, IL-10 and IL-12 titers expressed in untreated and Prevotella intemedia-

treated MDDCs. Untreated MDDCs produced high IL-10 titers, and lower or non-detectable 

IFNγ and IL-12 titers, respectively. The bacterial preparation down-regulated IFNγ 

production but upregulated IL-10 and IL-12 production (N= 4). *p < 0.05 compared to 

untreated MDDCs 
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