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RESUMO 

 

O ácido hialurônico (AH) é um componente da matriz extracelular que tem sido 

utilizado no tratamento de inflamações articulares e da doença periodontal. Estudos 

têm mostrado que o AH é capaz de modular a resposta inflamatória, induzir 

angiogênese, quimiotaxia, diferenciação celular e reparo tecidual, além de possuir 

atividade bacteriostática. Como o AH é clinicamente aplicado diretamente nos 

tecidos ósseo, gengival e do ligamento periodontal, sua utilização pode afetar os 

mecanismos imunoinflamatórios nesses tecidos, os quais participam do controle do 

processo de reparo e são responsáveis pela manutenção da homeostase 

periodontal. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do AH na produção de 

citocinas por monócitos estimulados in vitro por lipopolissacarídeos (LPS) de 

Porphyromonas gingivalis. Células mononucleares de sangue periférico de nove 

indivíduos saudáveis foram estimuladas com LPS de P. gingivalis e em seguida 

incubadas com AH. A produção das citocinas IL-1 , IL-6, IL-10 e IL-12, bem como a 

expressão do receptor de IL-10 (IL-10R), foram quantificadas por meio de reações 

de imunofluorescência e análise por citometria de fluxo. O teste ANOVA um critério 

com repetição seguido do teste post hoc de Bonferroni foram utilizados com nível de 

significância de 5%. Os resultados mostraram que a incubação com AH, embora não 

tenha afetado as frequências de monócitos produtores das citocinas avaliadas, 

aumentou a frequência de monócitos expressando IL-10R quando comparado ao 

grupo estimulado apenas com LPS. Nossos dados sugerem que AH pode 

desempenhar funções de modulação da resposta imunoinflamatória estimulada por 

LPS de periodontopatógeno por meio da estimulação da expressão do receptor de 

IL-10 em monócitos. 

 

Palavras-chave: Ácido hialurônico. Citocinas. Lipopolissacarídeo. Porphyromonas 

gingivalis. Monócitos. 



ABSTRACT 

 

Hyaluronic acid (HA) is a component of the extracellular matrix that has been used to 

treat joint inflammation and periodontal disease. Studies have shown that HA can 

modulate inflammatory responses, inducing angiogenesis, chemotaxis, cell 

differentiation and tissue repair as well as having bacteriostatic activity. As HA is 

clinically applied directly to bone tissue, gingival and periodontal ligament, its use can 

affect the immunoinflammatory mechanisms in these tissues, which participate in the 

control of the repair process and are responsible for maintenance of periodontal 

homeostasis. The objective of this study was to evaluate the effect of HA on cytokine 

production by monocytes stimulated in vitro by lipopolysaccharide (LPS) of 

Porphyromonas gingivalis. Mononuclear cells from peripheral blood of nine healthy 

individuals were stimulated with LPS of P. gingivalis and then incubated with HA. The 

production of IL-1 , IL-6, IL-10 and IL-12 as well as the expression of IL-10 receptor 

(IL-10R) were quantified by immunofluorescence reactions and analysis by flow 

cytometry. The ANOVA one way repeat followed by a post hoc Bonferroni test were 

used with a significance level of 5%. The results showed that incubation with HA, 

although it has not affected the frequencies of monocytes producing the cytokines 

evaluated, increased frequency of monocytes expressing IL-10R compared to the 

group stimulated only with LPS. Our data suggest that HA could perform functions of 

modulation of immunoinflammatory response stimulated by LPS periodontopathogen 

through stimulation of the expression of the IL-10 receptor on monocytes. 

 

Keywords: Hyaluronic acid. Cytokines. Lipopolysaccharide. Porphyromonas 

gingivalis. Monocytes. 

 



AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente gostaria de agradecer ao professor Paulo Eduardo Alencar de 

Souza pela paciência e ajuda. 

Aos colegas de turma pela experiência e companheirismo durante esses dois 

anos. 

Aos familiares e amigos pelo apoio e compreensão.  

Gostaria de agradecer à FAPEMIG pelo apoio financeiro. 

À Professora Walderez Ornelas Dutra e aos alunos do Laboratório de Biologia 

das Interações Celulares do ICB/UFMG, especialmente à doutoranda Luisa 

Magalhães, por todo o apoio e orientação nos experimentos. 

À aluna de iniciação científica Isabella Coelho pela ajuda durante o trabalho. 



LISTA DE ABREVIAURAS 

     

AH – Ácido Hialurônico 

HMWHA – Ácido Hialurônico de alto peso molecular 

LMWHA – Ácido Hialurônico de baixo peso molecular 

IL-1 – Interleucina 1 

IL-6 – Interleucina 6 

IL-10 – Interleucina 10 

IL-12 – Interleucina 12 

TNF-α – Fator de Necrose Tumoral-alfa 

IFN-ɣ – Interferon-gama 

M-CSF – Fator Estimulador de Colônia de Macrófagos 

VEGF – Fator de Crescimento do Endotelial Vascular 

NO – Óxido Nítrico 

MMPs – Metaloproteinases de Matriz 

SOCS – Supressores de Sinalização de Citocinas 

LPS – Lipopolissacarídeo 

RHAMM – Receptor de Motilidade de AH 

TLR4 – Receptor tipo Toll-4 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ....................................................................................................... 15 
1.1 Acido Hialurônico .............................................................................................. 16 
1.2 Utilizações clínicas do ácido hialurônico ........................................................ 19 
1.3 Papel das citocinas nos processos imunoinflamatórios periodontais ........ 21 
1.4 Participação do ácido hialurônico nos processos imunoinflamatórios ....... 26 
 
2 OBJETIVOS ........................................................................................................... 30 
2.1 Objetivo geral .................................................................................................... 30 
2.2 Objetivos específicos........................................................................................ 30 
 
3 ARTIGO ................................................................................................................. 31 
 
4 CONSIDERAÇÕES FINAIS ................................................................................... 45 
 
REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 46 
 

 



15 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo linear da matriz extracelular do 

tecido conjuntivo presente nas mucosas, tecidos periodontais mineralizados e não 

mineralizados e muitos outros órgãos do corpo. Por ser um componente importante 

da matriz extracelular e contribuir significativamente para a hidrodinâmica dos 

tecidos através de sua influência nos processos de migração e proliferação celular, o 

AH participa ativamente da dinâmica de reparo de feridas (BANSAL; KEDIGE; 

ANAND, 2010; TAMARI et al., 2011).  

Ao se ligar em diferentes receptores celulares, o AH regula vários processos 

biológicos, incluindo osteocondução, reparo de feridas, inflamação e invasão tumoral 

(TANAKA et al, 2011). Devido à sua ação estimuladora do reparo tecidual, o AH está 

sendo utilizado em tratamentos periodontais, como raspagem e alisamento radicular, 

cirurgias mucogengivais e na reparação alveolar e reparação de defeitos ósseos.  

Tem sido sugerido que o AH pode ter um efeito benéfico no tratamento da 

gengivite induzida por placa, na manutenção da saúde peri-implantar e de tecidos 

em regeneração óssea (GALLI et al, 2008). O HA tem mostrado efeitos anti-

inflamatório e antibacteriano, além da capacidade de reduzir o edema em 

tratamentos de gengivite e periodontite. Tem sido sugerido que o efeito anti-

inflamatório pode ser devido à ação exógena do AH, reduzindo a biodisponibilidade 

de prostaglandinas, metaloproteinases e outras moléculas bio-ativas presentes no 

meio extracelular (BANSAL; KEDIGE; ANAND, 2010). 

O contato direto do ácido hialurônico com os tecidos ósseo e conjuntivo 

fibroso do periodonto pode causar alterações nos processos celulares periodontais, 

os quais mantêm a integridade tecidual e o combate aos produtos microbianos 

provenientes do sulco gengival por meio da ação de células inflamatórias (LINDHE; 

KARRING; LANG, 2005). Como as citocinas são responsáveis pelo controle das 

funções celulares dos leucócitos, alterações quantitativas e qualitativas na produção 

das mesmas podem causar um desequilíbrio na resposta imunoinflamatória 

periodontal protetora, afetando o combate aos microorganismos e a preservação da 

integridade tecidual (ABBAS; LICHTMAN, 2007).  

O estudo do efeito do AH na produção de citocinas por células 

imunocompetentes estimuladas por produtos de periodontopatógenos pode contribir 

para a melhor compreensão sobre sua ação no tratamento da doença periodontal. 
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1.1 Acido Hialurônico 

 

O ácido hialurônico (AH) foi descoberto em 1934 por Karl Meyer e seu colega 

John Palmer, cientistas da Universidade de Columbia, New York, que isolaram uma 

substância química a partir do humor vítreo de olhos de vaca. Eles propuseram o 

nome ácido hialurônico, porque foi derivado da palavra grega hyalos (vidro), e 

continha duas moléculas de açúcar, uma das quais o ácido urônico (BANSAL; 

KEDIGE; ANAND, 2010). 

O HA é um polissacárido natural linear, de alta massa molecular composto 

por alternadas ligações de (1→4)-β ligados ao D-glucurônico (GlcA) e (1→3)-β 

ligados ao N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc). A estrutura química do HA é bastante 

regular. A única divergência é a possível substituição de GlcNAc com resíduos de 

glucosamina desacetilada (VOLPI et al., 2009). Suas moléculas podem ser de alto 

peso molecular (3000-4000 kDa) ou de baixo peso molecular (20 kDa) (SADOWITS 

et al., 2012). 

 

                             Figura 1: Estrutura básica do ácido hialurônico 

                              

Fonte: SADOWITS et al., 2012 

 

O AH pertence a um grupo de substâncias conhecidas como 

glicosaminoglicanas (GAGs), que compreendem também o sulfato de  condroitina, 

sulfato de dermatano, sulfato de queratano, heparano e sulfato de heparina. O AH é 

o único GAG não sulfatado e o único não sintetizado no aparelho de Golgi (VOLPI et 

al., 2009). O AH é sintetizado na superfície interna da membrana plasmática como 

um polímero linear livre (SADOWITS et al., 2012). Está presente na matriz 

extracelular do tecido conjuntivo, do fluido sinovial, mesênquima embrionário, humor 

vítreo, pele e muitos outros órgãos e tecidos do corpo, e desempenha um papel vital 

no funcionamento de matrizes extracelulares (BANSAL; KEDIGE; ANAND, 2010). 
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O AH ocorre principalmente nas matrizes extracelulares, embora, 

recentemente, tenha sido demonstrado que também pode estar presente no meio 

intracelular. Dentro da maioria dos tecidos moles e duros, tais como na matriz da 

cartilagem articular, o AH está associado a uma proteína de ligação com um 

proteoglicano (PG), agrecano, que consiste de GAGs. Os agregados AH-agrecano 

têm enormes massas molares de até 100 MDa, incorporados dentro de uma 

estrutura de colágeno (VOLPI et al., 2009). O HA normalmente é encontrado em 

altas concentrações nos tecidos em que ocorrem rápida regeneração e proliferação 

celular, principalmente, durante a embriogênese e nas feridas cicatriciais. Também 

está envolvido na transdução de sinais celulares e na motilidade celular, sendo 

associado aos processos de invasão de células neoplásicas e formação de 

metástases (VOLPI et al., 2009). 

Diversas células possuem receptores de superfície específicos para o AH, 

sendo o CD44 o mais importante, além de outros receptores de superfície como o 

RHAMM (receptor de AH de motilidade), o LYVE-1 (endotélio linfático) e o HARE 

(envolvido com a endocitose) (BANSAL; KEDIGE; ANAND, 2010). 

Através de suas complexas interações com componentes da matriz e células, 

o AH desempenha múltiplos papéis biológicos, tanto por suas propriedades físico-

químicas, quanto biológicas. Esses papéis biológicos variam de uma função 

puramente estrutural na matriz extracelular até a regulação gênica por meio da 

ligação a receptores celulares.  Em termos físico-químicos, sua propriedade 

viscoelástica pode retardar a penetração de vírus e bactérias. Apresenta também 

efeitos de estimulação da migração, proliferação e diferenciação celular, ação 

angiogênica e bacteriostática, além de potencial osteocondutor (BANSAL; KEDIGE; 

ANAND, 2010). 

A concentração de ácido hialurônico (HA) livre no tecido é relativamente 

baixa. No entanto, níveis de AH são drasticamente elevados imediatamente após a 

lesão tecidual (ASLAN; SIMSEK; DAYI, 2006). Durante o processo inflamatório e na 

reparação tecidual, o AH se une a rede de fibrinas e ativa células inflamatórias como 

macrófagos, estimulando-os a migrar e destruir patógenos. Estimula também a 

produção de citocinas por queratinócitos, ameloblastos, fibroblastos e osteoblastos, 

as quais podem promover a inflamação. Mais tardiamente no processo inflamatório, 

o AH é degradado pela enzima hialuronidase, para produzir moléculas de AH de 

baixo peso molecular, as quais promovem a angiogênese (BRIGUGLIO et al., 2013). 
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Embora participe da indução da inflamação por estimular células teciduais, o 

AH também apresenta efeito anti-inflamatório, provavelmente devido à sua 

capacidade de reduzir a biodisponibilidade de mediadores inflamatórios e enzimas 

secretados na matriz extracelular, por meio de interações moleculares (BANSAL; 

KEDIGE; ANAND, 2010). 

O AH exibe propriedades antioxidantes e é capaz de modular a cicatrização 

de feridas, por meio do estímulo à migração e proliferação de células e pelo 

aumento da hidratação tecidual. No entanto, estes efeitos dependem, em parte, do 

tamanho molecular do AH (FERGUSON et al., 2011). 

Uma das funções mais importantes do AH é a regulação da homeostase da 

água nos tecidos, servindo como barreira à difusão de macromoléculas, modulando 

assim as funções celulares, como adesão e divisão celular (PISTORIUS et al., 

2005). 

Outra propriedade interessante do AH é que a sua estrutura molecular pode 

ser montada em vários pesos moleculares (GALLI et al., 2008). De acordo com 

Campos et al. (2012), formas de alto e de baixo peso molecular de AH apresentam 

efeitos opostos sobre o comportamento das células. AH de peso molecular elevado 

é capaz de inibir a atividade fagocítica de macrófagos, ao passo que AH de baixo 

peso molecular é conhecido por estimular esta atividade. HMWHA (AH de alto peso 

molecular) extracelular inibe o crescimento de células endoteliais e é, por 

conseguinte, de natureza anti-angiogênica. Estudo in vitro realizado por Maharjan, 

Pilling e Gomer (2011) mostraram que HMWHA promove a diferenciação 

fibroblástica, enquanto LMWHA (AH de baixo peso molecular) inibe esse processo.  

Polímeros de AH têm uma notável capacidade para se ligar ao fibrinogênio e, 

assim, desempenhar um papel importante na cicatrização de feridas. Além disso, 

eles estimulam a síntese de colágeno dos tipos I e VIII, que são moléculas da matriz 

extracelular associadas a células endoteliais angiogênicas (CAMPOS et al., 2012). 

O AH parece ser promissor nos procedimentos cirúrgicos para reparo ósseo, 

por apresentar diversas propriedades importantes para os processos envolvidos no 

reparo tecidual, como indução de angiogênese, controle do processo inflamatório, 

atividade osteocondutiva, atividade bacteriostática e estimulação da diferenciação de 

células mesenquimais (MENDES et al., 2008). Além disso, é de fácil aplicação. 

Diferentes estudos têm avaliado a associação de ácido hialurônico com enxertos 

ósseos, matriz de osso desmineralizado e cerâmicas de hidroxiapatita para 
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preenchimento de defeitos ósseos (ASLAN; SIMSEK; DAYI, 2006; BAKOS; 

SOLDAN; HERNANDEZ-FUENTES, 1999; COLNOT et al., 2005). 

 

1.2 Utilizações clínicas do ácido hialurônico 

 

A utilização de AH no tratamento de doenças inflamatórias já esta bem 

estabelecida em áreas médicas tais como ortopedia, dermatologia e oftalmologia. 

Tem sido usada em radioepitelite, osteoartrite do joelho, artrite reumatóide e cirurgia 

de catarata (BANSAL; KEDIGE; ANAND, 2010). 

Estudos clínicos têm mostrado que aplicação tópica de AH promove o reparo 

da mucosa nasal após cirurgia. Também tem sido demonstrado ser eficaz para 

reduzir a incidência de radioepitelite em pacientes que tenham sofrido radioterapia 

na cabeça e pescoço, mama ou carcinomas pélvicos (NOLAN et al., 2006). O AH 

tem sido também utilizado em procedimentos cirúrgicos dentro do olho e na 

superfície do olho para evitar secura e tem sido utilizado no preparo de lágrimas 

artificiais para pacientes com olhos secos (PARK et al., 2010).   

Segundo Bansal, Kedige e Anand (2010), o uso de ácido hialurônico a 0,8%, 

após o debridamento mecânico de feridas, tem gerado grandes benefícios clínicos 

em termos de cura após tratamento não cirúrgico.  

Foi relatado em um estudo recente sobre a cicatrização de feridas na pele de 

ratos, que a expressão de AH apesenta pico em sete dias e que este estimula a 

proliferação e migração de queratinócitos, sugerindo papel do AH no processo de 

reepitelização de feridas (TAMARI et al., 2011). 

O ácido hialurônico tem sido usado em Odontologia, na cicatrização de 

feridas, tratamento de gengivite e periodontite, tratamento de mucosite e 

periimplantite, tratamento de lesões aftosas, em disfunções da articulação 

temporomandibular, tratamento de candidíase, regeneração alveolar após extração 

e na cirurgia de implantes (ASLAN; SIMSEK; DAYI, 2006; NOBRE; CARVALHO; 

MALO, 2009; NOLAN et al., 2006; PARK et al., 2010; PISTORIUS et al., 2005; 

TAMARI et al., 2011). A presença de AH na saliva humana tem sido relatada e pode 

contribuir para a lubrificação, auxiliando na proteção da mucosa oral. Devido à sua 

propriedade viscoelástica e não imunogênica, o AH pode ser considerado uma 

molécula candidata para substitutos da saliva de pacientes com xerostomia (PARK 

et al., 2010). 
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O AH tem sido utilizado para tratamento de doenças periodontais. As doenças 

periodontais são infecções causadas por microrganismos que colonizam a superfície 

dentária supra ou subgengivalmente. Podem acometer o tecido de forma mais 

branda ou inicialmente (gengivite), envolvendo somente a gengiva, ou podem 

acometer o tecido periodontal de suporte como osso alveolar e ligamento periodontal 

(periodontite). O AH tem apresentado efeitos benéficos ao tratamento de doenças 

periodontais. 

Pistorius et al. (2005) demonstram que o potencial anti-inflamatório e 

reparador de AH aplicado de forma exógena leva a uma melhora significativa dos 

parâmetros clínicos inflamatórios no tratamento da gengivite. 

Karim et al. (2012) realizaram um estudo com 14 pacientes, que 

apresentavam defeitos ósseos periodontais de pelo menos 5 mm em pares de pré-

molares ou molares, sendo um o grupo teste e o outro o grupo controle. No grupo 

teste foi aplicado um gel de AH de 0,5 ml a 0,8% (Gengigel, Ricerfarma, Milan, Italy), 

enquanto o grupo controle foi aplicado um placebo. Os grupos foram avaliados logo 

após a cirurgia, 3 e 6 meses após a cirurgia. Os parâmetros utilizados foram nível de 

inserção clínica, profundidade da bolsa, recessão gengival, índice de sangramento e 

índice de placa. Após avaliação de todos os dados, observou-se uma diferença 

estatística significante (p < 0,05) entre os grupos teste e controle após 3 e 6 meses, 

onde o grupo teste apresentou maior ganho de nível de inserção clínica e redução 

da recessão gengival. Os outros fatores não apresentaram diferença estatística 

significativa, porém os dois grupos apresentaram resultados positivos em todos os 

parâmetros.  

Pilloni et al. (2011) avaliaram a eficácia de um biogel a base de ácido 

hialurônico nos parâmetros clínicos na doença periodontal. O estudo contou com 19 

pessoas, que apresentavam duas bolsas periodontais menores de 4 mm, sendo uma 

o grupo teste com ácido hialurônico e o outro o grupo controle. Foram avaliados 

sangramento à sondagem, redução de profundidade à sondagem, redução do índice 

de placa e ganho de inserção à sondagem. Os pacientes foram devidamente 

instruídos sobre a higienização diária e avaliados após 7, 14 e 21 dias. Todos os 

fatores avaliados tiveram maior eficácia no grupo tratado com ácido hialurônico em 

todas as consultas, e os pacientes não apresentaram nenhuma reação adversa ao 

AH. Assim, foi possível concluir que o tratamento com AH reduz a inflamação 

gengival e melhora os parâmetros clínicos periodontais.  
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Uma interessante aplicação do AH, mas ainda em fase experimental, é no 

reparo de alvéolos pós-extração. Um estudo piloto de boca dividida com oito coelhos 

mostrou maior formação óssea nas fases iniciais em alvéolos preenchidos com gel 

de AH a 0,8% em comparação com o grupo controle, preenchido apenas por 

coágulo (GALLI et al., 2008). Mendes et al. (2008) também mostraram aceleração do 

reparo ósseo em alvéolos de ratos preenchidos com gel de ácido hialurônico.  

Um estudo experimental, em fêmures de ratos, mostrou que o AH de alto 

peso molecular foi capaz de acelerar a formação de novo tecido ósseo por meio da 

diferenciação das células mesenquimais nas feridas ósseas, possivelmente por sua 

capacidade de manter fatores de crescimento na matriz, como o fator de 

crescimento transformante beta (TGF- , nos locais de reparo ósseo (SASAKI; 

WATANABE, 1995). 

O AH é biocompatível e seguro de se utilizar por meio de géis, injeções ou por 

via oral. Em alguns pacientes, podem ocorrer efeitos adversos ou colaterais do AH, 

como equimose, edema, eritema, prurido, dor e sensibilidade no local da injeção na 

pele, embora de gravidade reduzida (BANSAL; KEDIGE; ANAND, 2010). Galli et al. 

(2008) não relataram efeitos adversos ao se aplicar 0,2mL de gel de AH de alto peso 

molecular a 0,8% sobre feridas incisadas e suturadas na mucosa bucal de 

pacientes. 

Em um estudo in vitro realizado por Bogovic et al. (2011) para comparar a 

biocompatibilidade do AH com adesivo dentinário e hidróxido de cálcio no 

capeamento pulpar, foi mostrado que a cultura celular tratada com AH apresentou 

maior número de odontoblastos e fibroblastos do que a cultura controle, o que indica 

um grande potencial deste material para a criação de dentina reparadora. 

 

1.3 Papel das citocinas nos processos imunoinflamatórios periodontais 

 

A inflamação é um processo complexo caracterizado pela alteração da 

microcirculação que possibilita o extravasamento de plasma e a diapedese de 

leucócitos nos tecidos conjuntivos vascularizados (BRASILEIRO-FILHO, 2009). No 

sítio inflamatório, as células imunocompetentes desempenham suas atividades 

biológicas, que são dependentes da comunicação intercelular mediada 

principalmente pelas citocinas. Os macrófagos são células já presentes nos tecidos 

e sua ativação por meio do reconhecimento de produtos microbianos leva à 
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secreção de citocinas e outros mediadores inflamatórios, responsáveis por 

fenômenos vasculares e celulares (WELLS; RAVASI; HUME, 2005; FUJIWARA; 

KOAYASHI, 2005; KOPF; BACHMANN; MARSLAND, 2010). Em sítios de infecção 

bacteriana, produtos como os lipopolissacarídeos, ativam macrófagos estimulando a 

capacidade fagocitária e microbicida, por meio da geração de intermediários reativos 

derivados do oxigênio (ABBAS; LICHTMAN, 2007).  

As citocinas são polipeptídeos secretados em resposta a agentes agressores, 

que participam da comunicação celular no sítio inflamatório, estando envolvidas na 

multiplicação, ativação, inibição, recrutamento e morte celular (ABBAS; LICHTMAN, 

2007). Possuem ações pleiotrópicas ou redundantes e podem apresentar 

características pró- ou anti-inflamatórias.  

Interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e interferon-

gama (IFN-γ) são importantes mediadores da inflamação, por induzirem alterações 

no endotélio vascular, estimular o recrutamento leucocitário e os mecanismos 

efetores da imunidade celular (ROMAGNANI, 2002). As citocinas TNF-α, IL-1, IL-6 e 

o fator estimulador de colônia de macrófagos (M-CSF) são produzidos por 

macrófagos e estimulam a osteoclastogênese e consequente reabsorção óssea 

(ATHANASOU, 1996; BERTOLINI et al., 1986). Por outro lado, TNF-α, IL-1 e IL-6 

também são responsáveis por desencadear a osteogênese (THOMAS; PULEO, 

2011).  

IL-1 e TNF-α exibem uma resposta bifásica em lesões ósseas. Apresentam-se 

em níveis elevados imediatamente após a ocorrência de agressão tecidual, porém, 

tornam-se indetectáveis no espaço de 72 horas. Em cerca de 3 a 4 semanas após a 

lesão, ambas apresentam picos que podem corresponder a fases iniciais do 

processo de remodelação óssea (KON et al., 2001). TNF-α e IL-1 também 

apresentam capacidade de inibir a síntese de colágeno (HARRISON et al., 1998; 

HOROWITZ; KACENA; LORENZO, 2005). TNF-α atua no processo de migração de 

células em vários níveis, como indução da regulação de moléculas de adesão e 

estimulação da produção de quimiocinas, que são citocinas quimiotáticas envolvidas 

na migração de células para locais de inflamação (PESCHON et al., 1998;. 

DINARELLO, 2000; WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH, 2003; KINDLE et al., 

2006). IL-6 atua na promoção da diferenciação de osteoblastos e osteoclastos, na 

estimulação da expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e na 
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promoção da mineralização e maturação do tecido ósseo neoformado (HOROWITZ; 

KACENA; LORENZO, 2005; YANG et al., 2007). 

IL-12 é produzida principalmente por macrófagos, monócitos, células 

dendríticas e linfócitos B em resposta a produtos bacterianos e parasitas 

intracelulares QUEIROZ-JUNIOR et al., 2010). Atua estimulando a diferenciação de 

linfócitos T virgens no subtipo Th1, os quais são determinantes na resistência e 

combate a microrganismos intracelulares (YUN et al., 2001). IL-12 também estimula 

a produção de interferon gama (IFN-γ) e TNF-α por células NK e linfócitos T 

auxiliares (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2010). A secreção de IFN-γ induzida por IL-12 

aumenta a fagocitose e a produção de óxido nítrico (NO), potencializando a 

destruição de patógenos (TRINCHIERI; GEROSA, 1996). IL-12 também tem sido 

descrita como um supressor de citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-10 (TRINCHIERI; 

PFLANZ; KASTELEIN, 2003). Devido ao seu papel na resposta imune, a IL-12 tem 

sido implicada no desenvolvimento de várias doenças, incluindo doenças 

inflamatórias tais como artrite reumatóide (HUEBER et al., 2010), psoríase 

(GLOWACKA et al., 2010)  e  doenças bucais como periodontite (SASAKI et al., 

2008). 

Diferentemente da via destrutiva que envolve as citocinas pró-inflamatórias, 

as vias reguladoras mediadas por citocinas anti-inflamatórias podem controlar ou 

atenuar o desenvolvimento da inflamação. IL-10 interfere diretamente na produção 

de IFN-γ por linfócitos T, demonstrando importante função como citocina 

imunorreguladora (JOVANOVIC et al., 1998; NAUNDORF et al., 2009). Também 

inibe a atividade de células NK, reduzindo a expressão de IFN-  e TNF- , e a 

atividade de macrófagos, por reduzir a produção de diversas citocinas pró-

inflamatórias, como IL- -6, IL-8, IL-12 e TNF-  (COMMINS; STEINKE; 

BORISH, 2008; COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). IL-10 também inibe a expressão 

de moléculas co-estimulatórias CD80 e CD86 por células dendríticas e outras 

células apresentadoras de antígeno profissionais, reduzindo a emissão de co-

estímulos essenciais à ativação e diferenciação de linfócitos T (COMMINS; 

STEINKE; BORISH, 2008; COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). Por outro lado, tem 

sido demonstrado que IL-10 também possui indiretamente efeitos pró-inflamatórios, 

por meio da ativação da proliferação de linfócitos B e estimulação da secreção de 

imunoglobulinas (LARCHE, 2007; MAYNARD; WEAVER, 2008). 
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As proporções de citocinas produzidas pelas células do infiltrado inflamatório 

determinam os efeitos biológicos nos sítios de infecção, como o combate aos 

antígenos e microorganismos e a destruição tecidual (ABBAS; LICHTMAN, 2007). 

Na doença periodontal, a resposta imune inflamatória é responsável pelo maior dano 

causado aos tecidos periodontais, gerando as alterações patológicas que 

caracterizam as manifestações clinicas da doença (PHILIP; JOHN, 2011). A 

importância das citocinas na patogênese da doença periodontal é evidente em 

vários estudos. Elas não só atuam como iniciadoras e reguladoras da imunidade 

inata e adaptativa, mas também ativam mecanismos que causam dano aos tecidos, 

causando perda de função e doença clínica (PHILIP; JOHN, 2011). Na resposta 

inflamatória periodontal, além dos leucócitos, células teciduais como fibroblastos, 

células epiteliais e endoteliais também são fontes de citocinas (CARRICHES et al., 

2006). A manutenção da integridade dos tecidos periodontais e o combate aos 

produtos microbianos dependem diretamente do equilíbrio entre as diferentes 

citocinas e mediadores inflamatórios produzidos por células imunes reativas e com 

atividade supressora (CANDEL-MARTÍ et al., 2011). 

Entre os mediadores produzidos após reconhecimento bacteriano, citocinas 

como TNF-α, IL-1 e IL-6 foram as primeiras a terem seu papel reconhecido na 

patogênese da doença periodontal (GARLET, 2010). Diversas citocinas, como IL-1, 

IL-6 e IL-12, são encontradas em nível aumentado em biópsias de tecido periodontal 

e no fluido do sulco gengival de pacientes com periodontite (LINDBERG; BAGE, 

2013). A IL-1 tem sido a citocina mais estudada na doença periodontal, exercendo 

potente ação indutora da reabsorção óssea e da secreção de metaloproteinases de 

matriz (MMPs) responsáveis pela destruição dos tecidos periodontais (BIRKEDAL-

HANSEN, 1993). Os níveis locais de IL-1 diminuem significativamente após 

realização do tratamento (HOWELLS, 1995).  

TNF-α também está presente em níveis elevados no fluido crevicular gengival 

e nos tecidos periodontais doentes, onde está relacionada com a expressão de 

MMPs e RANKL, moléculas envolvidas na osteoclastogênese e reabsorção óssea 

(GRAVES; COCHRAN, 2003; GARLET et al., 2004; GRAVES, 2008). Em modelos 

animais de doença periodontal em ratos e primatas, foi demonstrado o papel central 

do TNF-α na resposta inflamatória, promovendo reabsorção de osso alveolar e 

perda de inserção de tecido conjuntivo (GRAVES; COCHRAN, 2003; GRAVES, 

2008). 
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Nos tecidos periodontais, a citocina IL-6 é produzida por fibroblastos, 

linfócitos, monócitos e células epiteliais em resposta a LPS bacteriano, IL-1 e TNF-

(MADIANOS; BOBETSIS; KINANE, 2005). IL-6 apresenta níveis aumentados no 

fluido crevicular em pacientes com periodontite, da mesma forma que apresenta 

maior concentração no tecido gengival afetado, comparado com tecido gengival 

saudável em pacientes com periodontite (KURTIS et al., 1999). Também foi possível 

observar que o nível sistêmico de IL-6 diminuiu após tratamento periodontal não 

cirúrgico, melhorando a saúde do tecido gengival (MARCACCINI et al., 2009). 

O papel da IL-12 na patogênese da doença periodontal ainda é contraditório. 

Enquanto estudos têm mostrado que a concentração de IL-12 é mais baixa nos 

tecidos afetados pela doença periodontal do que em tecidos gengivais saudáveis 

(JOHNSON; SERIO, 2005), outros afirmam que seus níveis diminuem no fluido 

crevicular gengival após a terapia periodontal inicial (THUNELL et al., 2009). Além 

disso, IL-12 está envolvida com a perda de osso alveolar em camundongos após 

infecção por P. gingivalis (SASAKI et al., 2008). 

Os níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 estão elevados nos tecidos 

periodontais inflamados, o que pode estar relacionado à tentativa de controle dos 

mecanismos imunoinflamatórios com diminuição da gravidade da doença (LAPPIN 

et al., 2001; GARLET et al., 2004; GARLET et al., 2006). IL-10 pode atuar de várias 

maneiras para restringir a gravidade da periodontite. O controle de sinalização 

mediada por IL-10 pode incluir a inibição da transcrição de RNAm de diversas 

citocinas e outros mediadores inflamatórios, após ativação de receptores tipo toll 

(TLR) por produtos microbianos (YOSHIMURA et al., 2003). Este controle pode ser 

exercido por supressores de sinalização de citocinas (SOCS), que atuam para 

atenuar a transdução do sinal, como parte de um circuito fechado de realimentação 

negativa para inibir a resposta a estímulos subsequentes (YOSHIMURA; NAKA; 

KUBO, 2007). A expressão de SOCS-1 e SOCS-3 é significativamente mais elevada 

nos períodos de inatividade do que nos períodos de atividade de doença periodontal 

(GARLET et al., 2006). Curiosamente, os fibroblastos gengivais humanos não 

exibem tolerância a LPS mediada por proteínas SOCS, sugerindo um papel 

importante para este tipo de célula na manutenção da resposta inflamatória no 

ambiente periodontal (ARA et al., 2009). 

As diferentes atividades de IL-10 são mediadas por meio de sua ligação ao 

receptor de IL-10 (IL-10R), expresso na superfície celular 
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(MIRMOHAMMADSADEGH et al., 1998). A ativação de monócitos está associada ao 

aumento da expressão de IL-10R, consistente com papel da citocina IL-10 como 

importante inibidor da atividade dessas células (MOORE et al., 2001). A expressão 

de IL-10R também tem sido observada em células de linhagem não 

hematopoiéticas, como em fibroblastos estimulados por LPS (WEBER-NORDT; 

MERAZ; SCHREIBER, 1994) e em queratinócitos estimulados por corticosteroides e 

vitamina D3 ativa (MICHEL et al., 1997a; MICHEL et al., 1997b).  

 

1.4 Participação do ácido hialurônico nos processos imunoinflamatórios 

 

Os fibroblastos são o principal tipo celular produtor de AH, expressando as 

três isoformas da enzima ácido hialurônico sintase (HAS) (LUKE; PREHM, 1999). A 

secreção do AH é estimulada pela lesão tecidual e mediadores inflamatórios como 

IL-1 e TNF-α. Por outro lado, os fragmentos de AH estimulam fibroblastos a liberar 

citocinas, regulam as respostas inflamatórias e facilitam a proliferação de 

fibroblastos mediada por TGF-β. Além disso, o AH modula a diferenciação de 

miofibroblastos TGF-β-dependentes (MASCARENHAS et al., 2004). 

O extravasamento de leucócitos do sangue em resposta às exigências 

fisiológicas ou patológicas, por meio de interações de ligações complementares 

entre leucócitos e células endoteliais, ocorre através de um processo com várias 

etapas. Ligação do receptor CD44 expresso na superfície de linfócitos T ativados 

com moléculas de AH endoteliais promove uma interação adesiva primária, sob 

tensão de cisalhamento, contribuindo para o extravasamento nos locais de 

inflamação (DEGRENDELE et al., 1996; NANDI; ESTESS; SIEGELMAN, 2000). 

Citocinas pró-inflamatórias estimulam as células endotelias a produzir AH em 

conjunto com outras moléculas de adesão ligantes de integrinas leucocitárias, como 

ICAM-1 e VCAM-1 (VIGETTI et al., 2010). A integrina alfa-4 beta-1 (VLA-4) é usada 

na adesão secundária após aderência primária de CD44 tanto em linfócitos T de 

ratos quanto de humanos (SIEGELMAN; STANESCU; ESTESS, 2000). A 

polarização e a migração dirigida de neutrófilos também são dependentes da 

expressão de CD44 e da sua interação com AH, o que pode modular a migração de 

neutrófilos para os tecidos inflamados (ALSTERGREN et al., 2004). 

A ligação de anticorpos monoclonais ao receptor CD44 na superfície de 

macrófagos humanos estimula rapidamente a capacidade dos macrófagos em 
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fagocitar neutrófilos apoptóticos in vitro. Camundongos deficientes em CD44 

sucumbem à inflamação incessante após lesão pulmonar não infecciosa, 

caracterizada pela depuração diminuída de neutrófilos apoptóticos (TAKAZOE et al., 

2000). 

As células de Langerhans são células dendríticas presentes na pele, as quais 

são cruciais para a iniciação de respostas imunes cutâneas. Pequenos fragmentos 

de AH de tetra e hexassacáridos aumentam a produção das citocinas IL-1, TNF-

IL-12 por células dendríticas, bem como sua capacidade de apresentação 

antigênica. Estes pequenos fragmentos AH induzem a maturação de células 

dendríticas independentemente de CD44 ou do receptor de motilidade de AH 

(RHAMM), de maneira dependente dos receptores tipo Toll-4 (TLR4) (JIANG; 

LIANG; NOBLE, 2011). 

Um estudo realizado por Mahaffey e Mummert (2007) demonstraram que a 

síntese inadequada de HA está correlacionada com uma redução na produção de IL-

2 e IFN- com a expressão de superfície CD25 em linfócitos T, 

sugerindo papel do AH na proliferação de linfócitos T ativados. 

A infiltração, acúmulo e desgranulação de eosinófilos no pulmão é uma 

característica da asma ativa. Em um estudo in vivo, ficou comprovado que AH 

contribui para a sobrevivência de eosinófilos a longo prazo, aumentando o fator 

estimulante de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) produzido em 

condições de asma (ESNAULT; MALTER, 2003).  

A produção de citocinas locais dentro dos leitos vasculares inflamados pode 

aumentar a expressão de AH de superfície em células endoteliais, criando assim 

sítios locais receptivos à interação CD44/AH e, assim, o extravasamento de células 

inflamatórias. A IL-15 induz a expressão de AH endotelial in vitro e promove 

extravasamento de células T ativadas através de uma via dependente de CD44 in 

vivo (ESTESS et al., 1999). Componentes endógenos da matriz extracelular de AH 

podem estimular células endoteliais a reconhecer as lesões nos estágios iniciais da 

defesa e da resposta de reparação da ferida. A proliferação das células endoteliais 

induzida por AH é mediada pelo receptor CD44 e é acompanhada por uma ativação 

precoce de genes de resposta angiogênica (MOHAMADZADEH et al., 1998). 

Durante o processo de reparo tecidual estimulado pela inflamação, monócitos 

podem ser recrutados e estimulados por diferentes citocinas, como IL-12, IL-4, IL-13, 

a se diferenciarem em um tipo de célula fibroblástica denominada fibrócito 
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(MAHARJAN; PILLING; GOMER, 2011). A adição de 300ng/mL de AH de alto peso 

molecular à monócitos de sangue periférico induziu diferenciação fibrocítica dessas 

células enquanto adição de mesma concentração de AH de baixo peso molecular 

inibiu esse processo (MAHARJAN; PILLING; GOMER, 2011). Outro estudo também 

verificou diferenças de atividades biológicas entre AH de alto e baixo peso 

moleculares. Campos et al. (2012), verificaram que AH de baixo peso molecular foi 

capaz de estimular a expressão de NF-kB, TLR-4, TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 por 

condrócitos de ratos, enquanto AH de alto peso molecular apresentou atividade 

inibitória dessa estimulação. 

Incubação de AH de baixo e de alto peso moleculares com sangue de cordão 

umbilical in vitro causa aumento significativo da expressão de MMP9, IL- -8 e 

TNF- , embora apenas AH de alto peso molecular seja capaz de 

reduzir a expressão de TLR4 nesses monócitos (ØSTERHOLT et al., 2012). Além 

disso, após estimulação do sangue de cordão umbilical com LPS de Escherichia coli, 

AH de baixo e de alto peso moleculares afetaram de forma diferente a expressão 

desses marcadores imunológicos nos monócitos, sugerindo que AH pode afetar a 

resposta imunoinflamatória inicial por meio da regulação da expressão de receptores 

de LPS e de citocinas e enzimas envolvidas no combate aos microrganismos e 

destruição tecidual (ØSTERHOLT et al., 2012). 

Baeva et al. (2013) realizaram estudo sobre como o AH de diferentes pesos 

moleculares pode afetar a produção de IL-1β por macrófagos humanos. Macrófagos 

derivados de monócitos foram estimulados por IFN-ɣ e LPS de Escherichia coli e 

incubados com AH. AH de baixo peso molecular não apresentou alteração 

significativa na produção de IL-1β na presença do LPS sozinho e na presença do 

LPS associado com IFN-ɣ, ao passo que AH de alto peso molecular diminuiu 

significativamente a produção de IL-1β na presença do LPS sozinho ou associado a 

IFN-ɣ. Este estudo sugere que AH de baixo peso molecular apresenta um baixo 

potencial inflamatório e que AH de alto peso molecular apresenta ação anti-

inflamatória. 

Adição de AH de alto peso molecular foi capaz de suprimir a produção de 

óxido nítrico (NO) por macrófagos de ratos estimulados com LPS de Escherichia coli 

e IFN-y. Por outro lado, AH de baixo peso molecular aumentou ligeiramente a sua 

produção. Entretanto, quando as células foram estimuladas por baixas doses de 
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LPS e exibiam menor produção de mediadores inflamatórios, a ação do AH não 

alterou significativamente a produção de NO (LYLE et al., 2010). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

 

Avaliar o efeito do ácido hialurônico na expressão de citocinas e receptor de 

citocinas por monócitos humanos in vitro estimulados por lipopolissacarídeo de 

Porphyromonas gingivalis. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

a) determinar a frequência de monócitos produtores das citocinas IL-1alfa, 

IL-6, IL-10 e IL-12, após estimulação com LPS de P. gingivalis e após 

incubação com ácido hialurônico; 

b) determinar a frequência de monócitos expressando o receptor de IL-10 

(IL-10R), após estimulação com LPS de P. gingivalis e após incubação 

com ácido hialurônico. 
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3 ARTIGO 

 

Ácido hialurônico aumenta a expressão do receptor de IL-10 em 

monócitos humanos estimulados com LPS de Porphyromonas gingivalis  

 

Os resultados dessa dissertação foram compilados na forma de artigo 

científico a ser submetido à Revista da Faculdade de odontologia de Lins, Qualis B4 

pela classificação da CAPES de 2013. As normas do periódico podem ser 

acessadas em:  

https://www.metodista.br/revistas/revistasunimep/index.php/FOL/about/submis

sions#authorGuidelines. 
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Ácido hialurônico aumenta a expressão do receptor de IL-10 em monócitos 

humanos estimulados com LPS de Porphyromonas gingivalis 

 

Hyaluronic acid increases expression of the IL-10 receptor in human monocytes stimulated 

with LPS of Porphyromonas gingivalis 
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RESUMO 

O ácido hialurônico (AH) é um componente da matriz extracelular que tem sido utilizado no 

tratamento de inflamações articulares e da doença periodontal. AH é clinicamente aplicado 

diretamente nos tecidos ósseo, gengival e do ligamento periodontal. Sua utilização pode afetar 

os mecanismos imunoinflamatórios nesses tecidos. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar 

o efeito do AH na produção de citocinas por monócitos estimulados in vitro por 

lipopolissacarídeos (LPS) de Porphyromonas gingivalis. Células mononucleares de sangue 

periférico de nove indivíduos saudáveis foram estimuladas com LPS de P. gingivalis e em 

seguida incubadas com AH. A produção das citocinas IL-1alfa, IL-6, IL-10 e IL-12, bem 

como a expressão do receptor de IL-10 (IL-10R) por monócitos, foram quantificadas por meio 

de reações de imunofluorescência e análise por citometria de fluxo. O teste ANOVA um 

critério com repetição seguido do teste post hoc de Bonferroni foram utilizados com nível de 

significância de 5%. Os resultados mostraram que a incubação com AH, embora não tenha 

afetado as frequências de monócitos produtores das citocinas avaliadas, aumentou a 

frequência de monócitos expressando IL-10R quando comparado ao grupo estimulado apenas 

com LPS. Nossos dados sugerem que AH pode desempenhar funções de modulação da 

resposta imunoinflamatória estimulada por LPS de periodontopatógeno por meio da 

estimulação da expressão do receptor de IL-10 em monócitos. 

Palavras-chave: ÁCIDO HIALURÔNICO, CITOCINAS, LIPOPOLISSACARÍDEO, 

PORPHYROMONAS GINGIVALIS, MONÓCITOS. 
 

 

ABSTRACT 

Hyaluronic acid (HA) is a component of the extracellular matrix that has been used to treat 

joint inflammation and periodontal disease. HA is clinically applied directly to bone tissue, 

gingival and periodontal ligament. Its use can affect the immunoinflammatory mechanisms in 

these tissues. The objective of this study was to evaluate the effect of HA on cytokine 

production by monocytes stimulated in vitro by lipopolysaccharide (LPS) of Porphyromonas 

gingivalis. Mononuclear cells from peripheral blood of nine healthy subjects were stimulated 

with LPS of P. gingivalis and then incubated with HA. The production of IL-1alpha, IL-6, IL-

10 and IL-12, as well as the expression of IL-10 receptor (IL-10R) by monocytes were 

quantified by reactions immunofluorescence and flow cytometry analysis flow. The ANOVA 

with repeated criterion followed by Bonferroni post hoc tests were used with a significance 

level of 5%. The results showed that incubation with PA, though not affected frequencies 

producers of cytokines evaluated monocytes, increased frequency of monocytes expressing 

IL-10R as compared to the group stimulated with LPS only. Our data suggest that HA may 

act as the modulation of immunoinflammatory response stimulated by LPS 

periodontopathogen by stimulating the expression of the IL-10 receptor on monocytes. 

Keywords: HYALURONIC ACID, CYTOKINES, LIPOPOLYSACCHARIDE, 

PORPHYROMONAS GINGIVALIS, MONOCYTES. 
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INTRODUÇÃO 

O ácido hialurônico (AH) é um polissacarídeo linear da matriz extracelular do tecido 

conjuntivo presente nas mucosas, tecidos periodontais mineralizados e não mineralizados e 

em muitos outros órgãos do corpo. Por ser um componente importante da matriz extracelular 

e contribuir significativamente para hidrodinâmica dos tecidos através de sua influência na 

migração e proliferação celular, o AH participa ativamente do processo de reparo de feridas.
1,2

  

Ao se ligar em diferentes receptores celulares, o AH regula vários processos 

biológicos, incluindo osteocondução, inflamação e invasão tumoral.
3
 Devido à sua ação 

estimuladora do reparo tecidual, o AH está sendo utilizado como adjunto em tratamentos 

periodontais, como raspagem e alisamento radicular, cirurgias mucogengivais e na reparação 

alveolar e de defeitos ósseos.  

Tem sido sugerido que o AH pode ter um efeito benéfico no tratamento da gengivite 

induzida por placa, na manutenção da saúde perimplantar e de tecidos em regeneração óssea.
4
 

O AH tem mostrado efeitos anti-inflamatório e antibacteriano, além de capacidade de reduzir 

o edema em tratamentos de gengivite e periodontite. Tem sido sugerido que o efeito anti-

inflamatório pode ser devido à ação exógena do AH, reduzindo a biodisponibilidade de 

prostaglandinas, metaloproteinases e outras moléculas bio-ativas presentes no meio 

extracelular.
1 

O contato direto do AH com os tecidos ósseo e conjuntivo fibroso do periodonto pode 

causar alterações nos processos celulares periodontais, os quais mantêm a integridade tecidual 

e o combate aos produtos microbianos provenientes do sulco gengival por meio da ação de 

células inflamatórias.
5
 Essas células são importantes fontes de citocinas, as quais são 

responsáveis pelo controle dos processos imunoinflamatórios. Assim, alterações quantitativas 

e qualitativas na produção das citocinas podem causar um desequilíbrio na resposta 

imunoinflamatória periodontal protetora, afetando o combate aos microorganismos e a 

preservação da integridade tecidual.
6
  

O estudo do efeito do AH na produção de citocinas por células imunocompetentes 

estimuladas por produtos de periodontopatógenos pode contribir para a melhor compreensão 

sobre sua ação nos mecanismos imunoinflamatórios periodontais. Assim, este estudo teve 

como objetivo avaliar o efeito do ácido hialurônico nas características funcionais de 

monócitos humanos in vitro estimulados por lipopolissacarídeo de Porphyromonas gingivalis, 

determinando a frequência de monócitos produtores das citocinas IL-1alfa, IL-6, IL-10 e IL-

12, após estimulação com LPS de P. gingivalis e após incubação com ácido hialurônico, e a 
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frequência de monócitos expressando o receptor de IL-10 (IL-10R), após estimulação com 

LPS de P. gingivalis e após incubação com ácido hialurônico. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica de Minas Gerais (CAAE: 22097313.0.0000.5137) e conduzido de acordo com as 

normas deste comitê. 

 

Incubação de CMSP com P. gingivalis e ácido hialurônico 

Foram coletados 10mL de sangue de nove indivíduos saudáveis, por meio de punção 

de veia periférica, utilizando-se tubos vacutainer heparinizados (Beckton e Dickinson). Todos 

os indivíduos participantes eram adultos e não faziam uso de medicamentos capazes de 

interferir na resposta imunoinflamatória. Para a obtenção das células mononucleares de 

sangue periférico (CMSP), o sangue foi diluído em tampão fosfato-salina (PBS) na proporção 

1:1 e em seguida aplicado cuidadosamente sobre 10mL de Ficoll-Paque (Pharmacia) em tubo 

Falcon de 50mL. Após centrifugação a 200g, por 40 minutos, à 20º C, as CMSP foram 

recolhidas e lavadas 3 vezes com tampão fosfato-salina (PBS) 0,015M, pH 7,4. Após 

contagem em câmara hemocitométrica, as CMSP foram ressuspendidas para concentração de 

1,5x10
6
 células/mL em meio Rosewell Park Memorial Institute (RPMI 1640) (Sigma 

Aldrich), acrescido de 2mM de L-glutamina, 100UI/mL de penicilina G potássica, 100μg/mL 

de estreptomicina e 5% de soro humano normal. As células foram transferidas para tubos 

foscos de polipropileno de 3mL e submetidas a três condições: 1) Controle; 2) LPS e 3) 

LPS+AH. No grupo Controle, as CMSP foram mantidas em meio RPMI completo. Nos 

grupos LPS e LPS+AH, foi adicionado lipopolissacarídeo (LPS) de Porphyromonas 

gingivalis (Lot# LPG 34-23) (InvivoGen, San Diego, CA, USA) na concentração final de 

200ng/mL e as células foram incubadas por 6 horas em estufa úmida à 36
o
C, com atmosfera 

de 5% de CO2. Em seguida, no grupo LPS+AH, foi adicionado ácido hialurônico (Jiangxi 

Pharmaceutical Group Corporation - JXPGC, Jiangxi, China) para concentração final de 0,2% 

em cultura. As células foram incubadas por mais 20 horas em estufa a 36
o 

C, 5% de CO2, 

perfazendo tempo total de incubação com LPS de 26 horas. Quatro horas antes do término da 

incubação, foi adicionada Brefeldina A (1μg/mL) (E Biociensce, San Diego, CA, USA), a 
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qual bloqueia a secreção de proteínas, concentrando as citocinas no complexo de Golgi das 

células.  

 

Reações de imunofluorescência 

Para reações de imunofluorescência foi utilizado protocolo semelhante ao descrito por 

SOUZA et al. (2005).
7
 Após culturas de curta duração, 2x10

5
 CMSP foram transferidas para 

cada poço de placa de 96 poços de fundo em “U” e lavadas com PBS contendo 0,01% de 

azida (centrifugação a 200g, 4
o 

C, 10 minutos). Para marcação de antígenos de superfície 

celular (CD14 e IL-10R) foram adicionadas soluções contendo anticorpos monoclonais 

diluídos em PBS, contendo 0,01% de azida e 0,2% de albumina bovina sérica (BSA). Após 15 

minutos de incubação à 4
o  

C, as células foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeído a 

2% diluído em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Para marcação 

intracitoplasmática, as células foram lavadas e permeabilizadas com saponina 0,5% (Sigma 

Aldrich) por 10 minutos, à temperatura ambiente, e em seguida incubadas com anticorpos 

monoclonais anti-citocinas IL-1alfa, IL-6, IL-10 e IL-12 conjugados a diferentes 

fluorocromos, por 30 minutos à temperatura ambiente. As células foram, então, lavadas por 

adição de solução de permeabilização seguida de centrifugação (10 minutos, 200g, 4º C). 

Finalmente, as amostras foram ressuspendidas em tampão PBS com 0,1% de BSA e 0,1% 

azida, para análises por citometria de fluxo. Para todas as reações de imunofluorescência 

foram acrescentados controles isotípicos (controle negativo) conjugados aos mesmos 

fluorocromos utilizados nas marcações em questão. As especificações dos anticorpos 

utilizados encontram-se na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Especificações dos anticorpos primários utilizados nas reações de 

imunofluorescência. 

Especificidade Fluorocromo 

conjugado 

Clone Fabricante Diluição 

CD14 Bv421 M5E2 BioLegend 1:40 

IL-1a FITC CRM8 Ebioscience 1:10 

IL-6 APC MQ2-1395 BioLegend 1:10 

IL-10 PeCy7 JES3-9D7 BioLegend 1:10 

IL-10R (CD210) PE 3F9 BioLegend 1:10 

IL-12p40/70 PE C8.6 Ebioscience 1:10 

 

Análises citométricas 

As imunomarcações foram quantificadas por meio do citômetro de fluxo 

FACSCanto™II (Becton Dickinson, New Jersey, USA), com aquisição de dados de 70.000 

células  em cada tubo analisado. As populações de células monocíticas foram selecionadas de 

acordo com sua localização no gráfico tamanho versus granulosidade obtido por meio do 

software FlowJo 7.6.5 (Tree Star Inc., USA). Foram determinadas também as populações de 

monócitos CD14 positivos. Em seguida, foram realizadas as quantificações de células 

positivas para cada antígeno avaliado e os resultados fora m expressados como percentagem 

de células positivas na população de monócitos ou percentagem de células positivas na 

população de monócitos CD14 positivos.  

 

Análise estatística 

 O teste de D'Agostino e Pearson demonstrou que os dados apresentaram distribuição 

normal. Foi utilizado teste ANOVA um critério com repetição seguido pelo teste post hoc de 

Bonferroni para avaliar a existência de diferenças entre os grupos avaliados. O nível de 

significância foi estabelecido em 5%. As análises foram realizadas por meio do software 

GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). 
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RESULTADOS 

As análises citométricas revelaram que a incubação com LPS levou a um aumento 

significativo na produção das citocinas pró-inflamatórias IL-1 e IL-6 por monócitos (Tabela 

2). Entretanto, a incubação com AH não afetou significativamente a frequência de monócitos 

produtores de IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 (Tabela 2). Incubação com AH aumentou 

significativamente as frequências de células expressando o receptor de IL-10 (IL-10R) na 

população total de monócitos, bem como na população de monócitos CD14+ (Tabela 3). 

 

Tabela 2 – Frequências (%) de células imunomarcadas para citocinas na população 

geral de monócitos (total) e na população de monócitos CD14+ (em CD14). 

Parâmetro 
 Meio  LPS 

 

LPS + AH  
Valor de p*

 

 Média DP  Média DP Média DP  

IL-1 total  6.37 3.72  46.03 13.86 45.38 11.54  <0.05 
1,2 

/ ns
 3 

IL-1 em CD14  10.91 5.62  69.21 17.34 75.49 9.49  <0.05 
1,2 

/ ns
 3
 

IL-6 total  3.28 1.67  18.41 9.51  16.96 6.90  <0.05 
1,2 

/ ns
 3
 

IL-6 em CD14  5.16 1.75  28.81 15.40  29.99 12.21  <0.05 
1,2 

/ ns
 3
 

IL-10 total  10.12 5.01  11.03 7.40  9.09 7.11  ns
 1,2,3

 

IL-10 em CD14  12.29 7.17  10.67 7.78  9.32 5.91  ns
 1,2,3

 

IL-12 total  4.87 1.56  5.73 2.79  4.73 2.92  ns
 1,2,3

 

IL-12 em CD14  8.69 2.95  8.33 3.78  6.92 3.98  ns
 1,2,3

 

 

* 
valores de p obtidos pelo teste ANOVA um critério com repetição seguido pelo teste post hoc de 

Bonferroni. 

ns – não significante (p>0,05)  

DP – Desvio padrão 
1
 Meio versus LPS  

2
 Meio versus LPS+AH 

3
 LPS versus LPS+AH 

 

Tabela 3 – Frequências (%) de células imunomarcadas para o receptor de IL-10 (IL-

10R) na população total de monócitos e na população de monócitos CD14+ (em CD14). 

Parâmetro 
 Meio  LPS 

 
LPS + AH  

Valor de p*
 

 Média DP  Média DP Média DP  

IL-10R total  3.73 0.99  3.85 1.19  5.94 2.01  <0.05 
2,3 

/ ns
 1
 

IL-10R in CD14  5.24 0.71  4.76 1.20  11.15 4.69  <0.05 
2,3 

/ ns
 1
 

 

* 
valores de p obtidos pelo teste ANOVA um critério com repetição seguido pelo teste post hoc de Bonferroni. 

ns – não significante (p>0,05)  

DP – Desvio padrão 
1
 Meio versus LPS  

2
 Meio versus LPS+AH 

3
 LPS versus LPS+AH 
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DISCUSSÃO 

O ácido hialurônico tem sido utilizado na periodontia para tratamentos de bolsas 

periodontais. Tem sido utilizado em procedimentos cirúrgicos e não-cirúrgicos na forma de 

gel aplicado diretamente nos tecidos periodontais. Em diversos estudos foi possível observar 

uma melhora significativa de alguns parâmetros clínicos como sangramento à sondagem, 

ganho de inserção clínica e diminuição de profundidade à sondagem.
8,9,10

 

Em nosso trabalho foi possível observar que a incubação com LPS de P. gingivalis 

levou a um aumento significativo na produção de citocinas pró-inflamatórias IL-1α e IL-6  na 

população geral de monócitos e na população de monócitos CD14+. Porém, AH não foi capaz 

de alterar as frequências de monócitos produtores das citocinas IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 sob 

estimulação por LPS de P. gingivalis. 

Em outros trabalhos foi verificado que o AH afetou a expressão de citocinas por 

células imunocompetentes incubadas com produtos de Escherichia coli. Østerholt et al. 

(2012)
11

 incubaram AH de baixo e de alto peso moleculares com sangue de cordão umbilical 

in vitro, causando um aumento significativo da expressão de MMP9, IL-1α, IL-8 e TNF-α por 

monócitos. Esses autores observaram ainda que apenas AH de alto peso molecular foi capaz 

de reduzir a expressão de TLR4 nesses monócitos. Além disso, após estimulação do sangue 

de cordão umbilical com LPS de Escherichia coli, AH de baixo e de alto peso moleculares 

afetaram de forma diferente a expressão desses marcadores imunológicos nos monócitos, 

sugerindo que AH pode afetar a resposta imunoinflamatória inicial por meio da regulação da 

expressão de receptores de LPS e de citocinas e enzimas envolvidas no combate aos 

microrganismos e na destruição tecidual. 

 Baeva et al. (2014)
12

 verificaram que AH de diferentes pesos moleculares podem 

afetar a produção de IL-1β por macrófagos humanos estimulados por IFN-ɣ e LPS de 

Escherichia coli. AH de baixo peso molecular não alterou significativamente a produção de 

IL-1β na presença do LPS sozinho e na presença do LPS associado com IFN-ɣ, ao passo que 

AH de alto peso molecular diminuiu significativamente a produção de IL-1β na presença do 

LPS sozinho ou associado a IFN-ɣ. Este estudo sugere que AH de baixo peso molecular 

apresenta um baixo potencial inflamatório e que AH de alto peso molecular apresenta ação 

anti-inflamatória. 

Em outro estudo, adição de AH de alto peso molecular foi capaz de suprimir a 

produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos de ratos estimulados com LPS de Escherichia 

coli e IFN-y. Por outro lado, AH de baixo peso molecular aumentou ligeiramente a sua 
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produção. Entretanto, quando as células foram estimuladas por baixas doses de LPS e exibiam 

menor produção de mediadores inflamatórios, a ação do AH não alterou significativamente a 

produção de NO.
13 

De acordo com nossos resultados, foi possível observar que AH não foi capaz de 

afetar a produção das citocinas IL-1, IL-6, IL-10 e IL-12 por monócitos humanos estimulados 

por LPS de P. gingivalis. Interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e 

interferon-gama (IFN-γ) são importantes mediadores da inflamação, por induzirem alterações 

no endotélio vascular, estimular o recrutamento leucocitário e os mecanismos efetores da 

imunidade celular.
14

 A IL-1 tem sido a citocina mais estudada na doença periodontal, 

exercendo potente ação indutora da reabsorção óssea e da secreção de metaloproteinases de 

matriz (MMPs) responsáveis pela destruição dos tecidos periodontais.
15

 Os níveis locais de 

IL-1 diminuem significativamente após realização do tratamento.
16

 IL-6 apresenta níveis 

aumentados no fluido crevicular gengival em pacientes com periodontite, da mesma forma 

que apresenta maior concentração no tecido gengival afetado, comparado com tecido gengival 

saudável em pacientes com periodontite.
17

    

IL-12 é produzida principalmente por macrófagos, monócitos, células dendríticas e 

linfócitos B em resposta a produtos bacterianos e parasitas intracelulares.
18

 Atua estimulando 

a diferenciação de linfócitos T virgens no subtipo Th1, os quais são determinantes na 

resistência e combate a microrganismos intracelulares.
19

 O papel da IL-12 na patogênese da 

doença periodontal ainda é contraditório. Enquanto estudos têm mostrado que a concentração 

de IL-12 é mais baixa nos tecidos afetados pela doença periodontal do que em tecidos 

gengivais saudáveis,
20

 outros afirmam que seus níveis diminuem no fluido crevicular gengival 

após a terapia periodontal inicial.
21

 

Diferentemente da produção de citocinas, a incubação com AH aumentou a frequência 

de monócitos expressando receptor de IL-10 (IL-10R) tanto na população geral de monócitos, 

quanto na população de monócitos CD14+. As diferentes atividades de IL-10 são mediadas 

por meio do receptor de IL-10 (IL-10R), expresso na superfície das células.
22

 A ativação de 

monócitos esta associada com o aumento da expressão de IL-10R, consistente com papel da 

citocina IL-10 como importante inibidor da atividade dessas células.
23

 A expressão de IL-10R 

também tem sido observada em células de linhagem não hematopoiéticas, como em 

fibroblastos estimulados por LPS
24

 e em queratinócitos estimulados por corticosteroides e 

vitamina D3 ativa.
25,26

  

A presença de IL-10R está diretamente relacionada à presença de IL-10. Como o AH 

estimulou o aumento de IL-10R, este seria responsável por se ligar a um maior número de 
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citocinas IL-10. Assim, IL-10 R pode modular a resposta inflamatória, aumentando a ação da 

citocina IL-10, consequentemente inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias como 

IL-1 e TNF-α, permitindo um favorecimento aos fibroblastos gengivais e uma melhor 

regeneração tecidual. 

Alguns autores
23

 afirmam que a expressão do IL-10R é aumentada quando monócito 

está ativado. Nossos resultados mostraram que a estimulação com LPS gera ativação de 

monócitos verificada pelo aumento significativo das populações de monócitos produtoras de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1a e IL-6. Entretanto, as frequências de monócitos 

expressando IL-10R foram significativamente maiores no grupo tratado com LPS+AH do que 

naquele apenas estimulado com LPS, indicando que esse aumento de IL-10R seja devido à 

ação do AH e não apenas explicado pela ativação dos monócitos pelo LPS. 

Este é o primeiro estudo na literatura que avaliou a influência do AH em células 

imunocompetentes sob estimulação com produtos de periodontopatógenos. Embora outros 

estudos tenham mostrado efeito do AH na expressão de citocinas por células estimuladas com 

LPS de E. coli, em nosso estudo a expressão das citocinas avaliadas não foi afetada dentro de 

um ambiente estimulado por LPS de P. gingivalis. Existem limitações no nosso modelo que 

dificultam a discussão de nossos achados com os demais da literatura, como o tipo de LPS 

bacteriano utilizado como estímulo para os leucócitos, a concentração de AH e tempo de 

incubação e o peso molecular do AH utilizado. 

Finalmente, nosso estudo mostrou que AH é capaz de aumentar a expressão de IL-10R 

em monócitos estimulados por LPS de P. gingivalis, o que nos leva a especular que AH pode 

modular a resposta imunoinflamatória periodontal aumentando a reposta de monócitos à 

citocina IL-10. Novos estudos são necessários em ambientes imunoinflamatórios estimulados 

por produtos microbianos de periodontopatógenos para esclarecer o papel do AH na 

sinalização intercelular e sua relevância clínica no tratamento da doença periodontal.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 

O AH apresenta-se como um promissor agente na regeneração tecidual. Nosso estudo 

mostrou que AH é capaz de aumentar a expressão de IL-10R em monócitos estimulados por 

LPS de P. gingivalis, o que nos leva a especular que AH pode modular a resposta 

imunoinflamatória periodontal aumentando a reposta de monócitos à citocina IL-10. Existem 

limitações no nosso modelo que dificultam a interpretação dos nossos resultados. Novos 

estudos são necessários em ambientes imunoinflamatórios estimulados por produtos 

microbianos de periodontopatógenos para esclarecer o papel do AH na sinalização intercelular 

e sua relevância clínica no tratamento da doença periodontal. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O AH apresenta-se como um promissor agente na regeneração tecidual. 

Nosso estudo mostrou que AH é capaz de aumentar a expressão de IL-10R em 

monócitos estimulados por LPS de P. gingivalis, o que nos leva a especular que AH 

pode modular a resposta imunoinflamatória periodontal aumentando a reposta de 

monócitos à citocina IL-10. Existem limitações no nosso modelo que dificultam a 

interpretação dos nossos resultados. Novos estudos são necessários em ambientes 

imunoinflamatórios estimulados por produtos microbianos de periodontopatógenos 

para esclarecer o papel do AH na sinalização intercelular e sua relevância clínica no 

tratamento da doença periodontal. 
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