OSLEL PAES DE ALMEIDA

PROPRIEDADES INFLAMATORIAS DA PLACA DENTAL E
DE ALGUNS DE SEUS COMPONENTES

Tese apresentuda para o Longusse de Livee-Dackncis
na Aeea de Patologia do Depadamente de Bislogia
e Palclogin Buee-Dental da Faculdade de Qdontole-
gin de Pirachaba da UNICAMPE

PIRACICARA
1980

30 IR AR BNV AV B

§oh ¢
e tew i




Este trabalho foi realizade com
o auxilio da Fundagido de Awparo
% Pesquisa do FEstado de Sic

Paulo (77/662).



Ao Dr. GyHrgy M. BShm e ac Dr. Lourenge Bozzo,
responsdvels pela nossa formagido cientifica, os
nossos agradecimentos pela orientagdao e cons-

tante estimulo.



AGRADEC IMENTOS

Ao Prof. Thomas Lehner, ao Dr.Mavrk Wilton, e aos demais
elementos do Departamente de Imunclogia e Microbiologis Dral e
do Biotério do "Guy's Hospital®”, Londres, com quem compartilhamos

a realizacao deste trabalho.

Ap Prof. Dr. Antonic Caries Neder, Diretor da Faculdade
de Odontologia de Pirvacicaba da UNICAMP, nosso reconhecimento pe-
le apoic gque tem dispensade aqueles que se dedicam a0 ensine e &

DORSUIsa.

Ao Prof. Dr. Mario Roberto Vizicli e ao Prof. Dr. Luiz
Valdrighi que nos tém apoiade desde o5 nossoes primeiros passos na

Faculdade de Odontolegia de Piracicaba.

Ao Dr. Mario Maviano, a Dra. Tamara Nikitin, e aos cole
gas do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veteri-

naria da U.S.P..pels amizade ¢ encorajamento que nos tém dado.

A Sra. Maria Helena de Vasconcellos Peron.ao S3r.Antonio
Kerches de Campos e ao Sr. Dirlei Vitti,pela cooperagac durante a3

elaboracao deste trabalho.

Aos funcionarios, professores e colegas, do Departamen-
to de Bioclogia e Patclogis Buce-~Dental, pela amizade ¢ apoio que

nos tém dispensado.

A todos agueles que col-boraram para a contretizagas

desta tese.



ICAD '
I%TKQ@‘{A uuuuuuuuuuuuuu I T I T T I A R B T

REVTISAD DA LITERATURA & ivreviuonsonsorancnsnensoessnsn
Plagca Pental ¢ Doencas Peadodonfadls ... encrons
Peameabilidade do Epitélic Sufctla .ovvivrennnnnnn-
Panticipacdo dos keucvedios e Imuno~

globulinas na Doenga Pendodontal oo vvi..s

Lipopotissacanidics e Aedldo Lipofedcodco ...o.vuias.

HATFRIAL F METOUOR it ensnvoaonmmnansn e he s Cee e
AAmais oo enn e f e a4 e r e ae e et
Bubafancicd Handas .o enossonnsens e e e e e et .

Aguenimento ¢ UesacefdladCar o .vvuuivrannsrvivnoannas

aaaaa

.
»

Peterminacde da Concenfragde de Profeinas
é@ﬁ&ﬁﬂi&&g&ﬁ das Substancios Usadas ... innes.
Administracdo das Subsidncdias ¢ Coleta dus Celulas
Fagordfo88 «osun e innurecnsssaasronersracenn IR
Detenminacao de Complemende, Albuming ¢
Tmunoglobubinas no Fludde Penifondiald ..., .iv.v.n
Pri-Taatamento de Lamundongos com
LAROpelissacanidios uv v us e, e
Dedacoas de  ARFLCOAPOS v v uniemevionsronecannsanns
Celubas Foamadonas de Placas ..o...nv..n.. e e

Trdnbferénoia Passiva de ARTLCORPOE v vv v v venannn

e

25

27

27

36



RESULTADOS ... e eenns .

Pindmica da Migragde de Leucdcdios wno

Ponitonic de Comundongos . vvovvrenininneneenannnn

Presenga de Complemenioc, Albuminag e Imuno-

globulinas ne Fludde Pesdifondial ..o nnes.

Fagooddose oo vnnn. c e

Efedito do Pre-Tantamentfe com LPS na Migracac

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

de Leucoeitos ne Perndtonic de Camundongos «......
FIGURAS ... ... ... ks s e
TABELAS .. ...... f b e e e et e e e .
‘msczzsﬁﬁ ,,,,,,,, e et e e
CONCLUSTE S it e it et et aaen s e e
RESUMO . .... R, e e e e e e
SUMMARY . ... ..., et e e e .
ABREVTACDES HSATAS e it it i e v e taer e

»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»»

31

44

7%

44

96



INTRODUCAD

s mecanismos de destruicac dos tecidos periodontais na
doenga periodontal inflamatdria ainda s3o desceonhecidos, entretan
to considera-se gue o principal agente etiologico seja a placa”
dental {Page e Schroeder, 1976, Bocransky, 1877; Lloesche e Syed,
19783 . A evidencis mais direta de gue a placa dental pode causar
destruigae periodental, & o meodeleo de inflamacio gengival humana
obtido stravées do aclmulo natural de placa, & que & totalmente TE
versivel atraves da higiene oral {LHe e cols., 18653). Nic se sa-
be gual ou quais componentes da placa dental s&@oc os responsaveis
pela doenga periodontal, e isto em parte e devido a extrema com-
plexidade e vaviabilidade da placa, cuja estrutura e composigao
poden ser diferentes nas diversas faces de um mesmo dente. Us
principais componentes da placa dental s8o os microorganismos,mas
estes nao sao comumente encontrados no intsrior do tecido conjun-
tivo gengival mesmo em casos avancgados da doenca (Sussman e cols.,
1969). Estas observacoes levaram a considervar-se o5 componentes
da matriz extracelular desses microorganismos como possiveis agen
tes eticlogicos da doenga periodontal, pela capacidade potencial
de atravessarem a barreira epiteldial. 0 epitélio sulcular  nao
queratinizado & permefivel 2 albumina, peroxidase, particulas de
carvio {McDougall, 1871; Telo, 1871; Alfanc e cols., 1977) e a en
dotoxinas {Schwartz e cols., 1972}, Mergenhagen e cols. {1862,
1963, 1969 e 1976} em uma sérvie de trabalhos wverificaram que os
lipopolissacaridios derivados das bactérias orais produzem a rea-
cio de Schwartzman, assim como ativaclo de complemanto,reabsorgao
fssea, e liberaclBo de enzimas dos macrdfagoes e de polimorfong-
cleares. Algumas das substancias da placs tambem sdo capazes de
provecar transformacdo blastica e inibigdo da migragdo de macrofs
gos {Ivanvi e Lehnevy, 1870; Ivanyi e cols., 1872}.

Em vista da possivel participacao dos componentes extra
celulares da placa e em particular dos lipopelissacaridios.,na evo
lucio de doenca periocdontal, este trabalho foi realizado com o3
ohjetives de _

1~ estudar a capacidade da placa dental e de alguns de
seus componentes de provocarem reacdo inflamatdria na cavidade pg
ritonial de camundongos.

7~ comparar a veacdo inflamatdris provocada peloe lipopo
lissacaridio da Vedlfeonelffa afcafescens em aninmais normais € pre-

viamente imunizrados.
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REVISAQ DA LITERATURA

PLACA DENTAL E DOENCA PERIODONTAL

{ tratamento periodontal visa essencialmente 8 TemoCio
e prevencdo do acimulo de placas nas superficies dentais, indican
do gque a placa & considerads como o fator mais importante no de~
senvolvimento da doenga. CQCutros fatores locals ou sistemicos po-
dem predispor ou agravar a doenga periodontal, mas nao $30 capa-
zes de provocd-la na auséncia da placa bacteriana { Page =
Schroeder, 1876).

A patogenicidade da placa dental tem sido estudada em
diferentes sistemas, através da injecdo de extratos de placa na
pele ou mucesa [MacDomald e cols., 1963; Rizzo e Mergenhagen,
1964Y, da transformacgiac blistica de linfocites (Horton e <ols.,
1972 Ivanyi e cols., 1872%,e atraves do acimule matural de placa
nas superficies dentais, causande inflamacdo gengival (AttstrBm e
Egelbery, 1970 e 1971). O fluido gengival contém componentes do
complemento, cujas concentragtes es5tac aumentadas em  paclentes
com deoenca pericodontal; entretanto, agentes guimiotiticos deriva-
dos do complemento ainda nao foram identificades neste fluido
(Attstrim e cols., 1975). Ainda ndo se sabe guais sac as substan
cias ou bactérias da placa mais diretamente implicadas na lesio
perioéaﬁt31? sendo os resultados ate agora obtidos, bastante c¢on-
trovertides. Os microorganismos mais envelvidos na doencga perio-
dontal em geral estdo correlacicnades com a reabsorcido Ossea  em
ratos gnotobicticos e sao: Actinomyoes videodud; Aclinomgoes
Cdssaelii; Aciinomyces naesfundi; Bacieroides  melaninogendicous;
Bactenodides adacharnobyticus; Vellfonella alfcalescens; e Eikhenella
corngdens . Do uma manelra geral os microorganismos Gram-positi~
vos, especialmente os Acddinemyces parecem estary envoelvidos nos ca

sos de evolugdo lenta, enguanto os Gram-negativos predominam nos
L



de evoluglBo mais rapida. Entretanto, deve-se ressaltar gue o0s mi
croorganismos da placa nac sac encontrados nos tecidos periodon-
tais {(Freedman e cols., 1968).

Calcula-se que diariamente sio formados dez a vinte mi-
ligramos de placa, e para o seu desenvolvimento, a placa depende
nao 80 da acumulacdoc passiva em areas mais favoraveis,como de uma
aderencia seletiva, multiplica¢do e organizacdo das bactérias. Pa
ra exemplificar a aderencia seletiva, temos que os Sfaeploooccus
safivarcus contribuem com 41% dos estreptococos facultativos da
saliva, e apenas 3,4% nas superficies dentais (Van Houte e cols.,
19703, 0 Stxepilococeusd safivarius tem uma tendéncia de aderir as
células epiteliais, enquanto que o 8. sanguds adere mais facilmen
te ao esmalte. Durante o seu desenvolvimento, a placa pode alte-
rar sua estrutura, e numa flora predeminantemente Gram-positiva,
pode ocoerrery um awmento gradative da populagae de Gram-negativas
e anaerdbicas (LBe e cols., 1963). A localizagio das bactérias
na placa £ variavel, e Ritz (1969) observou que os Stfaepfococcus
estao distribuidos por toda placa, enquanto a Nedfssenda se locall
za preferencialmente proxima a superficie, e a Vedffonella nas
porcdes centrais e mais profundas. As principais bactérias culti
viveis da placa s3o: estreptococos facultativeos {27%),difterdides
facultativos {23%), difterdides anaerébicmﬁ {18%). peptoestrepto~
cocos  {13%), veillonella (6%}, bacterdides {4%), fusobactéria
{4%), neisseria (3%) e vibrices (2%} (Gibbons e cols., 1963). En
tretanto, muiltos microovganismos da placa"aiﬁda nao foram identi-
ficados.

Recentemente, tem-se tentado associar grupos de bacté-
rias com o desenvelvimento da doenga periodontal. Socransky {19??}
féz uma revisio do assunto, verificando que uma das bactérias re-
lacionadas com a doenga pericdontal & o A.visecosus. O A.vdscobus

& constantemente isolado da placa dental de pacientes com doenga



periodontal (Loesche e Syed, 1978), sendo capaz de provocar a for
magao de anticorpos e destruici@o periodental em animais gnotobio-
ticos (Jordan e cols., 1972; Crawford e cols., 1978). Fracodes iso
ladas do A. viscosus tambem sao capazes de provocar transforma-
goes blasticas em linfécitos de camundongos (Engel e cols.,1977),
e de provocarem a liberacao de enzimas lisossomicas dos polimorfo
nucleares (Taichman e cols., 1978). Além do A. viscosus, o A.
naeslundi também pode causar destruicao periodontal ( Irving e
cols., 1979). De acordo com Loesche e Syed (1978), A. israeld,
A. vidcosus e B. melaninogenicus estao associados com a gengivite
experimental, e segundo Van Palenstein-Helderman (1976) ,bactérias
Gram-negativas, como a Velflonelfa ¢ Fusobacterium, predominam
em placas '"maduras'" de pacientes com gengivite. Slots e
Hausmann (1979), em um estudo longitudinal, verificaram que B.
Asaccharolyticus pode iniciar a destruigao alveolar em macacos e
aderir ao epitélio crevicular.

Ibs polissacaridios presentes na placa dental, os glu-
canos € os levanos sao predominantes (Wood, 1967). Estes polissa
caridios, principalmente os glucanos, sao fundamentais para a for
macao ¢ integridade da placa, e seus estudos estao relacionados
particularmente com a carie dental. Os polissacaridios da placa
podem ser encontrados em granulos no interior das bactérias, na
parede das bactérias ou extracelularmente, onde a maior parte &
glucano e uma pequena proporcao de levano [Wood, 1969). De acor-
do com McDougall {1964), a placa contém cerca de 1% de levano.
Relacionado com a doenca periodontal, o trabalho de Ivanyi (1977}
indica que o levano pode causar transformag@o blastica dos 1info-
citos B, assim como potenciar a estimulacgao linfoblastica provoca
da pela Veillonefla. Os glucanos,'polimeros da glucose, sao cha-
mados de dextrano quando na cadeia principal ha uma predominancia
de ligag¢bes a-1-4, ou mutano quando as ligagoes sao g-1-3 oﬁ a=-1-

6. De acordg com Hotz e cols., (1972), o mutano a-1-6 serve de



reserva e fonte de energia para a bactéria, enquanto que o o-1-3
e o que predomina na matriz, constituindo 1,35% do peso seco da
placa. Até o momento nido foi aetectada nenhuma a-1~3 glucano-hi-
drolase na placa , o que explica a estabilidade destes polimeros
na placa dental. Com o usa da dextranase nao se conseguiu dimi-
nuir a formacao de placas; entretanto, Kelstrup e cols. (1978),
usando a mutanase (a-1-3 glucanohidrolase) em vinte pacientes,con
seguiram reduzir a quantidade de placa é gengivite. 0 dextrano,
quando aplicado diretamente sobre a gengiva de caes, provocou uma
inflamacao observavel apenas microscopicamente {Neuman e cols.,
1976). O dextrano tem agao mitogenica sobre os linfocitos B,e es
te efeito € aumentado pela sulfatacdo ( Coutinho e Moller, 1973;
Diamantstein e cols., 1973). O dextrano tamhém pode modificar a
sintese de anticorpos tanto para os antigenos dependentes como in
dependentes dos linfécitos T (Battisto e Papas, 1973; Alevy e
Battisto, 1976). Injetado parenteralmente, o dextrano pode cau-
sar um aumento na reabsorgdo ossea (Hint e Richter,1958; Johnson,
1975) e endovenosamente, um retardo no aparecimento da hipersensi
bilidade celular (Ben-David e cols., 1973). O dextrano sulfatado
in vitro induz a liberacao de enzimas lisossomicas de macrofagos
de camundongos (Schorlemmer e cols., 1977).

Estes trabalhos mostram que apesar do intensivo estudo
da placa dental e de seus componentes, pouco se sabe dos mecanis-
mos de acdo destas substancias no desenvolvimento da doenga perio
dontal. A passagem de componentes sollUveis da placa dental para
o tecido conjuntive gengival, atraves do epitélio sulcular, peode
ser um mecanismo importante na evolugao das alteragoes periodon-

tais.:®



PERMEABILIDADE DO EPITELIO SULCULAR

Tem sido demonstrado. que substancias presentes na placa
dental podem cruzar o epitélio nio queratinizado do sulco gengi--
val, e atingir o conjuntivo subjacente. A passagem atraves do
epitélio do sulco gengival provavelmente & feita através dos espa.
cos intercelulares,indicando que nao existe uma barreira continua
de jungoes, separando o conjuntivo do meio exterior (Gavin,1968).
Através deste epitélio gengival ha também um extravazamento de ma
terial plasmatico e de leucdcitos para o sulco gengival, com os
vasos proximos a jungdo dento-gengival apresentando um constante
aumento de permeabilidade vascular (Almeida e BBhm, 1979). Anti-
genos da placa dental foram detectados no tecido gengival,usando-
se a técnica da imunofluorescéncia (Ranney, 1978), assim como an-
tigenos do B. melaninogenicus e Fusobacterium (Courant e Bader,
1966; Takeuchi e cols., 1974). Substancias como lipopolisacari-
dio, dextrano, peroxidase, parthulas de carvao e albumina tambeémn
sao capazes de cruzar a barreira epitelial (McDougall,1971; Tola,
1971; Schwartz e cols., 1972; Alfano e cols., 1977). A presenca
de anticorpos parece retardar a penetracao de antigenos atraves
da barreira epitelial 4in vdive e 4in vitre {(T0lo,1974;Tolo e cols.,
1977) ¢ isto e corroborado pelo fato de que ratos imunizados com
A. viscosus apresentam uma inflamacao menor quando desafiados com
substancias derivadas do mesmo organismo (Guggenheim e Schfoeder,
1974).

Esta permeabilidade bidirecional do epitélio sulcular
permite que os mecanismos de .defesa atuem ndo s0 no interior do
tecido conjuntivo,como também na propria regido do sulco. Os leu
cocitos estdao presentes no conjuntivo subjacente ao epitélio sul-
cular, e ha uma intensa migracao de polimorfonucleares para a re-
gido do sulco, onde a placa dental esta localizada. As imunoglo-

bulinas e fragles do complemento também sdao encontradas no tecido
D

gengival e no fluido sulcular.



PARTICIPACKO DOS LEUCGCITOS E IMUNOGLOBULINAS NA DOENCA PERTODONTAL

Uma das carvacteristicas fundamentais da inflamacio nos

" tecidos pericdontais € o extravasamento de componentes plasmiti-
cos e de leucocitos, principalmente polimorfonuclieares (PMN). A
migracio de PMN para o sulco gengival € um processo continue, e a
viabilidade das céiulas aumenta de 81% para 99% gquando as c2lulas
sao ceolhidas seguidamente {Skapski e Lehner, 1876). Os PMK do
fiuide sulcular saoc capazes de fagocitar, entretanto o Teceptor
C3b estd parcialmente bloqueade, provavelmente por complemento
ativado pelo complexo antigeno-anticorpo {Wilton e cels.,1977a e
1977h). A placa dental & capaz de atrair PMN in vifao & in vive,
g o numero de celulas no fluide gengival auments ©om ¢  pProcesso
inflamatorio {(Attstrdm, 1970; XKraal e Bowles, 1977). A placa den
tal humana aplicada no sulco gengival de Ches £ macacos Causou um
aumento no numero de PMN {Hellden e Lindhe, 1973). O complemento
ativado também causa um aumento na migracidc destas cflulas {Kraal
¢ cols., 1977}, Embora o complemento seja um dos possiveis fato-
res envelvidos na migracic de PMN, a descomplementacgio de caes
por carrvagenina ou por cochra facter niio diminuiuv o nimero de PMN
no fluido gengival (Attstr8m e Larson, 1874; Kahnberg e Attstrdm,
1876) . Ainda nao se sabe gual a participagaoc dos PMN como elemen
tos protetores ou injuriantes dos tecidos periodontais. Existen
algumas evidencias de gue ns sindrome de Chediak-Higashi, em que
hia uma deficiencia de migracao e fagocitose dos PMN, os pacientes
580 mais susceptiveis a doenga periodontal (Tempel ¢ cols.,1972).
Por ocutroe lado, a liberacio de enzimas hidroliticas pelos PMN po-
de atuar como um fator de agressao {Taichman e «cols., 1866].
Taichman e McArthur (1978) verificaram que o A, viscosus ¢ A,
naecsfundd podem causar liberazgac de lisczima;g-glucoromidase e ca

tepsina D, mas nao de lactato desidrogenase de PMN de coelhos. A

b



liberagdo de enzimas € acompanhada pela fagocitose do microorga-
aismo, € no caso do Strepilococous mulansd depende da presenga  de .
dextrang na 5uperf{¢ie da bactfria {McArthur e Taichman, 18763 .
Usando dois tipos de A, viscosus, um virulento e outyo nao, foi
verificado gue apenas © patogénico causava a liberacao de enzimas
{Taichman e cols., 1978}, Também tem sido descritas correlacdes
entre PMN e Periodontite Juvenil., associadas z um defeito ng mi-
gragao de BMN (Cianciola e cols., 1977). Clark e cols. (1877},
compararam a resposta quimiotfitica de PMN em pacientes com perio-
dontite juvenil., doenca periodontal e contyoles normais. Apenas
no grupo com periodontite juvenil, sete de nove pacientes  tinham
a migracao de PMN alterada, o restante tendo migragZc normal. A
alteracao parece ser devida a um fator presente nestes pacientes
qua € capaz de inibir a migracio de PMN. Este defeito na migra-
cao de PMN feoi confirmado por Lavine e cols. {1878} que usaram o
CS5a como fator quimiotatico. Esta doenga periodontal difere das
putras pela peguena quantidade de PMN no fluido gengival,

0s macrofages constituem apenas uma peguena porcentagen
dos leucdcoitos no fluide sulcular, estando também presentes no te
cido gengival em todos os estagios da  doenga (Schroeder, 1977;
Walker, 1977). Okada ¢ Silverman {187%a e 197%b) ,verificaram que
extratos de gengiva inflamads contém quimiotaxinogénios para as
células mononucleares, ¢ mesmo ndoc ocorrendo com a  gemgiva nor-
mal. A placa dental € capaz de estimular macrdfagos de camundon-
gos, fazendo com que sintetizem ¢ liberem enzimas como & glucoro-
nidase e catepsinas [Page e cols., 1873} . 0 LPS pode induzir os
linfécitos B a preduzirem o fator ativador dos macrofagos {(Wilton
e cols., 1875): enquanto o fator inibidor da migragac de macrofa-
gos [BIM} pode ser formado por linfécitos de pacientes com perio-
dontites, quando estimulados por V. afcalescens, A, viscodus e B.

mebandincgendiens [Ivanyi e cols., 1272).
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Os linfocitos também participam da doenga periodontal,
e a sua resposta proliferativa a placa e seus componentes foi es-
tudada principalmente por Ivanyi e Lehner {1970). Linfécitos de
individuos com doenga periodontal foram estimulades também  por
placa de individuos normais (Horton € c¢ols., 1872}, embora estes
resultados nao tenham side confirmados por todos 0s  autores
{Kiger ¢ cols., 1874;. Por cutro lado, Church & Dolby [1878)
observaram que a idade do paciente pode ser importante no teste,
e estéd diminuido em pacientes idosos. Smith e Lang {1877} nao
conseguiram correlacionar o estado clinico com a transformacgao
linfocitdria, com excegdo do B, melaninogenicus em casos de doen-
ca avangada e A. vdscosus e A, naesfunddl nas menos severas. Segun
do Baker e cols. {1976), o Aetinomyces & o estimulante linfociti-
ric mais potente, e confirmaram a corrvelagdo entre severidade da
dosnca & transformacdc linfecitica. Ivanyi e Lehner (19773 ¢
197703, encontraram umé assocliagdao entre doenga pericdontal matey
nal & estimulacdo de 1linfdcitos de cordde umbilical com componen-
tes da placa.

A participagac dos anticorpos na doenga periodontsal ain
da & controvertida, apesar da presenca de uma grande guantidade
de plasmbcitos e imunoglobulinas no tecide, e de anticorpos nao
fluido gengival. Uma das dificuldades paras se sstabelecer o grau
de envolvimento dessas imuncglobulinas na doenga, € a variabilida
de da especificidade dos anticorpos, € & outra € a falta de uma
correlacao da doenga periodontal e imunoglobulinas contra elemen-
tos da placa dental. Assim € que foram encontrados anticorpos
contra Berrnelda vimncenil, F. fusiforme e B, mefandinogendicus en
individuos normais e com gengivites crdnica e aguda; nfo havendo
contude, diferencas nos niveis de anticorpos nos  trés  grupos
{Lehner e Clarry, 1866&). Isto foi confirmado por Wilton e cols.

{1971). Anticorpos contra ¢ LPS do B. wefandnogendicus foram en-



contrados em todos 05 soros humanos normais  testados {(Courant e
Gibhons, 1967%. Williams e cols. {(1976) tambem detectaram anti-
corpos contra Eﬁiﬁﬁaﬂaiﬁa,ﬁaciéﬂoideé,?aéabac£@&&am e Selenomonas
em individuos normais ¢ com peviodontite, sem diferencga entre os
dois grupos. HNisengard e cols. [1868) verificaram gue individuops
normals ¢ com periodontite apresentam uma reagac de hipersensibi-
lidade imediata contra o A. naesfundd; entretanto, a porcentagen
¢ maior no grupo com periodontite. Anticorpos contra A, visoosus
foram encontrados na mesma gquantidade em todas as fases de ik
gengivite experimental {(Lehner e cols., 1874}, Por cutre lade, a
gquantidade de imunoglobulinas no tecido gengival auments com a in
flamacio {Byers & cols., 1875},

Todos estes resultados indicam que os leucocitos e  as
imunoglobulinas participam como elementos protetores efou destru-
Aﬁivos na evolugao da doenga periodontal. Atualmente os  lipopo-
lisacaridios e o acido lipoteicdice sdo considerados como  impor-

tantes componentes patogeénicos da placa dental.



LIPOPOLISSACARIBIOS B ACIDO LIPOTEICOICO

As bacterias estac agrupadas classicamente em Gram-posi
tivas e negativas, de acorde Com & propriedade de se corarem com
o corante de Gram. Az bactérias Gram-negativas 1ém na porgac ex-
terna de sua parede uma macromolécula chamada de endotoxima ou 131
popolissacaridio (LPS). Os LPS apresentam uma atividade biloldgica
mud te variada, afetando praticamente todes o5 sistemas do organis
mo; sendo gque a malor parte dos mecanismos envolvidos ainds sio
desconhecidos (Ellin ¢ Wolff, 1876). As endotoxinas podem ser 13
beradas por uma grande variedsade de microoyganismos, incluindo
Salmonella, Shigelas, Escherichia, Klebsiella, Pasteurella, etc.

O LPS estd ligado & parede celular da bactéria na forma
de um complexo contendo proteina, lipidic e polissacaridio. Paras
o isolamento do LPS, pode-se usay a extracdo com Acido tricloro-
acético, mistura de agualpiridina, ou pela mistura fencl/aguz a
65-68%C {Westphal e Jann, 1865). Por este Gltimo métode, quande
a mistura € esfriada, a solugdc que era homogénea separa-se anm
Ggua {parte superior) e fennl {parte inferior). A endotoxina €
encontrada na fase aquosa, juntamente com acide nucleico. O com-
plexo lipopolissacaridiceo obtido & formado de 60-85% de polissaca
ridic e 15-40% de lipidio.

A molécula do lipopolissacaridio pode ser dividida em
trés partes:

a) O-polissacaridio

by "RE-core”

¢} Lipidio A

0 O-polissacaridio forma a parte mails externa do  LPS,
fazendo com que a antigenicidade seja dada por esta melécula, e
assim determinando a especificidade soroldgica da bactéria. € O-
palisﬁacaridié estd formado por unidades ryepetitivas de oligossa-

s - oy . - ) s - wR a
caridios contendo de 3 a & monessacaridios, gue sao variaveis de
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espécie para espécie (Hellergvist & cols., 1969).

O "Recore' forma a porgdo média do LPS, unindo a parte
lipidica com o O-polissacaridic. O conhecimento desta estrutura
foi facilitado pelo estudo comparativo de dois tipos de  bacté-
vias, ume que forma colonias lisas {S=Smooth) e outra rugosa (R =
Roughl}, que & a mutante da lisa. Durante @ mutagio 3-% R, hi um
blogueio na sintese das unidades repetitivas do O-polissacaridio,
e portanto a R mutante ndo tem esta parte da molécula do LPS., A
porgao mals externa fica sendo o "Recore', © os anticorpos forma-
dos sdo contra esta molécula, ndo sendo especificos para a espé-
cie e nac cruzam com o O-polissacaridio (Hellergvist e Lindberg,
1971},

A hidrSlise acida do LPS produz uma fracio insolivel
chamada de Lipidic A, que € a estrutura responsavel pela ativida-
de endotdéxica do LPS. O lipfdic A & essenciaimente formado de a-
cidos graxes, como o f-hidroxi-miristico, paimitico, g-mirfstico
e laurico. O tratamento do LPS com alcall remove os dcidos gra-
xos, alterando assim a estrutura do 1ipféi0 A, Bm 1873, Liderizz
e cols. fizeram uma revisao da estrutura e propriedades do lipi~
dio A.

Uma das caracteristicas bioldgicas do LPS, & a capacids
de de provocar febre no homem, € em outras espécies sensiveis co-
me o coelho e o cavalo. O mecanismo de acae & desconhecido, mas
pode ser indiretamente através dos leucdcitos, e fol chservado
que tanto os polimerfonucleares como 05 monGecitos podem produzir
substancias pirogenicas (Dinmrello e cols.. 19743 . Por outro la-
do, a repetids administracao de LPS pode fazer com que haja um au
mento de vesisténcia do animal aos efeitos do LPS, fenbmens este
chamado de fofengneda {(Grelsman e cols., 1983%3;Greisman e Woodward
1070, Greisman e Hornick, 18763, O LPS pode provecar chogus vas-
cular em casos de septicemia por bactérias Gram-negativas {(Chris-

ty, 19711, e atuar no sistems endocrine, especialmente no eix%
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hipotdlamo-hipbfise-adrenal (Carrol e cols., 1969). A administra-
gao de LPS também pode modificar o metabolismo dos carbohidratoes,
lipidios, proteinas e minerais. As endotoXinas apresentanm YO~
priedades terapéuticas, como a lise de c8lulas a&aplﬁ@éiﬁass rege
neragdo nervesa e agdc fibrinolftica, entretanto seus efeitos co-
laterais impedem o seu uso clinico {Westphal, 1897%5).

Além de ser um potente imunégeno (Rossen e cols., 1967},
o LPS tem uma agaoc mitogenica sobre os linffcitos B, que nio & me
diada poy mecanismos imunoldgicos {fGery e cols., 1872; Peavy e
cols., 1873}, O LPS também atua como adjuvante, dumentande 2 quan
tidade de anticorpes e células formadoras de anticorpos em diver-
sas espécies (Heter, 1969). A reacido de Schwartzman que também &
caracteristica do LPS, ocorre especialmente em coslhos, quando o
LPS ¢ injetado na pele, e depois de 24 horas ,endovencsamente,ocoy
rende uma lesdc hemorragica no local da injecio inicial, ?m? meca
nismo que ainda € descomhecido. Em coelhos, a inje¢do sndovenosa
de duas doses de LPS, num intervalo de Z4 horss pode causar uma
necrose da cortical renal, com diminuicao de lesucdcitos e plague-
tas {Horm e Cullins, 1968}, A administraciéo de LPS altera a5 re-
sisténcia a infecgSes por bactérias, fungos, virus e parvasitas, ha
vendo inicialmente um aumento nas susceptibilidade, seguida por
tma maior resistencia, que ocorre paralelamente a uma modificacio
do sistema mononuclear fagocitdrio {Arredondo & Xampschmidt,1963;
Wright e cols., 1869; Cluff, 1870; Trejo e DI Luzio, 1971},

Alguns dos efeitos do LPS devidos ao lipidio A s3o: pi-
rogenicidade, toxicidade letal, toxicidade aumentada pela adrena-
lectomia, reacho de Schwartzman, reabsorgio Sssea,leucopenia, leu
cocitose, diminuicdo da pressac sanguinea, transformagdo blistica
dos linfécitos, ativacde de macrdfagos, ativagdo de complemento,
ativagdo do plasminogénic e inducdo de sintese de prostaglandi-

nas,



A injecap endovenosa de LPS no honmem, mesmo em doses de
0,1ug, provoca uma leucopenia seguida de leucocitose ¢ uma eosing
penia tipica {(Athens e cols., 1961). Na cavidade peritonial ha
téﬁbéﬁ, inicialmente, uma diminuicgfo no nimere de cflulas, possi-
velmente devido a um efeito citotoxice, que & seguido por uma leu
cocitose. O camundongoe C3H/Hej, em contraste com os outros camug
dongos, apresenta uma grande resistencia aos efeitos da endotoxi-
na, incluindo letalidade, mitogenicidade 4in wifro & resposta imu-
ne 4n vivo {Watson e Riblet, 1974). Entretanto, o3 camundongos
C3H/Hei apresentam um actmulo mais rapido e mais intenso de PMN e
mononucleares guando o LPS € injetado ne peritonio {Moeller e
cols., 1978}, 1Desde 1967 foi observado por Keller e Sorxkin  qgue
os efeitos guimiotaticos de filtrados de E. cofi dependem em gran
de parte da agdo sobre sovo nermal. Se g incubagBo & feita a 09C
em presenca de EDTA ou com soro pré-aguecide a 569C por 30 minu-
tos, o fator gquimicotidtico ndo € formado {Snvderman e cols.,1968),
indicando sua agao sobre o sistema complemento. As endotoxinas
podem ativar o complemento pela via cléssica e alternads, 8 08
produtos gerados pedem ser responsivels por algumas das altera
coes causadas pelo LPS, inclusive a guimiotoxia { Mergenhagen e
cols., 1869; Frank e cols., 1973%; Fine, 1974}, Tanto pela  via
cléssica quanto pela alternada, o fator formade com maior ativida
de guimiotatica € o CSa. Assim, o LPS nao produz o fater em ca-
mundongos geneticamente deficientes de (5 ( Snyderman e cols.,
19751 ,e a guimiotaxia estd reduzida em humanos deficientes de C3
{(Rosenfeld e cols., 1976). A fracao C5a também € formada apds o
tratamento do soro com ¢ Eobia facton, € complexos antigenc-anti-
corpo (Shin e cols., 1969; Gallin e cols., 1875}, Além disso,PMN
expostos ac CSa desenvolvem irregularidades na superficie e forma
cao de pseuddpodos [Gallin e Rosenthal, 1874).

0Os LPS também podem agir diretamente nos linfdcitos, ma

créfagos e mastdceitos. Os linfécitos B estimulados por LPS produ
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zem um fator quimiotdtico para macréfages e a ativagdo de macréfa
gos pelo LPS, medida pela incorporagdo de glucosaming Clég depens
de da presenga de linfdécitos B (Wilton e cols., 1875). Macrofagos
incubados  com LPS saoc capazes de libérar enzimas lisossOmicas
(Allison e cols., 1973} e induzir a sintese e liberagdo de colage
nase {[Mergenhagen e cols., 1978},

{3 LPS pode ser obtide de placa, supra e subgengival, e
estd presente no propric fluide genmgival {Simon e cols., 1970
Shapiro e cols., 1971 Fine e cols., 1978). Endotoxinas tém sido
isoladas de bactérias da placa dental, como a Vedillonefla, Fuso-
baclerium e B, melaninogenicus {Mergenhagen e Varah,1963 Hofstad,
1968, Eristofferson e Hofstad, 1970 Rofstad, 19783, Os  LPS  de
bactérias orals causam inflamac8o e reagdo de Schwartzman ng pele
de coelho (Rizzo e Mergenhagen, 1964: Sveen, 1977}, &€ capaz de a-
tivar o zistema complemento {(Wiltom, 1877:Hawley e Falker, 1978},
causar reabsorgdo Gssea (Hausmann ¢ cols., 1870).,¢ provecar 13-
beracac de colagenase dos macrdfagos e de hidrolases de PMN
(Schorlemmer e Allison, 1876). O LPS da F. pefymonphum fol capaz
de induzir z migragac de PMN na cavidade peritonial de camundon-
gos, e as células tinham uma capacidade fagocitica aumentada para
bactérias orais (Jensen ¢ cols., 1964}, enquanto gue os LPS da
Fo nueleatum e V. parvuela também aumentaram a migragio e fagocito
se de PMN {n vdifne {Baboolal e Powell, 1873). A aplicacao de LFS
na gengiva de caes fol capaz de provocar aumento de permeabilida-
de vascular (Ranney e Montgomery, 1973}. Simon e cols. {1970} ve
rificaram um aumento de endotoxina em exsudates gengivals, com o
aumento da severidade da inflamagac pericdontal. U8 meCanismos pe
los quais o LPS pode causar destruigao gengivel foram descritos
por snyvderman {1972},

Os dcidos teicdices { o tevrmo vem do grego feyohcs=pare

de) sdo um grupe de polimeros presentes na membrana plasmitica e
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paredes celulares das bactérias Bram-positivas. 0 dcido teiclico
da parede celular estad ligade & um peptidieglucano e em geral tem
na cadeia principal o ribitel. 0 &cido teicdico da parede celu-
lar ndo esth presente em todss as espécies, dependende mesmo  do
meic de crescimento. O acido teicdice da membrana plaswmitica &
mais constante, € tem como cadela principal um pelimero do glice-
rol-fosfato, com lipaches fosfodiestéricas 1-3%, e contendo 25 a
30 residuos de glicerol-fosfato. O dcido teicdico da membrana es
td ligade & uma molécula de glicolipidic, e este complexo foi des
crito pela primeira vez por Wicken e Knox (19703 no lacifobacdfilus

feamenil, quando usaram ¢ termo lipo-teicdico (LTA).
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Kcido Teicdico
Gii = gliceosil
Ala = alanil

{Segundo Wicken e Knox)

Em coelhos, a injecae endovenosa de bactérias que conte
nham acido teichico, pode provocar a formagio de anticerpos con-
tra esta substancia. Quando isoclado, o dcide teicdico pode ou
ndo ser um bom imundgenc, dependendo do peso molecular e da  pre-
senca de proteinas. A imunoglobulina formada & especifica para a

cadeia principal de glicerofosfato., e nao para cada organismo em

e
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particular.. O LTA ao contrdrio de LPS nio & pirogénico, nfo & lg
tal para camundongos e ndo estimula a trensformacaoc blastica dos
iinfocitos B. Por outro lado, provoca a reagao generalizada de
Schwartzman, € sua acdn depende da fracido lipidica. © LTA & ca-
paz de se ligar s células e 4 matriz 6ssea de 0ssos longos de
ratos, e causar reabsorcfo Ossea, entretanto € menos ativo que o
LPS {Knox e Wicken, 1973, Wicken e Knox, 19755 O'Grady e cols.,
1880). Quando aplicado diretamente no tecido gengival, o LTA pro
vocou inflamacfo e reabsorgdo Ossea (Bab e cols., 1879).

Os lipopolissacaridios, o &dcido lipoteicdice e outros
componentes soliiveis da placa dental, podem sey importantes na pa
togénese da doenga periodontal inflamatdria, e este trabalho foi
realizado para estudar as propriedades inflamatdrias de algumas

destas substancias.



MATERIAL B METODOS
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MATERIAL E METOBLOS

Camundongos CD-1 nlo isogenicos, machos, pesando de 25
-8 35 gramas, foram usados em todes s experimentos. Procurou-se
ugsar animais de pesos semelhantes num mespo experimento.,desde gue
observou~-se uma variagao no numero de céiuzaé residentes na cavi-

dade peritonial, de acerde com ¢ tamanho do camundongo.

SUBSTANCIAS USADAS

Solugao Fisioldgica~- Soluclo estéril de cloretc de so-

dio a #,9% isenta de pirogénioc.

Dextranos- Dextrano T-250 e T-250 Sulfatade.com pese mo
lecular de  250.000 daltons foram adguirides da Pharmacia Ltd

{Londres, Inglaterral.

Lipopolissacaridio da Vedllfonelifa alcelfescens (V-LPS)*-
Foi preparado de acordo com a técnica do fenol {Westphal e Jann,

16635} a partir de organismos isolados de placa dental humana.

Lipopelissacaridio da Salmonellfa Zyphdmunium (5-LPS} e
da Escheadichnda cold {(E-LPS)~ O S-LPS e ¢ E-LPS 055:85 foram obti

dos da Difco Laboratoriesn (Detroit, Michigan, Estados Unidos).

Mutanos~ O mutano I contendo mais de 89% de ligacgdes a-
1-% e p mutano 1T com 80% de ligacles g-1-3 ¢ 10% de o~1-6 foram

preparados a partir do Staeplfoceccus mufans MI 176,

*As sepuintes substancias nos foram gentilmente cedidas pelo Dr.
J.MLA, Wilton do Departamento de Imunoclogia e Microbiologia Oral
do "Guy's Hospital', Londres: lipopolissacaridio da Veltlforella
afeafesogns, mutane I, mutano I, levano, 1ip§di& A e acide lipo-

- e, %
TeiCo1Co.
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Levano~ O levano derivado do Corynebacferium Levandfor-

mis foi preparade de acordo com o métode de Moreno e cols.{1976).

Aclinomygees viscodus- A, vdscesus, isolados de placa
dental humana, foram cuitiva&@s em "caldo de ﬁﬁﬁém&mgaaé” { BRL
Baltimore, Estados Unidos) por 48 horas a 37¢C. As bactérias fo-
ram precipitadas por centrifugacdo, lavadas em solucde fisiollgi-
¢34 € YeSUSPEnsas a uma concentragac de ixlﬁglorganismes{mla Apls
¢ tratamento com ultra-som por 15 minutos, ¢ sobrenadante fol usa

do nos experimentos.

Lipidic A~ O lipidio A foi preparado por hidrélise aci-
da a partir do S~LPS, segundo o métode descrito por Burton e

Carter {(1864}.

Kcido Lipoteicbico {LTA)- O LTA foi extralde do Lacto-
bacilius fesmentd {NCTG 6981}, pela técnica do fenol, de acordo

com Wicken e Knox (1870},

Placa Dental- Foi obtida de pacientes submetidos a pro-
filaxia periodontal, e tante & placa supra como a subgengival fo-
ram colpcadas em solugfo fisioldgica. Material obtide de 15 pa-
cientes fol centrifugade por 15 minutos a 3.000rpm, e o precipi-
rado resuspenso em solucde fisiollgica, foi submetide ao ultra-
som por 10 minvtos {MSE 60 W}. O material fol novamente centrify
gado, e o sobrenadante usado nos experimentes. Para o tratamento
com ultra-som, fol usado uﬁ frasco contendo gelo moido para absor

ver o calor gerado,

AQUECIMENTO E DESACETILACAC

Para verificar-se o efeito da temperatura nas proprieda
des i=flamat@rias da fragfo obtida da placa dental, do E-LPS e
do V-LPS, estas substancias foram aguecidas a 1009C por 15 minu-

. . - - v - - 5
tos. Para a desacetilacfo, elas foram tratadas com hidroxide de



s&die 0,02N a 379C por 18 horas, e neutralizadas com acido clori-

drico (Davies ¢ cols., 1858).

DETERMINACAD DA CONCENTRACAO DE PROTEFNAS

A concentragade de proteinas na fracic sollvel da placa
dental e do A. viscosus foi determinada pelo metodo de Lowry e

cols. {1951}).

CONCENTRACEO DAS SUBSTANCIAS USADAS

Todas as substancias foram dissclvidas em solugdo de
cloreto de sodic a 0,9% isenta de pirogenio.0s mutancs I e 11 & o
levane foram submetidos ac ultra~som por 30 segundos para facili-
tar a solubilidade. As concentracdes das diversas substancias
usadas para o estudo da dinimica da migracdo lsucocitdria na cavi

dade peritonial de camundongos foram as seguintes:

Dextrano T~250 100,0ug e 500,0ug

Dextrano T-250 sulfatado 100,0ug e 500.0ug

V-LPS 0,85 ug 0,5up e 5.0ug
5-LFPS 8,5 ug 5,0ug e 50 .,0ug
Mutano 1 5,0 ug 50.,0ug e 500,0ug
Mutang 11 5,0 ug S,0ug e 500,0ug
Levanoc 500,0ug

A, visoodils 5.0 ug 20, 0ug e 500,0ug
Lipidie A 6,5 ug e  5,0ug

LTA ” 0,5 ug S,lug e 50,0ug
‘iaca Dental 2,0 ug 20.0ug e 200,0ug
Placa bental desacetilads 20,0 ug

Fiaca Dental aguecida 20,0 ug

V-LPS desacetilado 6.5 ug

E~LFPS 3,

n
E-1LPE desacetilado 5.0 ug



ADMINISTRACAD DAS SUBSTANCIAS B COLETA DAS CELULAS

As substancias foram injetadas na cavidade peritonial de
camundongos nao anestesiados, com o auxilio de uma seringa descar-
tavel de Iml e agulha 25g (Gillete éurgical)‘ Gs animais controe
les foram tratades com 0,1Iml de solugdo fisiologica. Este volume
foi usado em todos 0% experimentos, desde gue um volume maior pro-
voca uma pequena resposta inflamatéria. Para cada  concentraclo
das diversas substancias, nos diferentes tempos, foram utilizados
grupes de 4 animais. Apds 6, 24, 48 ¢ 72 horas de injegdo intra-
peritonial, os camundongos foram sacrificados por secgao dos  va-
sos do pescoco, € a4 pele rebatida, expondo-se os mGsculos abdomi-
nais. Com o auxilioc de uma seringa ¢ agulha 258, 5,0ml  de sclu-
cio fisioldgica foram injetados no peritdnio, e o abddmen massa-
geado delicadamente. Quatro ml foram aspirados com sevingd e agu-
lha 216G, e colocados imediatamente em tubes imersos em gelo. A
contagem total de leucScitos foi feita usando-se uma cemara de
Neubauer, e para a contagem diferencial, preparagdes feltas com
o auxiiio de uma citecentrifuga { Shandon, Southern Products,
Inglaterrva), foram fixadas em metanol puro por 10 minutos e cora-
das pelo Giemsa. De cada animal, foram preparvadas duas léminas e
pelo menos 200 células foram contadas, classificando-se-as em mo-

no e polimorfonucieares.

FAGOCITOSE

Para o estudo do efeito das diversas substancias na capa
cidade de fagocitose das cflulas mononucleares do peritonio de ca-
mundongo, foi usade um sistema tendo blastosporos de Canddida
abbicans {CA] como pavticulas a serem fagocitadas {Schmid & Brune
19741, Abaixo encontram-se as concentractes das substancias usa-
das, sendec que o35 controles foram tratades intraperitonialmente

com 0,iml de solugfo fisioldgica.



Dextrano T-258 500,0ug
¥V-LPS g, 5ug
5-LP5 10, 0ug
E-LPS 10,0ug
Mutano I 560, 0ug
Mutano 11 560 ,0ug
Levano 500, 0ug
A, vilsdcosus 50 .,0ug
Lipidio A 5,0ug
LTA 54, 0ug
Placa Dental 20, Gug
Para o preparc das particulas, Candida afbicans {CA]

isoladas de cavidade oral humana foram cultivadas em meio de
Sabouraud por 24 horas, e centrifugadas a 3.000 rpm/10 minutos. As
particulas precépitadas, depois de lavadas 3 vezes em sclucdo fi-
sivlogica foram contadas em cidmara de Neubauer, ajustads a uma con
centracdo de 1x16° particulas/ml em solugdoe fisioldgica e mantidas

. - . - 4 n B
a 4%C ate sevem usadas. Para a opsonizagaoc, 1x10

CA forawm incuba-
das com 0,5ml de soro de camundonge a 37°C por 1 hora, e posterior
mente a 4°C per 18 hovas. As particulas foram lavadas 3 vezes em
solucdo tamponada de Hanks (Wellcome, Inglaterra), ajlustadas A
1x10% CA/ml e guardadas a -20°C.

Grupos de 4 camundongos foram injetados intraperitonial-
mente com o,lml das diversas. substancias a serem testadas, sendo
que em todes os experimentos houve um  grupo de animals controles
tratados apenas com solugdo fisipléogica. Depois de 72 horas, os
animais foram sacrificades, as células da cavidade peritonial cole
tadas em solugac de Hanks e colocadas em tubos imersos em gelo. A
contagem total e diferencial fol feita come j4 descrito, e & con-
centracio ajustada a 1&106 celulas /ml em Hanks.

Para ¢ teste da fagocitose, 100 microlitros de Hanks

E
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contendo in%ﬁ celulas/ml e 10% de soro normal de camundongo, fo-
ram colocades sobre a superficie de lamina especial para fagocito
S¢ {Héﬁdiey, Multispot Microscope Slides, Inglaterra), e as célu-
tas deixadas aderir na.vidrv por 45 minutos a 379(C, em uma camara
Gmida. As c€lulas ndo aderentes foram retiradas com Hanks, e as
restantes incubadas com 5x10° particulas opsonizadas de CA por 45
minutos a 37%C. As particulas ndo fagocitadas foram removidas, as
células fixadas em metanol e coradas pelo GCiemsa. Para cada ani-
mal, ¢ teste de fagocitose fol felto em duplicata, contando-se
200 células mononucleares, divididas em tres grupos: células gue
ndo fagocitaram, c€lulas contende 1-3 particulas e cé&liulas com 4

ol mais DA,

DETERMINACAO DE COMPLEMENTO {C), ALBUMINA E IMUNOGLOBULINAS {Ig]

NO FLUIDO PERITONIAL

Para a detecgao de €, albumina ¢ Ig mno fluido perito-
nial de camundongos tratadeos oom as diversas substincias, usou-se
a técnica da imuncdifusio rvadial simples {Mancini e cols., 1965).
0 fluido peritonial foi separade das c@lulas inflamatdrias por
centrifugagac, ¢ o matevial obtido de 4 animais tratados de manel
ra semelhante foi colecado num unico tubo. Para a determinagic
da albumina, ¢ fluido foi usado nas condigdes em que fol coleta-
do, enquanto que para o { ¢ para as Ig o material %ol primeiramen
te liofilizado e posteriormente dissolvide em solugdo fisioldgica
numa concentracas 10 vezes maior gue a cfiginai& A fragso anti-
complemento de camundongo {anti C3) foi fornecida pelo Dr. J.M.A.
Wilten; a anti-albumina comprada da Miles lLaboratories {(Estados
Unidos) e a anti-y~-globulina obtida 4o Instituto Behring
{Alemanha Ocidental}. (s tres anti-soros foram yfeparaéas em voe
ihos. Para a construcao da curva padrio, foi usado soro normal

de camundongo diluido inicialmente a 1:4, para a determinagio de



L e lg e a3 1:32 para albumina.

A agarose (Type 1I, Medium EED, Sigma, 85t lLouis,
Estados Unidos) fol dissolvida em tamp3o veronal pH 8.6 em agua
fervente, a uma concentracao de 1%, & estocada a 49C. Antesz de
ser usada, a agarose fol liquefeita e mantids a 56%C. 100 micro
litreos do anti-sore foram colocados em 5,0mi de agavose, que fo-
ram pipetados sobre a superficie de uma lamina de vidro {7,5x5.0
cm}, de maneira a formar uma camada homogenea. Em 12 circulos de
3mip de dismetro, forvam colocados §5,0ul do fluide a ser testado;
em 4 circulos, o sore controle em diferentes concentragdes. Para
a difusdo e precipitacie das Ig, a lamina foi colocada numa cama-
ra Umida a 4%C. Dzpois de 24 horas, g agarose Foi coberta  com
papel de filtro endurecide (Watman Ltd, Inglaterra}, umedecido em
solugio fisioldgica a 56%C. Depois de lavada por duas horas, a
lamina foil cerada com Azul de Comassie por 15 minutos a 50%C, ¢

diferenciada com uma solucho de acido acético.

Sclugao Corante

Azul de Comassie 1z

Ecido Acético 47 . Sml
Etanol 13omi
Agua Destilada 500ml

Solugao Diferenciadora

Acido Acético 200ml
Franol &25mi
Kgua Destilada 1625m1

O guadrado do diametro da zona de precipitagao fol me-
dido, & o resultado expresspe em porcentagen, levando-se em consi~
deracde a curva padrae feita a partiv de soro normal de camundon-

go .



PRE-TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS COM LIPOPOLISACARIDIOS

Grupos de 4 animais foram pré-tratados com 10,.0ug de
V-LPS, E~-LPS ou S5-LPS intraperitonialmente ou endovenosamente
através da veia caudal. Os animais controles receberam a mesma
quantidade de soluglo fisiclogica. Depois de 7 dias, o mesme
LPS usado no pré-tratamento foi  injetado no periténiv  (V-LFS
¢,5ug, E-LPS e 5-LP8 5,0ug) e apds 24 horas, o fluido peritonial
foi coletado e a contagem total e diferencisl feita como descrito
anteriormente. Grupos de 4 camundongos pré-tratados endovenosa-
mente com oS mesmos lipopolisscaridios, foram injetados intraperi
tonialmente com 50.,0ug de A, viscodusd, Dois  grupos de camundon-
gns foram pré-tratados com 10,0ug de V-LP5S intraperitonialmente,
2 yagsades.vinte dias, um grupce fol injetade com {,5ug de V-LPS e

0o outroe com 5,0ug de E-LPS na cavidade peritonial.

DETECCAC DE ANTICORPOS

& detecgao de &nticerpés no soro ¢ no fluido perito-
nial de animais normais e pré-tratados com lipopolisacaridios foi
feita atraveés da técnica da hemaglutinacio passiva, como descrita
por Davies e cols. [1958}. Para o preparo do soro, o sangue foi
deixado coagular por 1 hora a 37%C, & depois de separado das pare
des do frasce foi mantide a 4°C por 24 horas. O sobrenadante foi
retiradeo, centrifugado a 3.000vpm/10 minutes e mantide a -209%C
até ser usado. O filuide peritonial foi coletado como descrito an
tericrmente, liofilizade e solubilizado em solucio fisiologica a
wma concentracao 10 vezes malor gue a original. Eritrdcitos de
carneiro, obtidos de sangue defibrinade, forsm sensibilizados com
LPS de acorde com Davies e cols. {1958). Os eritrdcitos foram la
vados 3 vezes, e gpSS a Gltima centrifugaclo, 0.5ml de células fo
Tam suspensas em 10,0ml de tampdo fosfato pH 6.4. O,5m) de c&lu-

tas & 0,5m1 de LPS (V~-LPS 0,5mg/ml, E-LPS & S-LPS Img/nl) foram
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incubados g 379C por 1 hora em um dispositive retatério, que man-
teve uma agitagdo constante. As celulas foram entdo lavadas 4
vezes em tampac fosfato pH 7,Z, e resuspensas em Zml do mesmo tam
pac. 0s eritrdécitos controles forammpreparad@s nas mesmas condi-
cBbes; apenas na incubagdo nao foi usado LPS. |

0 soro e o fiuldo peritonial foram descomplementados a
5690 por 1 hora, e absorvidos com ervitrocitos normais de carnei-
ros. Para a absorcadc, volumes iguais de soro e eritrdcitos foram
deixados por 30 minutos & temperatura ambiente, e ap0s a centrifu
gacao {3.000rpm/5 minutos) o sobrenadante foi retirado. Os soros
usados como controles positivos foram obtides de coelhos hiperimu
nizados com as respectivas substancias. Todos os vecipientes da
nlaca usada pars a titulagao (Micratit@r Svstem, Sterelin,
Inglaterra} receberam inicialmente 50,0ul de tampic fosfato pH
7,2, contendo 1% de albumina bhovina. 0O sorc e o fluide foram di-
luidos com o auxilio de uma alca (Titertek, Flow Laboratories)
gque fazia a transfereéncia de 50,0ul, e portanto dando ums dilui-
cio de 50% em cada passagem. Na Gltima coluna foi deixado apenas
o tampdo, para se ohservar a hemaglutinagio espontanea das hema-
cias. Lada soro ou fluide foi testado com eritrdcitos controles
e sensibilizados. As placas do microteste foram deixadas § tempe
ratura ambiente por 24 horas, e os resultados expresses  levandoe-

se em consideracio a Gltima diluiclo com hemaglutinacio positiva.

CELULAS FORMADORAS DE PLACAS

Para a detecgac de células formadoras de placas fol usa
do o métode de Cunningham e Szenberg (1968). Os  animais foram
imunizades com duas injegOes endovenosas, 10,.0ug cads unms, de
V~LPS, E~-LPS ou S~LPS, sendo a segunda ministrada 3§ semanas ap§5

a primeira, e os animais scxprificados depois de 3 dias.
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Para o preparo das células, o bago dos animais foi reti
rado & colocade em meio de cultura 198 contendo penicilinag, @5 -
treptomicing {(Wellcome, Engiatérra} e 5% de soro fetal de vitela
inativado {FCE&, Gjbcag.ﬁscﬁcia}n ¢ tecido fol cortado em peque-
nos pedagos em placa de Petri, passado atraves de uma rede metali
ca com 0 auxilio do embolo de uma seringa de Z0ml e, por turbulén
cia, usando-se uma agulba 21G, transferide a um tube plastico.
Depois de 30 minutos no gelo, para permitir a precipitacaoc dos
aglomerados, © sobrenadante fol centrifugado a 1.000rvpm/10 minu-
tos, O precipitado fol resuspenso em Iml de meio de cultura, o
nimero de celulas viaveis determinado atraves da exclusio de Azul
de Tripan, e a concgntragao ajustada a 1x16? células vivas por
mi.

(s eritrécitos de carneiro foram sensibilizados COmo
descrito para a hemagiutjnagéa, & a concentracao final wusada foi
de 20%. O complemento fol preparade de sangue de cobala, congels
do apenas uma vez, € dilufdé 1:1 em meio de cultura 189.

As camaras usadas no teste foram feitas por meio de 2
taminas de vidro justapostas e divididas ao meio atraveés de uma
fita adesiva dupla. ©Os testes, inclusive os controles, foram fel
tos em triplicatas. Com o auxilic de uma pipeta de Pasteur, em ca
da camara foram colocados:

3,1 ml do meie de cultura 199

0,1 ml de cé€lulas esplenicas (Exlﬁé colulas)

0.,025m1 de eritrocitos sensibilizados ou controles

0.025m1 de complemento

A camara foi selada com parafinag aquecida contendo  30%
de vaselina e incubada por 1 hora a 37°C. As placas formadas fo-
ram contadas com o auxilio de um microscdpic estereoscipico, e o
resultado expresso em numero de placas presentes em 1X1§? células

esplenicas.



TRANSFERENCIA PASSIVA DE ANTICORFOS

Soro contando  imunoglobulinas especificas para S-LPS
{titule de 1:4086), foi preparade do sangue de cemundongos imuni-
zados, com 2 injecoes endovenocsas (10,0ug cads uma) do lipopo
lissacaridio. 200 microlitros deste soro foram transferides endo
venosamente em camundongos rvecipientes, num  total de 4 animais.
s controles receberam tratamento semelhante, apenas gue o so0re
transferido ndo continha anticorpos contra S-LPS. 30 minutes apos
a transferencia, tqdas 0% animals receberam 5,0ug de S~-LPS intra-
peritonialmente, ¢ foram sacrificados apbs 24 horas. A dosagem de
anticorpos foi feita ne sore 30 minutos e 24 horas apds a transfe
rencia passiva do anticorpo, e no fluido peritonial apenas depois

do sacrificio dos animais.
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RESULTADODS

DINAMICA DA MIGRACAC DE LEUCOCITOS NO PERITONIO DE CAMUNDONGOS

As celulas presentes na cavidade peritonial de camundon
gO8s nermaié sac em sua grande maicria mononuclesres, com uma pe-
guena proporgac de polimorfonucleares (PMN}. A injecdc de §,1ml
de sclugao fisioldgica mo peritonio, praticamente ndo causa modi-
ficacao na populagdo celular, gue permanece emn torne de &,&xi@é
celulas por animal {Fig. 1). Entretanto se o volume injetado
for maior gue 0,1lml, ocorre um discreto aumente do nimero de PMN
gue pode interferir com os vesultados. Os animais foram  mortos
por seccdo dos vasos do pescogo, visto que se nao for feita a ex-
sanguinacdo, muite freqifentemente hd o aparecimento de sangue na
cavidade peritonial, devido as manipulacgdes usadas para a coleta

das celulas.

0 dextrazno T-250 npas doses de 100,0 e 500,0ug ndo modi-
ficou o numero tetal de células, nem alterou a proporcic de mono-
nucleares ¢ PMN. A sulfatacio do dextrano ndo aumentou o nimero
de células,provocando uma elevacio minima no nGmero de PMN,  que
atingiv um maximo de 1,1x10% células 24 horas apbs g administra-

cao {Tab., 1}.

ras substancias testadas, o lipopolissacaridio da
Vedlbbonedla afealescens (V-LPS) fol & mais potente, provocando
uma resposta inflamatdria dependente da dose usada (Fig. 2). A do
se de 0,05ug por camundongo Causou um pequenc aumento ne  nlBEro
de celulag, atingindo 7,1x10% c81lulas nas primeiras 6 horas. O
aumente fol devido principalmente a PMN. Decorridas & horas apds
“a administracfo de 0,5 e 5,0ug, houve um aumento do nimero de ¢é-

lulas, semelhante ac causado por D,05ug. Entretanto, apds 24 ho
_ .



ras, com O,5ug o total de celulas foi de 18,?x1§§ ¢ este npumero
atingiu ESaleﬁﬁ com 5,0ug. O total de células caiv nas proximas

6 com O,bug e Eﬁ,gxlﬁﬁ, de

24 horas, mas ainda apreseﬁtayé 14.,2x10
pois de 72 horas. Com as 3 doses usadsas, o asumento nas primeiras
& horas foil devide exclusivamente a PMN, enguanio gue as nononu-
cleares permaneceram em niveis normais. 0 aumento brusco que
ocorren apds 24 horas tambem fol devide, em sua msior parte, aos
PMN gue constituiram cerca de 70% do total das células com a dose
de §5,0ug. Mesmo ap0s 72 horas o0s PMN constituviam 20% das celulaes
e pstavam acima des niveis normais. As  mononucleares estavan
aumentadas depois de 24 horas, ¢ com as doses de 0,5 e 5,0ug con~
tinuaram a awnentar até 72 horas, atingindo 15%2x1%6 & constituin

do cerca de 80% das células. Desta maneira, o VYV~LPE causcou un

actimulo maxime de mononucleares apds 72 horas.

A desacetilagao de 0,5ug de V-LPS reduziu sua capacida-
de de causar um acimulo de mononucleares depois de 24 horas, bai-
xando de 6,8x10% para 3,9x100 células, e de PMN de 8,05 para
Qﬁéxlﬁé celulas {Tab., 23. O mesmo tratamento tevé efelto  seme-~
ihante no E-LPS. Uma concentragao de §5,0ug fol capa:z de atrair
??1x2ﬁ5 PMN depois de 24 horas, e este nimerce fol reduzido a

1,0x10% apés a desacetilagio do E-LPS (Tab. 2). Desta maneira, o
tratamento com hidroxido de sodio aboliu a capacidade destes LPS

de elicitar uma migraclo leucocitdria no peritonio.

(0 1ipidio A utilizado induziu com uma dose de 5,0ug, a

© PMN apés 6 horas, que aumentou para 4,63x10°

presenca de 3,76x10
depeis de 24 horas, decrescendo posteriormente at€ 72 horas. Conm
0,5ug o namero maximo de PMY foil também apds 24 horas, atingindoe
196x1$6 cétlulas. O lipidic A, nestas duas doses usadas, provocou

consideravel aumento de mononucleares, o qual persistiu até 72 ho



ras, atingindo valores duas vezes malor gque 0§ encontrados enm
peritonio normal {Fig. 3). Assim sendo, o lipidio A fpi ativo
nio s para PMN mas princiyalménte para mononuclieares.

Ao contrdrio do V-LPS, o S-LPS spresentou uma capacida
de muito pequena de atvair PMN (Fig. 4), atingindo um valor maxi

& pun ap0os 48 horas, ocorrendo posteriormente um de-

mo de 2,5x10
crescimo. © aumento de mononucleares ocorveu de maneira crescen
te apés 24 horas, com ag doses de 0,5 e 5,0ug, atingindo valores
semelhantes apds 72 horas. Com 50,0ug houve uma diminuicac acen
tuada de mononucleares a partir das & horas, atingindo Eylxlﬁé
celulas apls 24 horas, aumentando lentamente nas horas subseqilen
tes, permanecendo ainda abaixo dos valores normais apds 72 ho-
Tas, 2ﬁ931ﬁé celulas, Com 50.,0ug, o 5~LPS mostrou-se hastante

toéxice, com animais apresentando pelos ericados, e perdendo a

vivacidade caracteristica dos camundongos.

O mutane I, contendo mails de 99% de ligacgoes o-1-3, a
uma concentracgace de 5,0ug causou um pequeno aumente de  PMN  nas
ptimeiras 6 horvas {1,36X1@6}, voltando acs valores normais apos
72 horas {Fig. 5). Depcis de 48 horas ¢ aumente ne nimero total
de leucdcitos foi devido guase que exclusivamente aos mononucle~
ares., Com 50,0ug o total de c€lulas foi menocr que com 5,0ug, e
isto porgue houve uma diminuigac de mononucleares nas primeiras
24 horas. Com esta dose, o aumsnto de PMN nas primeiras 24  ho-
ras foi paralelo & diminuic¢do de momonucleares. Com  500,0ug,
apos 6 horas o total de células atingiu 8,86x10% ¢ isto foi de-
vide a2os PMN, com diminuicdo na quantidade  de mononucleares.
Apds Z4 horas o total aumentou ainda mais, atingindo iz,lxlﬁé, &
apesar da maioria das células serem PMN, houve um aumento também
de mononucleares. Os PMN diminuiram nas horas subsegllentes che-
gando a Sgﬁgxlﬁé apés 72 horss, enquanto as mononucleares conti-

6

nuaram & sumentar chegandp a B, 1Zx107 depois de 7% horas.



0 mutane 1@ apresentou  uma atividade bem menor gue o
mutano I, especialmente na concentragac de 500,0ug (Fig. 63. Com
9.0 e 50 ,0ug o mﬁmgyﬁ de PMN foi bastante reduzide durante todo
o experimento, nioc atingindo ixiﬁé células. Nas mononucleares
houve um decréscime apds & horas com 50,0ug, que voltou rapidamen
te & niveis normais, enguanto gue com 5,0ug houve um aumento apos
24 horas, gque persistiu até 72 horas. Com 500,0ug o mutano II
provecou um decréscime inicial ne total de leucocitos, pela dimi-
nuigido de wmononucleares gue chegou a 1$?11186 e que ndo  fol com-
pensada pela migracdo de PMN. ApOs 24 horas, as mononucleares co
mecayam a aproximar~se dos valores iniciais, enquanto que os  FMN
sumentaram pouco. Depois de 48 horas o nGmero de mononucleares e

PMN atingiu o maximo, dande um total de 7.81x10% céilulas.

{3 16?&&5, mesmo a uma dose de 500,0ug, Provocou  apenas
um pegueno aumente de PMN apds 6 horas que chegou a 1,6x1@5 {Fig.
7). Apesar de aumente de PMN, o total de leucdcites teve um pe-
GUens Secréscima, devide aos valores balxoes de mononucleares,
ieﬁx}ﬁé, Ap&s 24 horas tante o total como as manenuaiaareﬁ'ﬁwitﬁ
ram a niveis normais, enquanto gue os PMN  comegaram a desapa-

Taoer.

0 A, viscosus CAusSOu um aumento no numero total de celu
las que fol dependente da dose usada, e que se iniciou apds 6 ho-
ras {Fig. 8). Este aumento fol devido principalmente acs FMN gue
com a dose de 50,0ug chegaram a 4§9X185 agés 24 horas. Com 588.,0
ug, mesmo depols de 7Z horas, os PMN compunham 20% do exsudate pe
ritonial. As mononuclearses sofveram um peguenso aumento a partir
das 24 horas que persistiu até 72 horas, mas que nao apresentou

diferencas com as doses usadas.
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¢ acido lipoteicdico (LTA) provocou uma resposta celu-
lar pequena com as doses de 0,5 & 5,0ug, mas com 50.,0ug o nimero
total de células apds 6 hgras-atingiu lﬁgzxiﬁé {Fig. 93. Este au~
mento foi devido guase que inteiramente aos PMN, o meg%o oTorren-
do com as doses menores, apenas que com menor intensidade. Com a
maicoria das substancias usadas, ¢ acUmule mixime de PMN ocorrsu
apbds 24 horas; entretanto, o LTA foi mais ative durante as primei
ras 6 horas, caindo de maneira intensa posteriocrmente, tendo valo
res normais ap0s 72 horas. O efeito nas mononucleares fol menos
evidente, mas houve um pequeno aumento destas células # partir
das 24 horas.

A fragaoc ohtids da placa dental apresenteu atividade
mesmo & uma concentracaoc de 2,0ug {Fig. 10}, Com 2,0ug e 20,0ug
os efeitos foram semelhantes e proporcionais is doses  usadas.
Nas primeiras 24 horas, houve um aumento no nimero total de célu
lag, atingindo um méaximo de §392x1ﬁ6 com Z2,0up e Z?sﬁxiﬁé COm
20,0ug. As células mononucleares praticamente nao se alteraram
com 2,0ug, mas com 20,0ug houve inicialmente um peqgueno decrésci-
me, atingindo, depols de 24 horas, valorTes supsriores 805 nor-
mais. Aumentando-se a dose para 200,0ug, nic houve um  aumento
propercional na resposta inflamatéria. Durante as primeiras 24
horas ocorreu um evidente decréscimo de mononucleares, atingindo
1,84x10° apGs 6 horas, com um aumento gradativo até 72 horas,
guando atingiu valores proximos aocs alcangados com 20.,0ug. A mi-
gracdo de PMN foi menor do gue a obtida com 20,0ug até as 24 ho-
tas, entretanto guande com 20,0ug comegou a haver uma diminuicae
de PMN, com 200,0ug estas células continuaram & aumentar até 77
horas, constituindo cerca de 50% das celulas presentes na cavida-
de peritonial. U asquecimento da fragzo da placa dental a 100°C
ndo altercu sua agdo sobre os leucdcitos. 0 efeito inflamatorio

6

da placa fol reduzido de 18,0x10 células para ?,2x1&6 apég a de-

sacetilacao {Tab. 3}. Portante o tratamente com hidroxide de s6-



dio nic aboliu os efeitos inflamatorios da placa dental.

A figura 11 mostra um vesumo da capacidade das diver-
sas substancias usadas em atrair PMN no peritdnio de camundongo,
24 horas apods a administracde. A cencentfagﬁa das substancias
varia de acordo com a capacidade de causar migracio leucocitaria.
Assim sendo o V-LP3 esta representado com 0,%ug viste ser bastan-
te potente, enquanto gue o dextrano mesmo com 500,0ug provocou um
aciimulo minimo de PMN. A figura 12 € semelhante & 11, apenas gque
para mononucleares, e 72 horas apés a injecdo da substancia na ca
vidade peritonial. Hstes tempos foram escelhidos visto gue pare
cem representar bem, o efeito das substancias nos PMN e nos mono-

nucleares.

PRESENCA DE COMPLEMENTC {C), ALBUMINA E IMUNOGLOBULINAS ({Ig}] NO

FLUIDO PERITONIAL

Para a comparacdoc da dinamica da migracdc celular com o
extravasamento de componentes plasmatices, foi feita a quantifica
cdo de C, albumina e Ig ne fluido peritonial, através da técnica
da imunodifusdoc radial simples. A curva padrio foi construida
usando-se soro normal de camundongo {(Fig. 13}, levando-se am con-
sideracio o gquadrado do diametro da area de precipitacde  do com-
plexc antigeno-anticorpo. Os fluidos peritoniais dos animais con
troles apresentaram de 16 a 20% de C, albumina e Ig em relacie a
copcentracidc presente no soro usado como padrio. Com (,5ug de
V-LPS, o aclimulo miximo de € e albumina ocorreu apds 24 horas, di
minuindo postevicrmente ¢ atingindo valores normais depols de 72
horas {Fig. 14}. O aumento e diminuicao de € e albumina coinci-
diu com 2 migracace de PMN, e guando as mononuclieares ainda esta-
vam migrando para o peritofnioc, os niveis de € e albumina estavam
Vgltande.aa normal. As imunoglobuiings estavam aumentadas depoils

de 24 horas e diminuiram apenas depois de 48 horas, Com o 5-LP&
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praticamente nao houve variacfes nos niveis das substancias estu~
dadas, embora apts 48 horas, o nGmero de PMN, e apbs 72 horas, o
niimero de mononucleares estivesse ligeiramente aumentade (Fig.
15y, O E~LPS usado a 5,0ug nao aumentéu a quantidade de Ig duran
te todo o experimento, enquante ¢ { e a albumina acompapharam &
migracao e desapavecimento de PMN (Fig. 15). Os mutanos I e II
tamhém nao alteraram a quantidade de Ig. mas o mutans I causou um
acumule maximo de albumina apés 6 horas e o mutano II apds 24 ho-
ras, embora em menor grau (Fig. 16}. O € com o mutano I aumentou
das 6 horas até as 24 horas, caindo posteriormente. Com o mutanc
1, o € aumentou apenas apb0s 24 horas, com um decreéscimo apés 48
horas, ¢ voltando aos valores normals depois de 72 horas. GLom as
duas substancias, engquanto o nimerc de mononucleares ainda estava
agumgntando, a quantidade de albumins caia acentuadamente. O A,
viscosus tambem foi capaz de pravocaf um acumule de € & albumina,
gque se iniciou apds 6 horas, atingindo o méximo apos 24 Thoras
{Fig. 17}. Ag Ig sofreram um peguenso aumento apds 24 horas, quan
do chegaram a 24%. A placa dental provocou uma exsudagaoe de C e
albumina que acompanhou exatamente a migracao de PMN  (Fig. 173,
iniciando~se apés & horas, com um pico depois de 24 horas caindo
posteriormente a niveis proximes do normal. As Ig estavam acima
do normal durante todo o experimento, mas com valores miito meno-
res aos atingidos pelo { e pels albumina. Com o lipidio A houve
um aclmulo maxime de O, albumina e Ig apds 24 hovas e com LTA
apds 6 horas {Rig. 187,

De uma maneira geral., houve um paralelismo entre a mi-
gracio de PMN e o aclmule de € e de albumina, o mesmo ndo aconte-
cendo com as lg e mononucleares. Na figura 19, temos uma relagao
entre niveis de C e quantidade de PMN, 24 horas apbs a iéjegga in

traperitonial das substancias estudadas.
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Nas figuras 20, 21 e 22 estao os resultados dos testes
de famocitose com as diversas substancias usadas, Cerca de 50%
das células mononucleares dos animais controles fagocitaram parti
culas de Candide afbdleans {C&j,.mas a grande maioria continha ape
nas de 1 a 3 particulas. A placa dental aumenteu nic s6 o nimero
de celulas que fagocitaram, come também o numerc de particulas
presentes em cada celula individualmente, tendo cerca de 21% de
macrhfagos com 4 ou mais particulas em comparacdo a 3% do contro-
le. O V~LP5 também foi bastante ativo, mesmo a uma dose de 0,5
ug. entretante o tratamento com hidrdxide de s06dio  aboliu 25ta
propriedade. O 5-LP& ¢ E~LPS, foram menvs potentes que o V-LPS,
e o aumento foi devido ao nimero de células que fagocitaram de ]
& 3 particulas., O lipidic A foi uma das substincias que, com uma
concentracio nieo muite alta {5,0ug) aumentou em muito o indice de
fagocitose, tanto em nimere total como em proporgoes de ¢élulas
contendo 4 ou mais CA. O LTA a2 uma concentracac de 5,0ug, o dex-
trano e o levanc a 500,0ug apresentsram resultados semelhantes so
controle. O mutano I fol praticamente imative, enguanto gue o
mutane I potenciou de maneirs intensa a fagocitose,com apenas 206§
das celulas nio tendo parvticulas de CA. A fracdo solfivel do A,
visoosus também potencicu a fagocitose tanto no nimero total de
células como no numerc de particulas presentes em cada uma indivi
dualmente., Houve umsa relacdo direta entre a capaciéa&e da subs~
tancia em estimular a fagocitose e a de causar o aclmulo de leucd

citos no peritonic (Fig. 23}.
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EFEITO DO PRE~TRATAMENTO COM  LPS NA MIGRACAC DE  LEUCOCITOS NO

PERITONIO DE CAMUNDONGOS

Dos trés LPS wusades (E-LPS, 5-LPS e V-LPS)} ¢ menos
ative para causar migracao celular fol o S-LPS, enquanto gque o
mais potente foi o V-LPS, atraindo l?,@xiﬁé PMN apos 24 horas,

6 & Qxiﬁé dos S~LPS & E~LPS rvespectivamen-—

em comparagac com  2xi0
te {?ig,_zﬂj& (¢ E~LPS & o 5~-LPS causaram uma diminuicao inicial
de mononucleares, e posteriormente um aumento gradative até 72 ho
vas, atingindo aproximadamente é,ﬁxl@é céliulas., O V-LPS causou
um aumento continue de mononucleares, com wm maximo de 13§2xlﬁ@
apGs 72 horas.

A populacio celular do peritonic de camundongos nio es
tava modificada 7 dias apbs a injecdoc endovencsa de 10,0ug de
V-LPS, E-LPS ou B8-LPS. 7 dias apos a administragdo intraperito-
nial de 10,0ug de E-LPS, o total de células estava  ligeiramente

6 e com V-LPS de

acima do normal; com S~LPS o nimero era de 6,9x10
zﬂyleﬁé, sendo gue as mononucleares constituiam cerca de 98,0%
das células presentes, e o numero de PMN era minimo (Fig. 25). Pa
ra se verificar o efeito do pré~tratamento vom LPS na reagic in-
flematoria, foi feito um estude comparando-se a resposta celular
no peritonio de animais controles e de animais pré-tratades com
injectes iatraperitonial ou endovenosa de 10,0ug de LPS, 7 dias
antes do teste.

Camundongos pré-tratades endovenosamente com  10,0ug de
V~LPS e depois de 7 dias desafiados com 0,5ug da mesma substan-
cia, tiveram apos 24 horas uma resposta inflamatOria cerca  de
duas vezes maior que a do grupo controle. Esta resposta acentua-
da fol principalmente causada POT um aumento de mononucleares, ¢
a um pequenc acrescimo de PMN. Og animais pre-tratados com 10,0
ug intraperitonialmente, depois de 7 dias quando desafiados com

0,5ug, apresentaram ums vesposta inflamatoria menor que os Contro
.
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les [Fig. 263. Esta reducioc foi causada por uma migracio menor

& ..
dos controles, A adminis-

de PMN, 2?1x1eé em relagdo a 12,0x10
tragac de 10,0ug de V-LPS intraperitonialmente manteve um nlimero
aumentado de ceélulas no peritdnio mesmo apds 20 dias.  Na. figura
27, temos a compavagdoc da inflamacdo causada per 0,5ug de V-LPS
no peritonic de camundongos tontroles e pré-tratados com V-LPS
20 dias antes do desatio. A resposta continuou menor nas primeli-
rag 24 horas nos pré-tratados com V-LPB, devido a um decréscimo
na migragao de PMN. Tante nos controles como nos pré-tratados
as mononucleares aumentaram de maneira semelhante a partiy de 24
horas, com valores proximos as 48 e 72 horas. Para verificar a
especificidade desta resposta inflamatdria diminuida, camundongos
pré-tratados intraperitonjalmente com 10,0ug de V-LPS foram de-
pois de 20 diass desafiados com 5,0ug de E-LPS. 24 horas depois
&

do desafice, o B-LPS causou a migracao de 7,8x10° PMN nes contro-

les, em comparagsdo com 2,?x1ﬁé nos pré-tratados com V-LPS {Fig.

£

:

Z8}. A comparacdo da capacidade fagocitaria das células perito-
niais de animails contreles e pré-tratados endovenosamente ou in-
traperitonialmente com 10,.0ugpg de V-LPS, foil feita usando-se ?arti
cuins 86 CA, Como se pode cobservar na figura 29, as cglulas de
animals contvoles e tratados endovenosamente apresentaram Ccapagci-
dude semelhante de fagocitar CA, enguanto gue a fagocitose das cg
tulas dos camundongos tratadeos intraperitonialmente fol maior.

Os animais pré-tratados intraperitonialmente com 10,0ug
de E-LPS, depeis de 7 dias apresentaram as células mononucleares
ligeivamente acima do normal, enguanto gue os injatadﬁs'enéaveﬁsm
samente nido mestravam nenhumsa diferenca em rslagaoc aos controles.
24 horas apods o desafio com 5,0ug de BE~-LPS, os animais pré-trata-
dos apresentaram uma resposta malor qus 03 controles, ou sela,
zéﬁﬁxiﬁﬁ para 0s pré-itratades intraperitonialmente, 21§@3106 para
o8 pré~tratados endovenosamente, em contraste acvalor 1ﬁg£xiﬁ§

observado no grupo controle [Fig. 30). O aumento no nimero de ¢é
kY
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1ulas foi causado principalmente pelas mononucleares com valores
de 3,2x10% nos controles e 83&x1§6 nes pré-tratados. Os pré-tra-
tados no peritdnic ndo apresentaram uma diminuicgdo ne nilmerc de
PMN como ocorreu com o V-LPS, e esta célula estava acima 4o
controle nos injetados endovenosamente.

ApGs 7 dias da injecgdo endovenosa de 10,0ug de 5-LPS, o
peritonio apresentava-se em condigdes semelhantes ao normal en
termos de células residentes, ao passc que o tratamento intraperi
tonial causou um ligeiro aumento de mononucleares. Us animais
pré-tratados intraperitonialmente tiveram apbs o desafio uma res~
posta ligeiramente acima dos controles. Nos camundongos pré-inje
tados endovenosamente, o aumento da resposta celular apbs o desa-
fip foi drastico, tante em termos de mononucleares como de  PMN,
apresentando 18?ix186 células em comparagidc com ig?xlﬁé dos con-
troles {(Fig. 31). Dos 3 grupos, apenas o pré-tratade endovenosa-
mente teve um aumento de mononucleares, 24 horas apbs ac desafio,
ao invés de uma diminuicHo.

Grupos de animals pré-tratados endovencsamente com 10,0
vy de V~LFS, E-LPS e S8-LPS5, foram depois de 7 dias desafiados no
peritonic com 50.0ug de A. viscoaus, e o exsudato celular guanti-
ficado apds 24 horas. Pode-se observar pela figura 32 que todos
6§ grupos tiveram uma resposta semelhante. Como a administracac
intraperitonial de V-LP5 causocu, mesmo apés 7 dias, um aumento na
atividade fagocitéria das gélulag mononucleares, procurou-se veri
ficar se © mMESmMO OCOYTis Ccom 0§ Q&troé dois LPFS {Fig. 33}. Foi
confirmade o efeito do V~-LPS, mas o E-LPS e S-LPS ndo caussram ay
mento da fagocitose.

Na tabela 4 péée~se observar que nos animais pré-trata-
dos com V-LPS nio foi possivel detectar anticorpes especificos,
nem no sore nem no fluide peritonial, enquanto que nos pré-injeta
dos com E-LPS e S$-LPS imunoflcbulinas especificas estavam presen-

tes nos dois compartimentes, com um titulo maior na corrente Cir-
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culatoria. A injecao endovenosa de duas doses de LPS, causou um
aumento nos titulos de anticorpos a E-LFS  (1:1024) e S-LPS
- {1:2048) ,entretanto com V-LPS o resultado novamente fol negativo.
Uscu-se a técnica de Cunningham e Szenberg {1968} para a cmﬁtageml
de células formadoras de anticorpos, € mais uma vez  apenas os
animais tratades com E-LPS5 e S-LPS deranm reﬁuitaées.p&sitivns
{Tab. 43},

A modificagio da resposta inflamatoria por imunoglobuli
nas foi estudada usando-se a técnica da transferéncia passiva de
éﬁtiCﬁrpﬁs {Fig, 34). Um grupo de camundongos recebeu 0,Iml de
spore contende anti-S-LPS e o cutro a mesma quantidade de soro nor
mal de camundongo. Depois de trinta minutos o titule de anti-
8-LPS na corrvente sanguinea do grupo controle era zero, e do gue
receben anti-LPS de 1:512. Todos os animais foram entao injeta-
dos intraperitonialmente com 5,0ug de 5-L¥5. ﬁepeis de 24 &oraﬁ
o grupo controle continuava com titulo zero, e o tratade com 1:64
ne sangue £ 1:16 no fiuldo peritonial. A resposta  inflamatdria
40s gue receberam anticorpos &étava aumentada em relacdo a0s con
troles, tendo 8%1X186 células, em comparagido a 3?%x156 dos contro
les,. Esta diferenca fol devida gquase exclusivamente ad aumento

no numerce de PMN.
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Figura 13~ Curvas padrdes das concentragio de compliemento {C),
albumina ¢ imunoglebuminas {Ig) no soro normal de ca-
mundongo. Estas curvas foram usadas para determi-
par 4 guantidade destas substiancias no £fluido perito-
nial de camundongos, através da tfcnica de imuncdifu-

sao radial simples.

C 100% = soro diluido 1:4
ig 160% = sorvo diluide 1:4
Albumina 100% = soro diluido 1:32
p? = guadrade do diametye da area de precipitacas
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dos com €,5ug de V-LPS., Os resultados estdo expressos
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Conventracao de complements (C) e nimero de PMN no fluido peritonial, 24 horas

apos a administracao de 0,1ml da substancia testada no peritonic de camundongo.
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Fagocitose de Candida afbicans, opsonizadas com soro de camundongo, por macrifagoes cole-

tados do peritonie 72 horas apds a injecdo intraperitonial da substincia a ser testada.
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Figura 21~

Fagocitose de Candi{da albicans, opsonizadas com soro de camundonge, por macrofagos
tados do peritonic 72 horas apds a injeclo intraperitonial da substancia a ser test
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Figura 23~ Quantidade de células inflamatdrias presentes na cavidade peritonial, 72 horas apds a
injecdo das diversas substanciass testadas e a porcentagem de células gue fagocitaram

particulas de CA  in vitxao.
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LTA - 50,0ug
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Ficura 33~ Acdmulo de leucdcitos no peritdénio de camundengos, 24 horas apSs 2 administracioc intrape-
g dg S5-LPS em animails que receberam endovencsamente §,Zml de sorc de ca-
mundongos normais ou imunizados com $-LPS. Os animais que receberawm passivamente sore
normal nac tinham anticorpos contra 5-LPS no soro e no fluide peritonial 30 minutos e 24
horas apos a transferéncia passiva. 30 minutos apos a transferéncia passiva de sore con-
tendo anti-~-S-LPS, o titule no sangue era de 1:512 e 24 horas apbs a transferéncia, o titu
1o no sangue eva de 1:64 ¢ no fluide vperitonial de 1:156,

SNC = animais que receberam 0,2ml de soro normal de camundongo.

ANTI-5-LPS = animais que receberam passivamente Anti-S-LPS,
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Tabela 1- Nimerp de células presentes no peritonio

horas apts a administracio,

na cavidade

peritonial,

de camundongos &, 24, 48 e

de 500,0ug

£
-

de

Dextrano T-230 e Dextrano Sulfatrado.
- LEmpS

Substancis Celula {hs. ohe ., 2ths 48hs. 7ihs .
Dextrane  Total (x10%) 4,5+0,7 4.2+0.4  4,730.6  4,2+0,4  4,4+0,9
Mono  (x10%) 4,440 4 4,0+0,33% 4 ,6+0,8 4,140, 5 4.240,7

Py (x10%) 0,140,053 0,4+0,66 0,4+0 04  0.4+0,05  0,2+D,1

Dextrano Total {xiﬂé} 4,540 .6 4,3+0,7 4,3+0.8 4.,4+0,65 4,6+0.8
Sulfatado Mono  (x10%) 4,440,958 1,0+0,5  3,15%0,45  3,5+0,5 4,6+0,7
pun (x10%3 0,1+0,04 D.4+0,3  1,1+0.,4  0,85+0,65  0,530,4

0%



Tabela 2- Efeito da desacetilagio do V-LPS e do E-LPS no ndmere de células pressntes
no peritonic de camundongos 24 horss apds &  administraglc intraperitonial

destas substancias.

Substancia foncentracan Total {xl@ﬁj Mono (xl@ﬁ} PMN (xl@é}
Ve LPS ,5ug 14,8417 6,8+0,8 §,05+1,1
Y-LPS 0,5ug 4,3+3 .5 3.940.,4 4,4 +0.25

Desacetiiado

E-LPH 5, Pug 1G,2+0.06 5,.0+0 .4 7,107
E-LPS 5, ug 4,4+0 8 3,440 .5 1,0+0.4

Desacetilado

ig
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PRDES

a 3~ Lfeito deo aguecimento e da desacetilacac na capacidade da fragio iso-

ladas da Placa Dentsl

em aausar aa&mul@

de leucdcitos no

peritonic de

camundonges. A tabela mostra os resultados obtidos com concentragio
de 20.0ug.
" I - - 6\ 3,7 -y - f}‘\ THR AN T 6‘\
Substancia Total {(x107) Mono [(x1073 PMN (107
Piaca Dental 18,0+3.4 6,8+1.8 11,0%2.9
Piaca Aquecida 21,1+3,3 7,6+1,2 14,2+3.6
Placa Desacetiliada 7,2+0 .8 1,640, 8 2,840 35




Tabela 4~

- B3 -

Titule de anticerpos especificos no sovc e no fluido pe
riﬁﬁﬁial¢ & namero &e celulas formadoras de anticorpos
no bagoe de camundengos injetados endovenosamenie ou in-
tyaperizgniaimente com V-LPS, E-LPS ou  B-LPS5. Quando
fol usada apenas 1 dose de 10.0ug de LPS, o0 teste foi
realizado 7 dias apés a injecdo. Em animais imunizados
com 7 doses de 10.0up, g sepunda foil administrada 5
semanas apbs a primeira, e o teste realizado depois de
3 dias.

PP~ intrapevitenial

BY- endovencsa

CFP~ Células formadoras de placa

Substancia

Titulo Titulo CEP/16°
Concentracac Via SOT0 flulde Celulas
peritonial do Bacgo

V-LPS
Y-LPS
V- LP5

10, 0ug ¥ { b -
18 ,0ug BY 0 { -
Zxllug EV i 0 {
10 ,0ug 8% 1:12%8 108 -
19, 0ug EY 1:64 1:4 -
2x10ug EV 1:1624 1:128 L520
10, 0ug P 1:16 1:2 -
10, 0ug BY 1:32 1:8 -
Zxifug By 112048 1:256 4200
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Os resultades descritos neste trabalho, demonstram gue
o5 componentes da placa dental diferem na capacidade de provocar
uma reacao inflamatdria em camundongos. Algumas substéncias como
o V-LPS e mutsno © foram bastante ativas, enguanto que outras, <o
mo ¢ levane, tiveram pequena atividade. O uso da cavidade perito
nial permitiu gue uma guantidade relativamentes grande de substan-
ciss fessem testadas, e que diversos parametros do processo infla-
matorio, pudessem ser estudades, Na gengiva hé uma constante for
macdo de fluideo sulcular, gque € acompanhada de migragfo continua
de polimovfonucleares [Atistrom, 1970}, enguanto gque na cavidade
peritonial ndo estimulada, o nlimero de PMN £ praticamente LeTn,
portante, gualguey aumento ho seu numero pode indicar atividade
gquimiotitica da substancia testada. Na cavidade peritonial po-
de~se injetar facilmente volumes e concentracodes bem controladas,
e a quantidade de fluido e células presentes permitem gue Sse fa-
cam estudos postericres im vilas.

Todes os estudos feitoes até agors confirmam a patogeni-
cidade da placa dental nos diferentes modelos wusados {(MacDonald
g cols., 1963; Rizzo e Mergenhagen, 1864; Attstrom e Egelberg,
1871}, e a fragdoc isoclada da placa dental injetada na cavidade pe
itonial, mesmo em baixas doses, foi capaz de mediar uma vespostia
inflamstdria. O tratamento com hidroxido de s8dio rveduziu apenas
em parte esta atividade, indicando gue além do LPS, ocutros princi
pios atives estavam presentes. Uma concentragac de ZD0,0ug de
placa dental fol menos ativa para & atracdo de leucdcitos durante
as primeiras 48 horas, do gue o mesmo material 14 vezes menos con
centrade. Entretanto, apés 72 horas, o numero de PMN ailnda esta-
va em 8SCensic, enguanto que com as doses menores j& tisha prati-
camente voltado a nlvels normais. Os compenentes da placa  foram

usados 1scladamente; entretanto, na placs, eles ocorrvem em Conjun
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to, e para reproduzirv o efeito da  placa dental, seris necessario
o estudo das associagoes das diversas substincias, visto que algu
mas podenm aglr como adjuvantes.

0s resultados obtidos mneste trabalho estdo de acorde
com a literatura, mestrande gue os  LPS géﬁ'patentes mediadores
da inflamagao, cauvsando uma rapida migracie de PMN, e diminuicio
inicial ¢ subseqgllente aumento de mononucleares {Fruhmarn, 1984},
Oz mecanismos pelos quais o LPS causa diminuigdo das celulas mono
nucleares na cavidade peritonial ainds sac desconhecidos, A ati-
vidade gquimiotatica do LPS 4in vitae e in vive depende da ativacio
do complemento e formagdc de (5a (Snvderman ¢ cols., 1871,
Suyderman, 1873}, e embora houvesse aumento na quantidade de com-
plemento na cavidade peritonial, coincidinde com os PMN, € possi-
vel gue oulroes mecanismos estejam operandn. A substituican de PMN
por mononucleares pode ser devida em parte 2 liberagfo de enzimas
dos PMN, capazes de atuar sobre €5, gevands fatores cuimiotdticos
(Wright e Gallin, 1075}, Entretanto, quando sumentou a migragdo
das mononucleares, especiaimente apos 48 horas, a quantidade de
albumina = complemento j& havia veltado ac normal. Um pequenc nd
meroe das células monenucleares pode ter-se originade da agde mito
genica do LPS sobre os Iinfdcitos B (Peavy e cols., 18733,

Os tres LPS usados variaram na capacidade de  provocar
inflamacde no peritonic. O 5-LPS que foi o menos ative, apresen-
touw uma toxicidade {n vdive muito intensa € causou significante re
ducho das célulss mononucleares do peritdnioc, guande uvsado em do-
se de 50 ,0ug. Apesar da toxicidade deste LPS  aparentemente  terv
sido vma das razdes para & pequena migragas celular, guando doses
mais baixas foram usadas, o desaparecimento das mononucleares foi
menos intenso, mas o numero de PMN ngo asumentou, indicande gque es
te LPS tem uma baixs capacidade guimiotdtica. Por outre lade, o

V-LP8 obtido de »m microorganismoe presente na cavidade oral, cau-



sou reagao inflamatéris intensa, mesmo 2 uma concentracio de o5
ug, sendo que a fragao lipidica da molécula fol a responsdvel por
sug atividade. Parece haver uma correlagio entre a toxicidade do
LPS, e a capacidade de causar migracac celular. O V-LPS foi o
mais ative para a migrag¢ac celular, e ac mesmno tempo pouco  tdxi-~
ce.  begundo Mergenhagen e Jensen (186231, os camundonges 530 ex-
tremaments resistentes & dose letal deste LPS. A corvelagao en-
trg resisténcia do animal e migracfo leucocitéiria, também ocorre
com os capundongos C3H/Hei, gue sac  resistentes aocs efeitos do

LPS, mas apresentam uma resposta celular aumentada, em  rvelagdo

o

*

ans camundongos comuns {Moeller e cols., 1978

g

U LTA nao apresenton atividade intensa nesie sistema.
Entretanto, uma dose de 50,0ug, causou migracac de PMN durante as
primeiras & horas, indicando que o LTA € capaz de provocar migra-
cdo rapida de PMN., Esta atividade do LTA. apesar de pouco inten-
sa, pede ser importante no inicio do desenvolvimente da deenga pe
riodental, visto gue as primeiras bactérias a formarem a placa
dental sdo Gram-positivas., e a fase inicial da doenga se caracte-
riza pelo aclmulo de PMN {Page e Schroedey, 1976). © LTA injeta-
do diretaments na gengiva de rato provocou intensa migragﬁa de
PMN e reabsorcio Ossea (Bab e cols., 1878) entretanto, a dose utl
lizada foi de 300,0ug, ¢ o volume de 0,1Iml, gue sao relativamente
grandes para aplicar-se divetamente no tecido gengival do rato,

0 levano e o dextranc nace foram cspazes de provoecar in-
flamagdo, mesmo na dose de 500,8ug, sendo gue o levano foi tdxico
para as mononucleares nas primeiras 6 horvas. A sulfatagso do dex
tyano ndo aumentou sua capacidade inflamatdria, e embora estas
substincias estejanm presentes na placa dental, provavelmente pao
estan envelvidas diretamentes na migragdc celular. Entretanto, o
levano pode vausar a proliferaco de linflcitos B, e potenciar s

transformagdo blastica provocada pela Veillornefla alcafescens
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{Ivanmyi, 1977). O dextranc, além da acdo mitogénica scobre os lin
focitos, pode acelerar a reabsorcido dssea {Johnson, 1975), indu
ziyr a liberagac de enzimas lisossdmicas (Schar}émmer g cols.,
18771, indicande gue possul outras azividadés que podem ser impor
tantes na doenca periodontal.

O A, viscosus & um dos componentes importantes da placa
dental, e sstd sempre correlacicenado com a doenca  periodental
{Loesche ¢ Syed, 1878}, Engel ¢ cols. {1976} wverificaram que ¢
A, wiscpsus & capaz de atrair PMN ‘dn wvive e 4n vitho, e a fracho
por n6s usada no peritdnic provocou acimulo de PMN a partir das 6
horas, actmulo esse gue continuou aumentando até is 24 horas, en-
guanto gque o LTA teve atividade malor as & horas, ¢ o LPS as 24
horas .

Dos deois mutanos usados, ¢ rice em ligacdes w~-1-3 foi o
mais potente na inducdo da migracac celular, especialmente PMN. A
introdugao de 10% de ligacdes o-1~6 provocou uma redugio nessa
atividade, mas a diminuicace de mononucleares nas primeiras 5 ho-
ras alnda sstava presente. ?aréce haver relagdao entre a capacida
de inflamatéria desta substancia e 3 proporcido de ligscdes o-1-3
e u-1-6 presentes. O mutano com ligag¢des o~1-3 & o gque predomina
na matriz da placa (Hotz e cels., 1972}, podendo alcangar altas
concentragies nas areas adjacentes 4 gengiva. 0s Sirepipcoccus
mutfans sap importantes compenentes da placa, e estes resultados
indicam gue os produtes resultantes destas bacterias podem exer-
cer gfeitos inflamatdrios na gengiva.

Houve uma correlacdo entre as propriedades das substan-
cias em provecarsm migragac celular e aumente de fagovitose. As-
sim sendo, a ativagao celular poderia ocorrer com gualquer agente
flogistico, e ser apenas uma consegliéncia da propria  inflamacio.
Entretanto, sabe-se que substinclas como o LPS podem atuar direta

mente sobre os macrofagos, ou atraves de linfocinas liberadas pe-
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los linfGeites B (Wilton e cols., 1875}, Aleém disso.o A. viscosus
ro de células presentes no exsudato. De uma maneira geral, guan-
do a substancia causou aumento da fagocitose, tanto a porcentagem
de células capazes de fagocitarem,como o nGmero de particulas de
CA fagocitadas por cada celula estavam aumentados,

Independentemente do mecanismo envelvide, nao se  sabe

B

se as celulas com fagocitose aumentada sao os macrofagos residen-

p

tes ativados, as ceélulas que migraram durante a inflamacdo ou am-
bas., Os experimentos usando-se a desacetilacaoe de LPS confivma-
ram as observagoes de Wiener e cols., (1865}, de que o lipidio A
da fragao do LFPS & ¢ responsavel pela ativacio dos macrofagos.

& capacidade de alguns componentes da placa dental em
ativar macrofagos pode ser importante na evolucdo da doenga perio
dontal, tanto no necanismo de protecaoc comoe no de destruicio. 0
LPS, por exemplo,é capaz de aumentar a reabsorgdo Ossea {Hausmann
¢ cols., 1870}, O V-LPS, apds uma (nica administracan, foi capaz
de provocar aumento de fagecitose por tempo longo, o mesmgo poden-
do ocorrer no perviodonte, onde esta substancia pode ser difundida
constantemente da placa para 03 tecides. Por cutre lado, o E-LPS
¢ 0o S-LPS, embora tivessem provocado nos primeirves dias um aumens
to da fagoeitese, depeisz de 7 diag perdevanm esta atividade., O LPS
ativa os macrbfagos, alterando nfo sb6 a fagocitose, mas também os
niveis de enzimas lisossdmicas {(Allison e vols., 1973) e este po-
de sgr own mecanismo pelo gual o LPS, e ocutros componentes da pla-
ca., causariam dane tecidual. Uma das enzimas sintetizadas ¢ libe
radas pelos macrdfagos € a colagenase {Mergenhagen e cols., 1876},
Os macrofagos estio presentes na doenga periodontal {Schroeder,
1977 Walker, 1877). Ho presente trabalho os resultades indicam
gue suas atividades pédem sey moduladas principalmente pelo V-LPS

mutano I e A, wisopsus, dentre as substancias restadas,

T
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Com a maior parte das substancias usadas, houve parale-
Lismo entre a migragao de PMN e o extravasamento de complemento e
albumina. OUs afveis de imunoglobulinas nio acompanharam aqueles
de complemento e de albumina, com excecdeo dos testes feltos com o
lipidio A, que ds 24 horas, teve um miaximo de Ip coincidente com
o maxime de € e de albumina., O aumento de mononucleares, gue em
geral ocorreu apés as primeiras 24 horas, foi scompanhado de dimi
nuicfo de proteinas plasmiticas no peritdnic, indicande que duran
te p migracao destas células, nido hd saida concomitante de plas-
ma, Ne cavidade peritonial, a migracdo de PMN & seguida pelo ach
mulo de mononucleares, enguanto na gengiva hi constante diapedese
de PMN para o fluido sulcular. Isto ocorre porgue no peritonioc
as condigoes sao diferentes, e a inflamacdc fem seu cursco  mails
usual, enquanto na gengiva, os agentes inflamatérios da placa es-
30 constantemente presentes.

Os animals pré-tratados endovenosamente ou intraperilto-
nialmente com E~LPS ou 5-LPS apresentaram, 24 horas apds o desa-
fio, resposta inflamatlria malor que os controles. Iste aumento
foi mais evidente com ¢ S5~LPS, visto gue esta substancia Ccausa pe
aquena migracao de leucdcitos em camundongos controles, e gualguer
aumento na respesta inflamatdria pode ser facvilmente  observade,
0z animais imunizedos com estss substancias apresentaram altos tl
tulos de anticorpos especificos e células formadoras de anticor-
pes ne baco. A formagdo de complexos antigeno-anticorpo pode ser
uma das explicacdes para esta resposts aumentada. Os camundongos
que receberam anticorpos passivamente, apés o desafio Tiveran
maior nhmero de PMN mo periténico gue os controles, enguanto gque
nos imunizadoes ativamente, tanto as meononuclieares como os PMN es-
tavam aumentados.

Usando-se o V-LPS nidc foi possivel a detecgdo de snti-

corpos civculantes ou células produtoras de anticorpos no vago de
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animais imunizados. A auséncia de anticorpos contra o V-LP8  nio
deve ser devida a unm fendmeno de tolerdncia. {om doses menores.
0s mesmos resulitados foram chtiﬁas, e Mergenhagen e Jensen [18472)
também nio ﬁansagﬁiram anticorpos contra este LPS em camundongos.
Segundo estes autores, mesmo em coelhos, o Y-LPS & um  imundgenc
fraco. A razao do Y-LPS niao ser um bom imundgeno deve residiy na
estrutura do O-pelisacaridio, gue em geral & um antigeno potente
{Rudbach, 1871). A malor dificuldade de se obter anticorpes con-
tra V-LPS pode também estar relacionads Com a extrema resSisténcia
dos camundongos a dose letal do V-LPS {Merpenhagen e Jensen,1962)
0 mesmo ocorre com oS camundongos CIH/Hej, gque sao resistentes ao
LPS, ¢ ao mesmo tempo incapazes de gevar reacac humeral &  estas
substancias {Watson & Ribler, 1874} . Entretanto, a propriedads
antigenica depende essencialmente da porgdo U-polisacaridica, 2 a
toxicidade e a propria atividade quimictdtica dependem da fracio
lipidica do LPS. Embore ndo se possa eliminar totalmente a possi
bilidade de gue anticorpes foram formados, mas nao detectados, os
animais pré~tratades com V-LPS reagiram de maneira diferente dos
injetados com E~LPS ou 5-LPS.

A administragac intraperitonial de 10 ,0ug de V-LPS, pro
voocou aumento no nlmero e na fagocitose das celulas do peritdnio,
que persistiu mesmo apds 20 dias. Uma das possiveis explicacfes
paras esta respesta cronica & a propria auseéncia de anﬁia@rpms, Os
anticorpos devem facilitar g fagocitose ¢ neutralizagae do LPS, o
gue explicaria & menor capacidade dos H-LPS ¢ S5~LFS em provocarem
inflamacao mais duradoura, e na ausencia das Ig, o LPS atuvaria co
mo agente flogbgeno por tempe mails longo. Animsis pré~tratados
no peritonic com V-LPS, guando desafiadoes, apresentaram resposta
inflamatSria menor do que os controles. Esta resposta ndc & espe
cifica, desde gque o3 rvesultados sao semslhantes guande o desafio
& feitﬁ.cem V~LPS & E-LPS, e estas duas substancias ndo se Ccruzan

sorologicamente. Um nimerc aumentado de celulas no perétéﬁie,-ﬁﬁ

®
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uma mailor capacidade fagocitica destas células guando do desafio,
devenm coptribuir para a mneutralizacido mais rapida de qualguer
substancia injetada no periténio, e conseglientemente a inflamacéo
resultante serid menor. e fato, ¢ aumento da aapéﬁidada fagociti
ca do sistema wononuclear fagocitario (SMF) parece ser um dos me-
canismos pelo gual o LPSE protege camundongos contra  subsegllentes
infecctes experimentads {Wright e cols., 19697, Moelley e ¢ols.
(1978) também verificaram gque a sobrevivencia de camundongos sen-
siveis ao LPS aumenta., quando o peritonio tem malor numerc de cé-
Tulas.

Por outre lado, a injegdoe endovenosa do V-LPS nzo modi-
ficou a populacdc da cavidade peritonial, mas preparou o3 animais
a exibirem de maneira espeéificag uma resposta celular aumentada,
quando do desafio no peritonic. Esta especificidade foi verifica
da quando o A, wiscosusd causou inflamagao de intensidade semelhan
te nos animais controles ¢ nos pré-tratados endovenosamente com
LPS., A leucocitose devida ao LPS, mesmo se presente apés 7 dias,
nic explicaria o aumento de mononuclesres, visto gque € devida ex-
clusivamente a0s gr&nulécitmﬁ {Herion e cols., 1%65; Chervenick e
cols., 1967}, A maior parte dos trabalhosz sobhre o efeito do  LPS
ne  SMF foram feitos a intervelos curtos apds a administragio da
substancia [Renecerraf e Sehastyen, 1957}, enguanto gue estes ex-
perimentos foram realizades 7 dias apbs a injecin do LPS: assim
sendo € possivel gue a estimulagdo inespecifica do SMF temha desa
parscido, e portanto nao tenha influenciado os resultadss. Prova
velments ., o LPS aumenta inespecificamente a resisténcia nos pri-
meires 2 ou % dias, e posteriormente o faz de maneira especifica.
Isto foi observade por Milner e Rudbach {1968}, gue pré-tratando
coelhos com 3 endotoxinas, verificaram gus depois de 24 hovas, os
animais estavam igualmente tolerantes a uma delas, mas depois  de
7 dias, o5 coelhos estavam tolerantes apénaﬁ as usadas na imunizg

cdo, indicande a ocorrencis de especificidade.



0 aumento da resposta inflamatdria em animais pré-trata
dos sndovennsamente com V-LPS fol bem evidente 24 horas apds o dg
safic, nao teve a participagao de anticorpos, e consistiu princi-
palmente de células mononucleares. Todas estas caracteristicas
coincidem com a reagdo imunologica do tipe IV ou  retardada. Asg
ohservagdes de Mergenhagen e Jensen (1961}, de gue camundongos
pré~tratados cem V-LPS apresentam avmento especifico da resisten-
cia aos efeitos toxicos deste LPS, tambem sugerem a participagao
do sistema imune. De acordo com Nelson e Boyden (1863), «cobaias
com hipersensibilidade retardada apresentam diminuiciae do numero
de mononucleares do periténio, quande injetadas com o antigeno.
Entretantso, Nelson e Boyden observaram este fenomeno 2 a 4 horas
apos a administracgac do antigenc, enquanto que no presente traba-
1ho, o aumento no nimero de células foi observado apds 24 Thoras.
E possivel gue o nimere de celulas inicialwente tenha diminuidoe,
aumentando posteriormente. Produtos da Velflownella alcalescens
sio capazes de provocar a transformagdo bléstica de linfocitos de
sangue periférico de pacientes com doenga  periodontal (Ivanyi e
Lehney, 1470} indicando 8 participagso do V-LPS na resposta imune
do periodonto. Portante, a possibilidade do V-LPE provocar hiper
sensibilidade rvetardada, come sugerem s resultados deste traba-
tho, merece atencao especial, visto gue os mecanismes  envolvidos
podem estar diretamente relacionados com a patogenia da doenga pe

riodontal.



w 4 .

CONCLUSDES

i~ A cavidade peritonial de camundongos mostrou-se adequada para
o estudeo das propriedades inflamatorias da placa dental e de al

BULLE de seus Cﬁmyenentes,

2- A fragao preparada da placs dental foi ativa nesie sistema,pro
vocando migracho de leucdcitos, exsudac@o de complemesnto e albumi

na, e sumentc de fagocitose dos macrdfagos.

- 0 tratamento com hidroxido de s46die diminuiu  as  propriedades
inflamatorias da placa dental, enquanto gue o aguecimento nio mo-

dificou suas propriedades flogisticas,

4- Dos componentes da placa dental testades, o Lipopolissacaridio
da  Vediffonedfia afoalesoens, Mutano T {mais de 99% de ligacdes
p~1-3%, Actimomyces viscosus, © o Lipidio A foram os mais atives
em provoecar migracaoc celular, aumento de fagocitose e exsudacao
de complemento e albumina. enquanto o Dextrano, Mutane II (90% de
ligactes a-1-3 e 10% de a~1-6), Acido Lipoteicdico e o Levano ti-

veyam menor atividade.

5~ Observou-se paralelismo entre a migracio de PMN e a exsudagao
de complemento e albumina, e relagdo entre a capacidade das subs-
tancias de atrailry c¢élulas mononucleares e gumentar a capacidade

fagocitiria destas células.

6~ Camundongoes pré-tratados com S-LPS e E-LPS apresentaram anti-
corpos especificos no sangue e no fluido peritonial,e células for
madoras de anticorpes no baco. Bm animais pre-tratados com V-LPS
nio foi possivel detectar-se anticorpos especificos ou  células

formadoras de anticorpos.

7~ Animais pré~tratados endovenosamente com V-LPS apresentaram
resposta inflamatoria aumentada quando o desafio foi feito na ca-
vidade peritonial., e diminuicdo da inflamacdo guando o pré-trata-

mento foi feito intrapervitonialmente.

&~ Animais pré-tratados endovencsamente ou intraperitonialmente
com S-LPS e E-LPS apresentaram resposta inflaematoria aumentada

quando o desafio foil feito na cavidade peritonial.

8- A transferencia passiva de anticorpos endovenosamente fez cor
que os camundongos apresentassem resposta inflamatGria aumentada

gquando o desafio %ai feito no peritonio,



RESUMO

Pstd bem fundamentada a relaclo entre placa dental e
doenga periocdontal inflamatdéria. Entretanto, devido & complexida
de da estrutura da placa ainda n@o se sabe guais as bactérias ou
substdncias diretamente envolvidas no processo. Lome as bactérias
normalmente ndo atravessam a barreira epitelial, a atengdo tem 531
do voltada para os componentes da placa gue tem possibilidede de
atingir o tecido conjuntivo subjacente. No presente trabalho foi
utilizado come modelo experimental a cavidade peritomnial de camun
donges, que se mostrou eficiente pava ¢ estudo das propriedades
inflamatoriss da placa dental e de algpuns de seus componentes.

inicialmente fol feito um estudo comparativo da capaci-
dade da placa dental e de alguns de seus componentes em provecar
migracho leucocitaria, extravasamento de material plasmdtico {com
plemento, glbumina e imunoglobulinas}. e aumento da fagocitose de
macrofagos. A frac@o prepavadas da placs dental foi ativa neste
sistema, & o tratamento com hidroxido de sodio diminuiu suss pro-
priedades inflamatdrias. Das substancias isoladas, as mais poten
tes foram o lipopolissacaridio da Vediflonellfa afealescens, o Muta
no I {(com mais de 99% de ligacdes a-1-3}, a  fragio sollivel do
Aetinomyces viscosus e o Lipidio A, enguanto que ¢ Dextrano T-250,
¢ Mutano I1 (90% de e-1-3 e 10% «-1-6), © Acide Lipoteicdivo ¢ o
Levano tiveram pouca atividade neste sistena.

Procurou-se também estudar neste modelo, o efeito do
pré-tratamento com lipopolissacaridio (LPS) na resposta inflamatd
ria. Camundongos pré~tratados Intraperitonialmente com os lipopo
tissacaridios da Safmonefla fyphimurndium (5-LPS) & Esachendiohia
coli {E~-LPS) apresentaram resposta inflamatdria  avmentadas quandoe
o teste foi feito no peritdnic, enguanto que o3 pré-tratados  com
LPS dervivado da Veddfonella afcafescens {V-LPS) apresentaram me-
nor nimere de células, em relacdo aos controles, quando do desa-
fio. Animais pré-tratados endovenosamente com S5~LPS,  E-LP3  ou
Y=LPS, mostraram maior nlmero de mononucleares ¢ polimorfonucle-
ares, 24 heras apds o desafio no peritonio com as mesmas substan-
cias., Os animais pré-tratados com E-LPS e S-LPS apresentaram ce-
lulas formadoras de anticorpos ¢ anticorpos especificos ne sangue
e fluido peritonial. Coem o V-LPS nac foram observados resultados
semelhantes., A participacio das imunoglobulipas mnas reagoes in-
flamatorias causadas pele LPS foi estudada atraves da transferén-

cia passiva de anticorpoes.
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SUMMARY

It 1s well established that dental plague plavs &
fundemental role in the pathogenicity of the inflammatory pericdonta
disease. Nevertheless, the compesition of dental plaque is so
complex that until now 1t is not known which bacteria or substances
are invelved in this disease. As the microorganisms cannot £ross
the epithelial barrier, attention has been focused on the extrs-
celiular metabolites present in plaque, which could directly
damage the pericdontal conpective tissue. In this work the
peritoneal cavity of mice was used to study the inflammatory
properiies of dental plaque and some of its Ccomponents,

Initially a comparative study of the capacity of dental
plague and its constituents to provoke leukocyte migration, plasma
extravasation {complement, albumine and immunoglobulines), and
macrophage activation was made. The dental plague material was
sctive in this system, and degcetylation with sodium hydroxide
decreased its inflammatory properties. 0f the dsolated substances,
the more powerful to elicit an inflammatory response were the
Lipopolysaccharide from Vedlllonefila afcalescens, Mutan I {(more than
99% w-1~-3 linkages), 8 soluble extract from Aclinomyces visoosus
and Lipid A, while Dextran T-250, Mutan I1 {90% «-1-3 and 10% o«-1-6
lirkages), Lipoteichoic acid and Levan had only a small sctivity
in this model.

The effect of pre~freatment of mice with LPS in the
inflammatory response was also studied. Mice injscted intravenously
ou intraperitoneslily with LPS derived from Salmowella Lyphimuwidlum
{S-LP8Y, Eschendohia coll {E~-LPSY or Veiflonella alcalescens {(V-LPS)
had an increased leukocyte response, when inflaumation was induced
in the peritoneal cavity with the same substances, The only
exception was V-LPS which when injected imn the'periatgneaz CHYILY
ceused a8 chronic inflammation, and a decreased response when the
test was done in the peritonesal cavity itself. The pre-treatment
with E-LPS and S~LPS, induced the formation of plague forming cells
in the spleen, as well as the presence of specific antibodies in
the blood and peritoneal fluid, but this respoense was not ohserved
with V~LPS. To verify the participation of immunoglobulines in
these veactions, we used the passive transfer of antibodies, which

alse provoked an increased inflammatory response.
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ABREVIACOES USADAS NESTE TRABALHO

A, visngsul - Aclinomygees vidboodul

G ~ complemento

CA - Candida albicans

CFp ~ ¢élulas formadoras de placas

E-LES ~ lipopolissacaridioc derivadn da Exchendehia
codd

ey - endovenonsa

Ig - imunoglobulinas

in ~ intraperitonial

LPS - lipopolissacaridios

LTA ~ acido lipoteichico

PN - polimorfeonucleares

5-LPS . - lipopolissacaridic derivade da Safmonelia
fyphimundun |

SME - sistema mononuclear fagocitdrio |

V-LPS : ~ lipopelissacaridio devivado da Veillfonedla

aloafescens
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