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RESUMO

A infecgdo polimicrobiana do sistema de canais radi;:uiares tem
por caracteristica produzir diversos fatores que contribuem para o inicio e
desenvolvimento das lesfes periapicais. O &cido lipoteicoico, molécuia presente
nas bactérias Gram-positivas, possui caracteristicas fisico-quimicas que
permitem sua agéo como imundgeno.

Neste frabalho, 16 animais {ratos albinus - Wistar) foram
utilizados, recebendo dois implantes de teflon na regido dorsal. Neo lado
esquerdo o tubo de fefion foi preenchido com Fibrinol (grupo controle) e no lado
direito o tubo de teflon foi preenchido com Fibrinol embebido com acido
fipoteicdico (150 ug/mi). Os animais foram sacrificados apés 2, 7, 14 e 30 dias,
com remogdo dos tecidos dorsais que continham os implantes. Apos
processamento laboratorial das pecas fixadas em formol tamponado, foram
realizados cortes de 6 um de espessura, corados com hematoxiiing e eosing @
analisados em microscopia dptica.

Os resultados obtidos demostraram que o acido lipoteicbico, na
concentracdo testada, provoca reacdo tecidual inflamatéria em subcutaneo de

ratos.



INTRODUGAO

A inflamagdo, quadro histoldgico comum nas alteracdes
pulpares e periapicais & um sinal importante, manifestando-se por sintomas
espontaneos ou identificada durante o exame clinico.

COTRAN et al.9(1991) definem-na comc uma reacdo que
ocorre nos tecidos vivos vascularizados, caracterizada pelo envolvimento
dos vasos sanglineos, levando ao acumulo de liquidos e células
sanglineas, e que ocorre sempre em resposta @ uma agresséo.

Diversas substancias quimicas, enzimas, proteinas, glicidios,
lipidios, assim como células do sistema de defesa, estdo envolvidas em um
conjunto complexo de interacbes, ativagbes e inibigbes, que dificulta o
gntendimento scbre o assunto.

TROWBRIDGE & EMLING®'(1996) afirmam que a inflamacéo
tem por fungdo a destruigdo do agente agressor, a diluicdo de substancias
nocivas ao organismo e a limitagdo da invasdo, tudo contribuindo para
prote¢do local e/ou geral do organismo agredido. Além disso, a inflamacéo
também esid relacionada a0 processo de reparo dos tecidos destruidos.
Entretanto, com o decorrer do tempo da agressdo ou do potencial de
destruigdo do agente agressor, a resposta inflamatdria pode atingir
proporgdes significativas, acarretando maiores prejuizos ainda ao tecido ou
Qrganismo.

A inflamacéo pode ser dividida em aguda e cronica,
dependendo do tipo celular, reacdo tecidual & mediadores envolvidos no

processo.



A inflamagdo aguda geralmente & de curta duracio (desde
alguns minutos até horas ou 1 ou 2 dias). Caracteriza-se pela presenca de
exsudagao de fiquido e proteinas plasmaticas (edema) e emigracdo de
leucteitos polimorfonucleares (neutréfilos) para o local, qualquer que seja a
natureza do agente agressor.

A inflamacdo cronica, menos uniforme, possui maior duracéo,
esta associada & presenca de linfcitos e macréfagos, proliferacio de vasos
sangliineos e tecido conjuntivo propriamente dito,

Dentre os fatores causais, encontram-se as infeccGes
microbianas, agentes fisicos (calor, traumas mecénicos, irradiacdo) e
agentes quimicos (foxinas, substancias causticas).

O agente microbiano &, sem duvida, o agressor mais importante
para os seres humanos, mobilizando grandes esforcos da ciéncia médica e
odontoldgica para combaté-io, assim como suas conseqiéncias.

Segundo  HAMMOND''(1892), as  bactérias  ap6s
estabelecerem-se no hospedeiro, provocam seus efeifos nocivos por meio de
dois mecanismos: produgio de toxinas e invasao dos tecidos.

HAMMOND' afirma que as foxinas, quando de natureza
protéica, produzidas pelas bactérias e liberadas para ¢ meio exiracelular
durante sua fase de crescimento, sd80 conhecidas por exotoxinas (exemplo:
toxina tet@nica, ioxina botulinica, hemolisinas), sendo encontradas nas
bactérias Gram-positivas e em algumas Gram-negativas. Quando de
natureza polissacaridica, fazendo parte da membrana celular externa da
bactéria e sendo liberadas para 0 meio extracelular somente apos a morte
microbiana {por les&o ou destruicdo da parede celular), séo chamadas de
endotoxinas {exemplo: lipopolissacarideo - LPS), presentes nas bactérias
Gram-negativas.

TOPAZIAN & GOLDBERG”(?SSA) confirmam as palavras de

HAMMOND”“QSZ) e acrescentam que a molécula de lipopolissacarideo



(LPS}) provoca reagde inflamatéria no organismo agredido estimulando
celulas de defesa e moléculas conhecidas como anticorpos.

A invasdo bacteriana citada por HAMMOND”HQQZ) ocorre em
conseqléncia de oufras substancias produzidas pelas bactérias, de natureza
proteica, porém com agdio enzimética e que agem exracelularmente,
provocando a destruican dos constituintes dos tecidos {exemplo:
colagenase, hialuronidase).

Os microrganismos estéo presentes, de maneira significativa,
na doenga dental, desde o estabelecimento de uma lesdo cariosa, passando
pela alteragdo da polpa dental, até atingirem os tecidos periapicais.

Diversas espécies de bactérias estio envolvidas nesses
processos patoldgicos, sendo que no local ou na fase evolutiva do processo
predominam tipos de microrganismos mais especificos.

Nos canais radiculares infectados, a flora microbiana € rica, em
que microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos estao presentes dé
maneira constante, como afirtnam 05 autores HENRICE & HARTZELL'
{1919), WINKLER & van AMEROGEN®®(1959), LANGELAND & BLOCK?®
(1977), NAIR®(1987), GOLDSTEIN'"(1989), SUNDQVIST et al.*’(1989),
SELTZER & FARBER*(19894), STOCK et al.*®(1996). Como conseqiéncia,
componentes dos microrganismos  Gram-negativos  (dentre  eles  as
endotoxinas - LPS) e dos microrganismos Gram-positivos (dentre eles o
acido lipoteicdico) devem estar presentes no local.

Muitos estudos tém contribuido para elucidacdo dos diversos
envolvimentos dos  lipopolissacarideos bacteriancs nas | alteracfes
periapicais, como podemos observar nos trabathos de DAHLEN &
HOFSTAD'®(1977), PITTS et al.’®(1982), SCHONFELD et al.**(1982)
Porém, existem poucas investigacdes sobre os componentes das paredes
celulares dos microrganismos Gram-positivos, em particular o &cido

lipoteicdico, e sua correlacdo com tais alteracdes.



A possibilidade da ac8o desse componente no inicic e no
desenvolvimento das alteracles pulpo-periapicais parece existir. Sendo
assim, propbe-se o estudo da reagado tissular do subcutaneo de rato ao
acido lipoteicdico proveniente de bactérias Gram-positivas (Sfreptococcus

faecalsy,



REVISAO DA LITERATURA

A inflamacdo, segundo COTRAN et a£.9(1991), & um fendmeno

importante na protecdo do hospedeiro e define-se como uma resposta do
tecido vivo vascularizado a uma agresséo local. Caracteriza-se pela reagéo

dos vasos sanglineos, levando ao acumulo de liguidos e de células
sanglineas. TROWBRIDGE & EML!NG”HQQG) consideram-na como uma

resposta fisiologica de organismo.

Historicamente conhecidos, descritos pela primeira vez por
Cornelius Ceisus no século | D.C., 0s quatro sinais cardinais da inflamacéo,
rubor, calor, tumor e dor, s30 conseqiiéncias das alteracBes no fluxo
sanglineo, no calibbre e na permeabilidade vascular e exsudacgdo
lsucocitaria. As alteracdes no fluxo sanglineo e no calibre vascular ocorrem
no inicio do processo inflamatodrio e desenvolvem-se na dependéncia da
gravidade da agressdo. Leuctcitos participam do processo inflamatorio,
apreendendo e degradando microrganismos, complexos imunes e detritos de

celulas necrdticas, conforme  afirmam COTRAN et al.9(1991) e
TROWBRIDGE & EMLING® (1996).
Séo integrantes do processo inflamatério, segundo BROIDE?

{1992}, céiulas como neuirdfilos, eosindfilos, basdfilos, linf6citos,
racrofagos, mastocitos, plaquetas, endotélio; e proteinas circulantes, como
componentes do complemento, da coagulacio, da fibrindlise e das vias da

cinase.
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A dindmica do processo possui fases comuns e fases
especificas para cada tipo de reacéo inflamatdria, podendo apresentar

quadros histoldgicos e clinicos agudos ou crénicos.
A inflamagéo aguda, conforme MONTENEGRO & FECCHIO™

{1995), é uma resposta inespecifica com objetivo de limitar os efeitos da
agressdo. Morfologicamente e fisiologicamente, caracteriza-se por
fendmenos exsudativos com alteragbes da permeabilidade vascular e
conseqiente acumuic de liquido no local (edema), formacgdo de fibrina,
mobilizac&o de leucdeitos {(neutrofilos) e hemacias.

MONTENEGRO & FECCHIO™(1895) citam as células

oresentes no exsudato inflamatdrio, originadas dos vasos sanglinecs. Os
neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem para o local da agresséo. A
prasenca de fibrina favorece a movimentacao celular. A fagocitose tem inicio
com o reconhecimento das estrufuras a serem fagocitadas. Essas estruturas
devemn estar recobertas por fatores do soro (opsoninas). Dentre as
opsoninas, a imunoglobulina G (IgG) e o fragmento C3b do complemento sdo
as mais importantes. Tanto substancias exégenas quanto enddgenas podem
atrair o8 neutrofilos  (quimiotaxia), sendo importantes o8 produtos
bacterianos, componentes do complemento (Cha) e produtos da wvia
lipoxigenase do acido aracdbnico (Leucotrieno B4). Além de ativarem a
movimentacdo celular, os agentes quimiotaticos provocam degranulagdo
celular com produgdo de radicais {oxicos derivados do oxigénio (perdxidos,
hipoclorito), ativacio de fosfolipases (A2) e liberagdo de enzimas (lisozima,

elastases). Esses produtos participam da morte e/ou destruigao da particula
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fagocitada, podendo ser liberados para os tecidos. S0 predominantes na
resposta inflamatdria aguda, principaimente nas primeiras 6 a 24 horas apos
3 agressao.

Os eosindfilos sdo células que possuem receptores para
imunoglobulina E (IgE) e fracdes do complemento. Estdo relacionados com a
destruicdo do complexo antigenoc-anticorpo, sendo  encontrados
principaimente nas reagbes de hipersensibilidade relacionadas a anticorpos
tgk. Contém substancias blogueadoras da ago da histamina e leucotrienos,
desempenhando papel nas fases tardias de algumas reacdes inflamatérias,
colaborando para a recuperacdo da area lesada.

Polimorfonucleares circulantes, os basdfilos assemelham-se
aos mastocitos teciduais. Pouco se sabe sobre seu papel no processe

inflamatorio.

Em grandes guantidades nos tecidos, principaimente nos locais
de maior interagdo com o meio exterior (mucosas, pulmbes) esio os
mastdcites, Possuem granulos citoplasmaticos carregados, onde a
histamina é a substancia mais importante.

As plagquetas desempenham papel importante na coaguiacio e
na inflamacgéo. Possuem granuios com histamina e serotonina.

Os macrofagos originam-se dos mondcitos do sangue, sendo
transformados nos tecidos, Desempenhnam papel de fagocitose {semeilhante
acs neutrdfilos) e secretam substancias importantes na defesa ou na
destruicio dos tecidos (lisozima, fator de agregacéo plaquetaria, colagenase,

elastase, fatores do complemento - C2-C3-C4-C5, interferon),
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BROIDE4(1992) acrescenta que os macrdfagos possuem

fungbes antitumoral, imunorreguladora, na cicatrizagéo e remocado seietiva
das células autdlogas (células envelhecidas, céiulas defeituosas) e junto com
neutrdfilos participam da ingestdo e morte de microrganismos invasores.
Possuem receptores para imunoglobulinas (IgG, IgE), porgdes do
complemente {C3b, Cba), fatores de crescimento hematopoiético,
iipqpmtes’nas‘ peptideos e polissacarideos.

COTRAN et al.®(1991) dizem que estas células {macréfagos)
tornam-se ativadas por varios estimulos, fatores ou substancias, inclusive
endotoxinas; apresentando-se maiores, com citoplasma mais irregular, maior
numero de mitocdndrias e lisossomas, maior guantidade de enzimas
hidroliticas, maior atividade de membrana (endocitose) & metabolismo
aumentado.

Os linfécitos desmpenham papel importante nas inflamagdes
primariamente relacionadas a resposta imunitaria, com seus produtos
(linfocinas e imunoglobulinas) e nas reagdes inflamatbrias originariamente
nag-imunes.

ROITT et al.**(1992), MONTENEGRO & FECCHIO»(1995) e

TROWBRIDGE & EMLING®'(1996) descrevem trés linhagens de linfécitos:

células B, células T e células conhecidas como "matadoras naturais” (NK).
Das células T s&o conhecidas frés tipos. células T reguladoras
{helper), que podem ser auxiliares ou supressoras, células T citotoxicas, que

s&o capazes de matar células carregadas de antigenos por contato direto e
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células T efetoras, que produzem proteinas reguladoras ou efetoras
conhecidas por citocinas.

Os plasmocitos, células originadas dos linfocitos B, produzem
anticorpos confra antigenos persistentes no local ou contra componentes
tissulares alterados.

As células B e T sdo programadas para responder a antigenos
especificos.

Células NK, descritas como grandes linfocitos e granulados, ndo
necessitam de serem sensibilizadas previamente para atuarem e podem

mediar citotoxicidade celular dependente de anticorpos.

COTRAN et al.’(1991) ¢ TROWBRIDGE & EMLING®(1996)

afirmam que a inflamagdo aguda pode ser resolvida completamente quando
a agressao for jeve e o trauma limitado, pode evoluir para fibrose guando ha
grande destruigdo de tecido, pode desenvolver um abscesso quando ha
infecgdo ou pode progredir para uma fase crénica se houver persisténcia do
estimuio.

Os autores acima citados, continuam afirmando que a
inflamac&o crdnica pode surgir de uma inflamagéo aguda, pela persisténcia
do estimulo ou por si mesma, a partir de estimulos de baixa intensidade,
podendo ndo passar pela classica inflamagdo aguda. Caracleriza-se pela
infiltrac8o de células mononucleares (macréfagos, linfécitos e plasmacitos),
proliferacdo de fibroblastos e vasos sanglineos, aumento do tecido
conjuntivo (fibrose) e destruicdo tissular, Os macréfagos sdo predominantes

nas lesfes apods trés semanas, dependendo do tipo de agente agressor,
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TROWBRIDGE *(1990) afrma que a causa basica das

inflamagdes cronicas é a persisténcia de fatores etiolégicos que sao dificeis
de serem eliminados do corpo. Dentre estes agentes, sdo citados os
microrganismos parasitas extraceiulares, agentes de baixa toxicidade
{Treponema pallidum, Mycobacterium fuberculosis), alguns parasitas
intracelulares resistentes aos mecanismos enziméticos de defesa e
fagocitose; componentes de bactérias (foxinas), remanescentes de
microrganismos mortos, tais como paredes celulares de estreptococos;
corpos  estranhos (talco, fios de algoddo) e reagdes imunes (artrite
reumatdide).

Juntamente cor;n as células, participam também do fendmeno
inflamatorio varias substancias/moléculas conhecidas como mediadores
gquimicos, que podem ser originados do plasma, das células ou do proprio
tecido agredido.

CATANZARO GUIMARAES®(1982), MONTENEGRO &
FECCHIO™(1995) ¢ TROWBRIDGE & EMLING®'(1996) apresentam esses

mediadores da seguinte maneira:

a} aminas vasoativas - causam vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, agindo sobre as vénulas. Estdo presentes nos
mastécitos, basofilos e plaguetas, sendo liberadas a partir de um estimulo
agressor. Sdo importantes no inicio da resposta inflamatéria e nas reacgdes
de hipersensibilidade mediadas pela Igk. Histamina e serotonina s&o os

representantes deste grupo.
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b} proteases plasmaticas - s@o trés sistemas diferentes e inter-
relacionados.

b.1) sistema complemento - composto por 20 proteinas, encontradas
em maljor concentragdo no plasma. Causam aumento da permeabilidade
vascular, quimiotaxia, opsonizago, lise de organismos-alvo. Podem ser
ativados por duas vias, sendo a via classica desencadeada a partir da
ativagdo do elemento Clq e a via aiternativa desencadeada a partir da
ativagdo do elemento C3, principaimente por estimulos como endotoxinas
bacterianas, polissacarideos complexes e globulinas agregadas (IgA).

b.2) sistema de cinina - diretamente acionado pelo Fator Hageman
{Fator XH), resultando na producdo e liberacéo de bradicining. Causa
aumentc na permeabilidade vascular, contracBc da musculatura lisa,
dilatacdo dos vasos sangiineos e dor. N&o & quimiotatica.

b.3) sistema de coaguiagdo — & composto por uma série de proteinas
plasmaticas que podem ser ativadas pelo Fator de Hageman (Fator XH).
induz ao aumento na permeabilidade vascular e da atividade quimiotatica
leucocitaria, O produto final desta reagdo é a formagéo ds fibrina.

O Fator de Hageman (Xl} é ativado pelo contatc com agentes
ativos de superficie, como colageno, membrana basal e endotoxina.

Fazendo parte do sistema de coagulacdo, tem-se o sistema
fibrinolitico que atua junto com o sistema de cininas e causa a lise dos
coagulos de fibrina (agdo da plasmina).
¢} metabdlitos do acido aracddnico - 0 &cido aracddnico € originado a
partir da conversdo do 4cido linoléico. Encontra-se esterificado nos

fosfolipideos das membranas celulares. Esses fosfolipideos devem ser
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fiberados das membranas para que possam ser utilizados. Isto é feito pelas
fosfolipases celulares ativadas por estimulos fisicos, quimicos, mecanicos ou
outros mediadores.

A biossintese do &cido aracddnico pode ocorrer por duas vias
distintas: via cicloxigenase e via lipoxigenase.

A via cicloxigenase transforma o0 acido aracddnico em
endoperdxidos de prostaglandina. Um dos tipos de prostaglandinas (PGH2)
¢ fransformada enzimaticamente em tromboxanas (TXA2), prostaciclinas
(PGI2) e outras prostaglandinas (PGE2, PGF2a, PGD2).

As fromboxanas agem como agregantes plaquetdrios e na
vasoconstricgdo. Tém vida média de segundos & s80 encontradas nas
plaquetas.

As prostaciclinas inibem a agrega¢&o plaquetaria, produzem
vasodilatacdo e séo encontradas nas paredes dos vasos.

As prostaglandinas estdo envoividas nos processos de
hemostasia, trombose, agindo sobre o 1dnus e a permeabilidade vascular,

A via lipoxigenase transforma o acido aracddnico em
derivados hidroperdxidos (HPETE) nas plaquetas (12-HPETE) e nos
leucdeitos (5-HPETE e 15-HPETE).

QO 5-HPETE d& origem aos [eucotrienos que causam
vasoconstricdo, bronccespasmo e aumento da permeabilidade vascuiar
(LTC4, LTD4, LTE4) e quimiotaxia (LTB4).

d} constituintes lisossémicos - granulos lisossdmicos presentes nos
neutrdfilos, mondcitos e macréfagos sédo liberados e participam da resposta

inflamatoéria.
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Os neutréfilos possuem granulos menores especificos, contendo
lactoferrina, lisozima, fosfatase aicalina, colagenase; e granulos maiores,
azurdfilos, contendo mieloperoxidase, lisozima, fatores bactericidas,
proteinas catidnicas, hidrolases acidas, elastase.

Os monocitos/macréfagos possuem  granulos  contendo
hidrolases acidas, colagenase, elastase, ativador do plasminogénio entre
outras enzimas.

e) radicais livres derivados do oxigénio - sdo radicais produzidos pelos
neutrofilos e macréfagos, podendo ser liberados no meio extracelular. Lesam
células e contribuem na agao antimicrobiana,

f) fator de ativagdo plaquetaria {(FAP) - produzido pelos basdfilos,
neutréfilos, mondcitos e células endotelias, causa agregacéo das plaquetas,
vaseconstricdo e broncoconstricdo. Em concentracbes extremamente baixas
poade causar vasodilatagdo e aumento da permeabilidade venular. E de 100 a
10.000 vezes mais potente que a histamina.

g} citocinas - sdo produtos polipeptidicos de linfécitos e monécitos ativados.
Qutras celulas também podem produzir substancias semelthantes. Dentre as
citocinas conhecidas, duas substancias s8o extremamente importantes:

1} Interleucina-1 {IL-1), produzida por macréfagos ativados,
linfécitos e células endoteliais. A IL-1 pode ser induzida a partir de estimuios
como endotoxinas, complexos imunolégicos, toxinas, agresséo fisica e

processos inflamatérios. TROWBRIDGE & EMLING® (1996) descrevem

diversas agbes, tais como inducdo de febre e sono, ativacdo osteoclastica,
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ativacdo de fibroblastos com produgdo de colageno e controle do
crescimento de células endoteliais.

2) fator de necrose tumoral (FNT), descrito como produto de
macréfagos estimulados, causa lise de certas linhagens de células tumorais
& necrose hemorragica tumoral.

h) fatores de crescimento e outros mediadores - representados por
fragmentos da degradacdo do colageno ou fibronecting, juntamente com

outros fatores, participam da inflamaco cronica e cicatrizagio das feridas.

“...com todos esses mediadores parece haver um sistema inteligente
de controle e eguilibrio. Do contrdrio, a inflamacdo tomaria conta do
mundo ou levaria ao tumulto!”

COTRAN et a.’(1991)

NAIDORF“HS?T) relaciona a resposta inflamatéria aos eventos

imunoldgicos, mostrando que a presenca de leucdcitos polimorfonucleares e
macrofagos no local da agressdo dependem de fatores quimiotaticos
originados  dos -microrganismos, juntamente com componentes  do
scomplemento e imunoglobulinas (opsoninas). Os macrofagos, dentre suas
fungbes, sdo responsaveis pela apresentacdo dos antigenos aos linfocitos
(células T). Outra classe de [infocitos (celulas B) diferenclam-se em
plasmocitos e produzem anticorpos (Imunogiobulinas) gue atuam na

neutralizacdo de exotoxinas, reagindo com a superficie de antigencs ¢
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destruindo 0s microrganismos junto com fragmentos do complemento.
Mastécitos tém sua participagdo mediada pela Imunoglobulina E (IgE),
liberando conteldos de seus granulos (histamina). A combinacdo entre
antigeno e anticorpo provoca a fixacdo do complemento, resultando em
agregacio plaquetaria e formacédo de microtrombos, ativagéo do sistema de
cininas, recrutamento de leucacitos polimorfonucleares e liberacdo de
enzimas proteoliticas no focal. Relaciona também as endotoxinas como

fatoras stiolbgicos desencadeantes da reagdo do sistema complemento.
TERR%(1992) relata que células de defesa j& sensibilizadas

{linfécitos T), ao encontrarem um antigeno, originam uma série de eventos
cuja finalidade é limitar e sizprimir a agressao e, que a inflamacao induzida
imunoctogicamente inicia-se com o reconhecimento especifico do antigeno,
mas os eventos subseqz‘_‘:entes ndc possuem especificidade imuncidgica.

TERR52(1992) continua escrevendo que a reacdo de linfocitos T

especificos ou anticorpos contra o agente agressor (antigenc) promove o
recrutamento de células inflamatérias e mediadores quimicos para o local da
injuria,

A inflamac¢do, induzida imunoclogicamente, pode parlir da
liberaco de substancias quimicas ativas de mastodcitos, mediadas por
anticorpos IgE (hipersensibilidade tipo 1), da formacéo de fatores derivados
do sistema complemento (hipersensibilidade tipo H); ser mediada pela
formacdo do complexo antigeno-anticorpo (hipersensibilidade tipo lif) ou da
formacéo de citocinas mediadas peila céiula T (hipersensibilidade tipo V),

conforme descritas por TERR®2(1992) ¢ TROWBRIDGE & EMLING®'(1996);
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A inflamagdo mediada pela IgE é conseqliéncia da reacdo do
antigeno com anticorpos IgE que ocupam sitios receptores nos mastécitos. A
resposta possut um efeito inicial imediato nos vasos sanglineos, mdasculo
liso e glandulas secretoras, atingindo o maximo em trinta minutos, seguida
por resposta inflamatéria celular tardia, atingindo o maximo em seis horas.

Apds a ativag8o celular, uma série de eventos bioguimicos
intracelulares acortecem, atingindo o maximo em quinze segundos, guando
ocorre a liberacdo dos mediadores.

Uma resposta imediata, consequéncia dos efeitos da histamina
e lesucotrienos dos mastdcitos, caracteriza-se microscopicamente por
vasodilatacdo ¢ edema com ipfiltrado celular discreto, iniciaimente de
granulécitos seguido por eosindfilos.

A resposta tardia envolve varios mediadores onde o fator de
ativacio das plaquetas (FAP) é provéveimente o mais importante, juntamente
com os leucotriencs e prostaglandinas, Caracteriza-se microscopicamente
peta predominancia de neutréfilos, edema, mastécitos degranuiados e
distribuicBo perivascular de eosindfilos. N3o ha sinais de deposico de
imunogiobulinas ou complemento.

O sistermna complemento pode ser ativado por anticorpos igM e
lgG (exceto 1gG4) pela via classica e por IgA, ativando a via alternativa.

A inflamacdo mediada por complexos imunes refere-se as
respostas celulares inflamatdrias que ocorrem ap6s uma reacgdo antigeno-

anticorpo, com subseqente ativacéo do complemento.
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Muitas manifestagbes clinicas dessa classe de reacdo
inflamatoria estdo representadas pela reacdo de Arthus, doenca do soro e
doengas auto-imunes.

A inflamagao produzida pela imunidade mediada por células,
conhecida por hipersensibilidade tardia, refere-se & inflamacéo gerada pela
reagdo do antigeno com seu correspondente linfécito T especifico, apds o
processamentc e apresentacio desse antigeno pela célula apresentadora de
antigenos. O aspecto microscopico da imunidade mediada por células é
caracteristico, apresentando infiltrado celular mononuclear, mondcitos e
linfocitos, com distribuicao perivascular e também granuléeitos. Ocorre ainda
deposicdc de fibrina, edema e destruicdo tissular, Nas lesfes avangadas,
node-se observar necrose por liquefaclo (necrose caseosa).

GOODMAN”UQQZ) descreve as caracteristicas que conferem

imunogenicidade as moléculas: a) devem ser estranhas ao organismo, b)
devem ter tamanho molecular (imundgenos mais potertes possuem peso
molecular superior a 100.000), c) devermn possuir complexidade quimica.
Acrescenta ainda que a resposta imune depende da dose da substancia, da
via de administra¢do e do tipo de veiculo utilizado.

Segundo GOODMAN16(1992)‘ imunogenicidade € a propriedade
de uma substéncia em induzir resposta imune detectavel, tanto celular
guanto humoral ou ambas, guando introduzida sm um animal.

COTRAN et al.9(1991) afirmam que ¢ tecido conjuntivo, local

onde acontece todo o fendmeno inflamatdrio, além das células inflamatdrias

presentes, é composto por fibroblastos, membrana basal e diversos tipos de



18

colageno, elastina e proteoglicanas gque comp@em a substancia fundamental,
representadas pelo suitato de heparan, sulfato de condroitina e acido
hialurbnico. Os mecanismos de recrutamento e proliferacdo dos fibroblastos,
proliferac&o vascular e acumule de fibras coldgenas com fibrose, sdo
semelhantes aqueles que coniribuem para a cura da ferida.

TROWBR!DGE"’G(TSQO) afirma que todos os elementos do

reparc estdo presentes em uma lesdo crdnica, mas permanecem sem
atividade até que 0s agentes causadores tenham sido completamente
efiminados. Escreve, ainda, que as alteracbes no tecido associadas com
mflamacio crbnica podem ser reversiveis ou irreversiveis. Se o tecido
destruido possuir capacidade de regeneracéo, este podera ser restaurado ao
seu estado original; porém, isso somente ccorrera se a estruiura reticular de
substituicdo do tecido for preservada ou pouco comprometida.

A cavidade bucal, area de trabaiho do cirurgido-dentista, &
riquissima em quantidade e qualidade de microrganismos gque ali se
apresentam de uma maneira equilibrada e compdem a flora normail da boca e
estrutuyras anexas. Porém, esses microrganismos sdo causadores de
alteragbes patoldgicas quando presentes em um meio favordvel a
profiferacao.

BLECHMAN3(1977) acredita que a carie dental € responsavel
pela maioria das alteracSes puipares, permitindo gque microrganiémos‘ suas
toxinas e os produtos de decomposicéo tissular atuem sobre o complexo

dentina-poipa.



19

INGLE & LANGELAND®(1989) relacionam as causas da

inflamag&o pulpar, necrose ou distrofias, colocando os microrganismos como
o8 iritantes mais freqlentes.

LANGELAND & BLOCK®(1977) relacionam como causas da
inflamacao periapical a injUria inespecifica por via direta ao tecido do
hospedeiro e/ou produtos de destruicdo bacteriana, resposta imunoldgica
gspecifica aos antigenos bacterianos ou possiveis antigenos alterados do
hospedeiro.

A preccupagdo com 08 Mmicrorganismos e suas consequéncias
sobre o complexo dentina-polpa e regido periagpical e bastante antiga.
Diversos trabalhos tém sido publicados sobre o assunto.

HENRIC! & HARTZELL19(1919) desenvolveram pesquisa com

ohietivo de determinar se a polpa dental vital possuia ou ndo bactérias,
Avaliaram 115 dentes exiraidos, com polpas vivas, sendo divididos em
normais (sem carie e alteragbes periodontais), com cérie e com alteracdes
periodontais leves (gengivite) ou graves. Observaram gue em metade dos
dentes invadidos por caries ou "piorréia”, a polpa estava sempre infectada
por estreptococos. A invasdo da polpa por microrganismos da carie dava-se
por meio dos tubulos dentinarios e a partir da alteragdo do periodonto,
"piorréia”, por meio da extensdo da polpa aos tecidos gengivais.

Sugeriram, também, que os canais linfaticos da polpa poderiam
também servir como vias de disseminagdo de microrganismos para a regiao

periapical.
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Afirmaram, ainda, que a presenca desses microrganismos na
poipa deveria ser acompanhada de aiteracbes inflamatérias crdnicas nos
tecidos periapicais.

H#LL2°(1932), trabathandoe com  cé@es, observou o

desenvolvimento de granulomas apicais em dentes puipectomizados,
comparando os resultados entre dentes com canais vazios e dentes com
canais infectados com culturas puras de estreptococos. Os resuitados
mostraram que 0s dentes com canais infectados desenvolveram reacgdo
tissular inflamatoria e degenerativa no residuo pulpar apical em poucos dias,
sendo que a regido periapical foi comprometida pouco ?empo depois. Nos
dentes ndo infectados, 08 tecidos puipares remanescentes dentro de finos
canais apicais permaneceram vitais por iongo tempo. O autor observou
bactérias nos granulomas apicais, tanto dos dentes com ou sem infecgao nos
canais, senda, porém, somente notadas quando dreas de necrose eram
vistas na lesdo.

FISH13{1939}, preccupadc em esciarecer a relagdo enire

micrarganismos e suas conseqléncias, tanto na regido periodontal quanto
na regido periapical, colocou em evidéncia varios aspectos dessa relacéo.
Primeiramente, o autor reconhece gque o processo de reabsorgdo Ossea é
devido & infecgdio, mas questiona se oS microrganismos contaminantes estao
ativos no local dessa reabsorg@o. Segue afirmando que os germes estdo
confinados nos debris da bolsa periodontal ou no conteddo necrotico do
canal radicular e que, somente seus produtos toxicos solgveis invadem os

tecidos vivos. Justifica sua afirmagéo citando observagBes histologicas de
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amostras periapicais "estéreis, que mostram a presenca de infiltrado
inflamatério crénico com predominancia de "células redondas”. muitas das
quais s@o linfocitos. Se bactérias vivas estivessem presentes no tecido, este
mostrar-se-ia com presenga de leuctdcitos polimorfonucieares, encontrados
em grande nomero nas areas de infeccdo, englobando ativamente os
microrganismos agressores. Esse quadrc ndo é encontrado nas respostas
inflamatdrias cronicas.

Faz, ainda, restricdes a metodologia para obtencdo das
amostras periapicais, comprovando que bactérias podem ser vistas nos
tecidos periapicais, porém como consequiéncia do procedimento cirlrgico e
N&o como infectantes primarias.

0 experimento de FISH™ consistiu na incisdo submandibular em

cobaias {regido de sinfise) e confeccdo de uma cavidade 6ssea onde foram
infroduzidos fios de algodaoc embebidos com cufturas de MICTOrganismos
(Staphylococcus aureus, Streptococcus haemolyticus e  Streptococcus
viridans). Os resultados mostraram-se  histologicamente  similares,
independente do microrganismo inoculado. Quatro zonas bem definidas
foram observadas conforme a intensidade da agressao. No centro da lesao
(zona de infecgdo), microrganismos estavam presentes e rodeados por
leucdcitos polimorfonucleares, Nao foram observadas células redondas nem
clastos. Ao redor do centro (zona de contaminagdo), produtos tdxicos,
toxinas bacterianas e/ou produtos da degeneragao tecidual, enconiram-se
difundidos. Observa-se destruicdo das celulas normais do local e infiltracdo

por células redondas. Mais distante (zona de imritagdo), as células tipicas
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s&0 histibcitos e osteoclastos. Nessa drea, o material t0xico torna-se mais
diluido pela difusdo no tecido, porém ainda atua como irritante. Células
redondas sdo observadas ativas, em processo de fagocitose (clastos), entre
as celulas normais do local. Na vizinhanca (zona de estimulagdo), onde os
produtos toxicos encontram-se ainda mais diluidos, células tipicas do tecido
e fibroblastos jovens estdo presentes. E uma zona de intensa atividade
celular com objetivo de reconstruir o local.

A reacdo da polpa dental & infecgdo é precisamente semelhante
a descrita anteriormente. Numa invasdo lenta e gradual, os microrganismos
avangcam pelo conteudo necrético do canal, levando algum tempo para
atingirem 08 tecidos periapicais. Essa progressdo lenta permite que os
produtos téxicos cheguem antecipadamente, por difusdo nos tecidos, ao
periapice. Assim, células redondas absorvem esses produtos toxicos e um
grupo de leucdcitos polimorfonucieares acumulam-se na abertura apicai do
canal radicular com a finalidade de fagocitar 0s microrganismos quando
chegarem no local. Por esse desenvolvimento, surgem os granulomas
apicais livres de sintomas dolorosos.

WINKLER & van AMERONGEN®*(1959) realizaram extensa

pesquisa com 4.000 culturas microbiolégicas feitas em mais de 1.000 canais
radiculares. Relacionaram a dificuldade na interpretacdo dos resultados pelo
fato de serem utilizados meios de culturas que permitiriam o crescimento de
alguns microrganismos e inibiriam o crescimento de outros. Afirmaram ainda
que os resultados sdo mais fidedignos 8 medida que aumenta a experiéncia

do pesguisador em trabalhar com a tecnica asseptica.
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Nessa pesquisa, 08 autores preocuparam-se eom farzer
incubac&o em ambientes aerdbicos e anaerdbicos. Os resultados mostraram
a riqueza da flora microbiana dos canais radiculares, com predominio dos
estreptococos ( 83% do microrganismos isolados). Dentre os achados, os
Streptococcus faecalis foram um dos microrganismos mais freqUentes em
culturas de canais apds algumas sessGes de tratamento, o que evidencia
bem sua resisténcia ao processo de limpeza e desinfeccdo utilizado. Os
bastonetes Gram-negativos foram considerados invasores secundarios na
opini&o dos autores. Reconhecem, ainda, a relacdo entre a flora microbiana

contaminanie dos canais e a infeccdo focal.

KAKEHASH! et al.**(1968), preocupados em esclarecer sobre a

mantitencdo da vitalidade pulpar por procedimentios conservadores a partir
de polpas expostas clinicamente, desenvolveram pesguisa utilizando 36
ratos que foram divididos em dois grupos. Num dos grupes, 0s animais eram
“germ-freg", isto &, tinham a cavidade bucal e tado o corpo isento totalmente
de microrganismos e, noulro grupo, os animais eram normais. Foram feitas
exposicBas pulpares nos primeiros molares superiores direitos e 0s acessos
permaneceram abertos durante todo o pericdo experimental. Os animais
foram sacrificados em intervalos de 1 a 42 dias, os quadrantes maxilares
direitos foram retirados e preparados para analise histoldgica. Os resultados
mostraram que no grupo experimental ("germ-free") as polpas apfesentaram»
se vitais durante todo o periodo, inclusive com formacgdo de barreira
mineralizada no local da exposicdo. Os armmais convencionais mostraram

poipas com degeneracdo progressiva, inflamacédo, necrose completa e
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formacdo de abscesso nas dreas apicais. Poucas espécimes mostraram
microrganismos invadindo o tecido periapical.

Com esse trabalho, os autores confirmam a relagdo direta entre
microrganismos dos canais radiculares e o desenvolvimento das alteracdes
patoidgicas pulpares e periapicais.

LANGELAND & BLOCKza('!B?T) pesquisaram a existéncia de

bactérias em 35 lesbes periapicais obtidas por cirurgia parendoddntica. Os
resultados obtidos das andlises histofégicas mostraram a presenca de
bactérias no tecido periapical em apenas 1 caso. Os autores ressaltam que a
auséneia de bactérias ndo exclui a possibilidade da presenca de
componentes destas, tais como paredes celulares, no tecido.

OGUNTEBI et al®(1982) estudaram 10 pacientes com

diagnostico de abscesso periapical, sem comprometimento periodontal.
Colheram amosiras do abscesso intra-0sse0 por meio de pungdo da mucosa
alveolar com agulha estéril. As amosiras foram incubadas em ambiente
anaerobhio e aerdbio. As analises foram feitas por microscopia apés
colora¢do de Gram e por microscopia de campa escuro. Um totai de 25 tipos
de bactérias foram isoladas, sendo 10 cocos Gram-positivos anaerdbios
facultativos: 3 cocos Gram-positivos anaerdbios, 9 bastonetes Gram-
negativos anaerdbios e 3 bastonetes pleomodrficos Gram-positivos
anaerdbios facultativos. Espiroguetas, formas modveis e formas com
morfologia nédo identificada foram observadas em microscopia de campo
escuro e nao identificadas nas culturas. Somente um abscesso continha flora

anaerdbia estrita. Sete lesbes mostraram anaerdbios facutativos e estritos.



25

NAIR 35(‘!9337), objetivandc dar mais subsidios para a guestio

da existéncia de bactérias nas lesdes periapicais, estudou 31 lesdes
originadas de dentes com poipas necrdficas e radiolucéncia periapical ao
exame radiografico. A analise das amostras foi feita por microscapfa' optica e
eletrbnica de transmissdo. Os resuitados mostraram presenca de flora
bacteriana mista no interior de todos 0s canais radiculares. A flora foi
constituida por cocos, bastonetes e formas filamentosas. Material
extracelular amorfo foi observado, podendo ser constituido de partes
insoluveis de bactérias. Em microscopia eletrénica, observou-se que as
bactérias formavam placas organizadas na superficie dentindria do interior
dos canais. A flora bacteriéna sempre fol separada da lesdo perfapical por
barreira de polimorfonucieares ao nivel do forame apical. Nos casos de
invaséo bacteriana dentro da lesdo, 0 quadro histologico foi compativel com
abscesso (3 casos). Foi descartada a possibilidade de contaminacdo da
lesdo durante o processo cirlirgico pela evidéncia de anticorpos presentes na
lesdo, especificos para bactérias contaminantes do canal radicular,

SUNDQVIST et at.’%(1989) examinaram a ocoméncia de

hacterdides pigmentados nas infecgbes radiculares e possiveis relagdes com
o desenvolvimento de abscessos periapicais. A partir de 72 dentes com
necrose puipar e lesdo periapical, colheu-se material para cuitura e
identificacdo das bactérias existentes. "Bacterbides pigmentados” foram
identificados em 22 dos 72 dentes estudados, porém todos os dentes
apresentaram bactérias diversas nos canais radiculares. Dos 22 dentes com

"Bacterdides pigmentados”, 16 dentes desenvolveram abscessos. Os autores
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concluiram que os "Bacteroides" de pigmentacao negra estio relacionadas
com o desenvolvimento dos abscessos periapicais. Confirmaram tambeém

que a infecgdo dos canais radiculares @ polimicrobiana.
FUKUSHIMA et al.'%(1990) estudaram os tipos de

microrganismos  presentes nas  lesdes  periapicais  clinicamente
assintomaticas. Dentes com auséncia de dor espontanea e a percussio e,
sem exsudato foram analisados. Foram feitas culturas para isolamento e
identificagdo de bacilos Gram-positivos anaerdbios e facultativos, cocos
Gram-positivos facultativos e bacilos e cocos Gram-negativos. Apice
radicular e lesdo periapical foram observados em microscopia eletrdnica de
varredura. Dos 21 dentes estudados, bacilos Gram-positivos; cocos Gram-
positivos anaerdbios; bacilos Gram-negativos e bactérias facuitativas foram
isolados. Os microrganismos foram localizados entre a ponta do material
abturador & a parte superior do 'forame apical. Nenhuma bactéria foi
encontrada alem do forame apical em nenhum dos casos.

BROOK et al.5(1991) analisaram a flora microbiana nos

abscessos periapicais. O material do interior dos abscessos foi colhido por
meio de aspiracdc com aguilha e seringa. Um total de 39 abscessos
periapicais foram estudados, pesquisando-se a presenca de microrganismos
aerdbios e anaerdbios. Os resultados mostraram isolamento de bactérias
anaerdbias em 50% dos casos; bactérias aerdbias e facultativas em 6% dos

casos @ bactérias aerdbias e anaerdbias associadas em 44% dos casos.

WALTON & ARDJHANDSQ(WBZ) pesquisaram a presenca de

bactérias nas lesGes periapicais inflamatdrias granulomatosas, induzidas em
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macacos. Os dentes molares inferiores foram abertos, contaminados com
saliva e restaurados com amélgama. Apds 7 meses, os animais foram
sacrificados e 0s dentes removidos juntamente com o osso de suporte e
mucosa de revestimento (em bioco), e analisados em microscapia éptica. Os
resultados mostraram massas de bactérias na superficie dental (coroa) e nos
canais radiculares, mas ndo nos tecidos periapicais. A maioria das bactérias
foram cocos Gram-positivos. Os autores observaram também a presenca de
bactérias no interior de células, sugerindo possivel fagocitose das mesmas
por macrifagoes,

Em um estudo sobre a ecologia da flora microbiana do canal
radicular, SUNDQWST“UQQZ) mostra que as associagbes microbianas

existentes no sistema de canais radiculares s8o conseqiéncias da
necessidade nutricional, da presenca ou nao de oxigénio e da producao de
substancias gue inibem o crescimento de outras formas microbianas
{bacteriocinas). Afirma que o numero de aspécies bacterianas diferentes nos
canais radiculares pode variar de 1 até 12 e a gquantidade de células
encontradas esta entre 10° e 10°. Sugere uma correlagao entre © tamanho da
lesdo periapical e 0 nUmero de espécies bacterianas e células presentes no
sistema de canais. Relata gue em canais infectados por saliva, bactérias
anaerobias facuitativas estdo presenles em maior quantidade que as
anaerdbias estritas e que esta proporgdo sofre ailteragdo com o decorrer do
tempo, predominando as formas anaerdbias estritas.

SELTZER & FARBER *%(1994), fazendo uma avaliagao sobre

os fatores microbioldgicos relacionados & Endodontia, reforgam os estudos
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anteriores, confirmando a presen¢a de flora microbiana mista como
infectante dos canais radiculares. Além disso, acreditam que, mesmo apds a
morte microbiana, componentes biodegradéaveis da parede celular de uma
variedade de microrganismos podem persistir no interior de macréfagos por
periodos prolongados para iniciar seqlelas inflamatérias cronicas. Citam o
acido lipoteicdico como substéncia capaz de influenciar reacbes
inflamatérias.

KNOX & WICKENY(1973) informam que o &cido teicdico &

conhecido, desde 1958, como componente da camada externa de todas as
bactérias Gram-positivas. £ considerado como  estrututura principal para as
ligagbes covalentes com o peptidoglicano, formando © acido teicdico da
parede celular ou com lipideos associados a membrana celular, formando o
acide teicdico de membrana ou acide lipoteicdico. A ocorréncia do acido
teicdico de parede é variavel enire os diferentes géneros bacterianos, porém
o acido teicdico de membrana esta sempre presente nas bactérias Gram-
positivas.

Em um esquema de parede e membrana celular bacteriana de

Gram-positivos apresentado por van DRIEL et al.58(1973) e ainda mantido

atualmente, como mostra JAWETZ et al.?’(1988) e MIMS et al.’'(1995),

acredita-se gue o dcido lipoteicdico tem origem na membrana plasmatica,
dirigindo-se perpendicularmente através da parede celular até atingir a
superficie da célula. (Esquema 1 - ANEXOQO )

WICKEN & BADDILEY62(1963)T analisaram os acidos teicicos

de membrana de duas amostras de Sfreptococcus faecalis (NCIB 39 e NCIB
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8191), verificando que essas molécuias sdo polimeros de gliceroi-fosfato
contendo gilicose. Nas duas amostras analisadas, foram encontradas
aigumas diferencas moleculares. Na amostra NCIB 39, foi identificado um
grupamentc kojibiesil | a-D-glicopiranosii-{1-»2)-0-D-glicose] em figacdo «-
glicosidica com o glicerol. Na amostra NCIB 8191, foi isolado um grupamento
kojitriosil  [a-D-glicopiranosil<(1—+2)-0-u-D-glicopiranosil-O-D-glucose]  em
ligagdo a-giicosidica ao glicerol. Ambas amostras continham residuos éster
de D-alanina associados as hidroxilas do agucar (kojibiosil ou kuojitriosil);
porém, a amostra 8191 também continha pequenas guantidades de grupos
dster de L-lisina. Para as analises foram utilizados métodos de
cromatografia. Os autores analisaram a pureza do material testado,
eliminando possiveis contaminagdes com residuos de RNA ou parede celular
comumente encontrados. Puderam estabelecer que © &cido teicdico
intracelular da amostra 8191 continha entre 21 a 22 unidades monomericas.
A localizagdo dos residuos de aminoacidos na molécula € discutivel
(Esquema 2 - ANEXQO ).

KNOX & WICKENH(‘!QT:S) refatam que reagbes imunoldgicas

sensiveis para o acido lipoteicdice mostram resultados de agiutinagée de
eritrocitos sensibilizados quando em presencga de anticorpos especificos, em
uma concentracéo minima de 2,5 ug de purificado de acido lipoteicdico/ml.
Se esse acido lipoteicdico seria considerado como produto extracelular ou
liberado por autdlise bacteriana, ndo estd definido. A liberacdo do acido
lipoteicdico, por qualquer que seja o mecanismo, pode ser importante fator a

influenciar as propriedades imunobioldgicas do hospedeiro.
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KNOX & WICKENZ?USTS) classificam o acido lipoteicdico como

moiécula anfipatica, que possui grupos hidrofilicos @ hidrofsbicos, tendo com
isso potencial para desencadear reagdes bioldgicas, particuiarmente aquelas
que requerem adsorcio as membranas celulares. Lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos, provenientes de bactérias Gram-negativas, também so
moléculas anfipaticas semelhantes ao acido lipoteicdico nas suas
propriedades fisico-quimicas.

Nos dltimos 20 anos da Endodontia, pesquisadores como

SCHEIN & SCHILDER**(1975), TORABINEJAD & BAKLAND®%(1978)

preocupam-se com as reacdes moleculares que possam  existir,
principalimente, entre os microrganismos da flora microbiana endodbntica &
0s tecidos do hospedeiro. Dentre esses estudos, os produtos de paredes,

membranas celulares e endotoxinas bacterianas recebem atencao especial.

YANAGISAWA“HSBO) distinguiu diferencas histopatoiogicas

dos granulomas e observou a participacéo de reagbes imunoldgicas nessas
lesdes. As lesbes foram obtidas por remoc&o cirurgica, sendo que 70 lesdes
foram preparadas para anaiise histologica e 26 lesBes para analise
imunohistoquimica. Q autor classifica os granulomas em quatro tipos: tipo
exsudativo, tipo granulomatoso, tipo fibroso e tipo granulofibroso. Observou
a presenca de IgG, IgA e IgM em todas as amostras. igE, C3 e fibrinogénio
foram identificados em 67%, 50% e 82% das |lesdes, respectivaments. Os
resultados sugerem que diversos tipos de reagbes Imunologicas podem

participar do processo inflamatério nos granulomas periapicais. A presenca
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de imunoglobulina e complemento sugere que complexos antigenc-anticorpo
podem estar presentes.
A injecdo de LPS em animais causa reagdes caracteristicas

come febre, chogue e more, conforme afirmam os autores SMITH &

THIER™(1990) ¢ MIMS et al.**(1985), estimulando também reabsorcio
Gssea in vitro, como descrito por KNOX & WICKEN27( 1973).

Muitos dos efeitos dos LPS podem ser imitados pelos produtos

das bactérias Gram-positivas e dos fungos, segundo SMITH &

THIER*(1990).

HUNTER et al.mﬁs}?s) testaram fragmenios de paredes

celulares de estreptococos encontrados na cavidade bucal, inoculados por
injegdo na mucosa alveolar de 165 ratos. As lesdes foram avaliadas apds 24,
48 e 72 horas por método visual e histologicamente, Observaram que nao
houve diferenca significativa entre as preparagbes utilizadas, sob o aspecto
clinico. Histologicamente, foi evidente a presenga de neutrdfiios e
macrofagos, com resposta oOssea mais ativa, tanto formativa quanto
reabsortiva.

WARFVINGE et ai.ﬁg(1985} compararam a resposta do tecido

pulpar frente a colocacdo de material de parede celular sobre a dentina
recém-cortada. Utilizaram paredes celulares provenientes de bactérias
Gram-positivas  (Lactobacillus casei) e de bactérias Gram-negativas
{("Bactercittes oralis" e Veillonella parvula). Apds preparo na dentina, as
armasiras de paredes celulares, em forma de pasta, foram colocadas nas

cavidades e seladas. Apds 8 e 72 horas, os resultados foram colhidos por
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analise microscépica. Os autores demonstraram que complexos de altc peso
molecular como paredes celulares, tanto de bactérias Gram-positivas quanto
de bactérias Gram-negativas, provocaram migracdo de céluias inflamatérias
na polpa dental, representadas predominantemente por leucdcitos

polimorfonucleares. Estudo de BERGENHOLTZ1(1977), com metodologia

semelhante, revelou reacles puipares mais severas quando foram testados
componentes menores de desintegracio bacteriana de placa dental, tanto de

organismos aerdbicos quanto anaerdbicos.
STABHOLZ & SELA*'(1983) verificaram a reacdo histoldgica

pulpar e aspecto radiografico da regido periapical dos dentes de gatos
contaminados com bactérias integras (Strepfococcus mutfans), sonicado
precipitado e sonicado sobrenadante das mesmas espécies de
microrganismos. O material testado foi colocado em contato com o tecido
pulpar apds acesst a cadmara corondria. Os animais foram sacrificados apos
6 meses de observacdo. 0Os autores identificaram presenca de poipas
necrosadas e inflamacdo crbnica na regido periapical com células
mononucleares € formagdo de abscesso em  algumas  &reas.
Radiograficamente foram observadas éreas radiolucidas compativeis com
destruicdo Ossea apical. Esses achados foram constantes para todas as
amosiras testadas.

MARKHAM et al.3°(1973) verificaram a presenca de anticorpos
anti-acido lipoteicdico em 53 amostras de sangue humano de estudantes, por

meic de reac80 de hemagiutinacdo. Os acidos lipoteicbicos foram obtidos de

bactérias (L. fermenti, L. plantarum e especies de esireptococos) e
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preparados para teste na concentracdo de 10 ug/10 ul. Reagbes positivas e
semelhantes foram obtidas a partir de 4cido lipoteicico proveniente de todas
as amostras bacterianas.

HAUSMANN et al.’®(1975) verificaram o efeito do 4cido

lipoteicdico (LTA) na reabsorcao dssea em cultura de tecido. A molécuia de
acido lipoteicdico foi isolada de Lactobacilus fermenti Os autores
compararam os efeitos do acido lipoteicdico {molécula integra e livre de
acido graxo) acs do lipopolissacarideo isclado de Salmonella minnesota.
Todos os testes foram feitos sobre radio e ulna de embrides de ratos de 18
dias de gestacdo. Os resultados oblidos demonstraram que o LPS, na
concentragdo de 0,3 a 30 ug/mi, estimulou a liberagdo de caicio num modeio
dose-resposta dependente, em periodo de incubagdo de 48 horas. Na
concentracdo de 100 ug/ml, a resposta foi menor. O &acido fipoteicdico foi
menos potente que o LPS, porem mostrou aumento do calicio liberado do
880, num intervalo de doses de 10 a 100 ug/mi, num periodo de 48 horas de
incubacdo. O acido lipoteicdico desprovido de acido graxo (deacilado) foi
testado em concentragbes de 10 @ 100 pg/ml e ndo provocou estimulacdo na
liberacdo de caicio. Em incubagtes de 8 dias, tanto o LPS, quanto o LTA na
concentracdo de 100 ug/ml, mostrou aumento crescente na liberagéo do
calcio, atingindo estabilidade apds o sétimo dia. Apds o quarto dia de
incubagdo, o LTA estimulou mais a liberacdo do calcio gue o LPS,

De VUONO & PANOS''(1978) pesquisaram os -efeitos
destrutivos do acido lipoteicdico isolado de Skeptococcus pyogenes.

Compararam esses efeilos aos provocados pelos proprios microrganismos
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(Streptococcus pyogenes) sobre culturas de  células de rim, figado e
coracdo. Os pesquisadores observaram destruico maxima das células de
rim {em cultura), quando colocadas em meio contendo 250 ug/ml de Acido
lipoteicdico. Destruicbes em menor quantidade (50% das células) ocorreram
quando a concentragdo de cido lipoteicdico foi de 142 ug/mi, em periodo de
incubacdo de 3 dias. A menor destruicBo celular identificada foi na
concentragdo de 75 ug/mi de acido lipoteicbico. O acido lipoteicdico
desprovido de acido graxo e alanina falhou em alterar a morfologia e o
indice de crescimento das células de rim, figado e coragéo.

HUMMELL, et al.®{1985) pesquisaram se o 4cido lipoteicoico

isolado de Strepfococcus pneumoniae é capaz de ativar a via alternativa do
complemento quando ligado a eritrocitos de cameiro. Observaram que a
adesdo do LTA aos eritrécitos aumentou com o aumento da temperatura {foi
testado nas temperaturas de 0°, 20° e 37° C) e com o aumento do pericdo de
incubacdo (intervaio de O a 6 horas). Eritrociios expostos a concentragles
de 1 mg/mi de LTA ndo mostraram consumo de C3, indicando que n&o houve
ativacdo da via alternativa. Porém, na concentragéo de 10 ug/mi, até 80%
das células foram lisadas apds 1 hora de incubagdo a 37°¢C.

LOOS et al”®(1886) estudaram a capacidade do &cido

lipoteicdico  (pofiglicerolfosfata) isolado de diversos microrganismos
{Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Streptococcus factis e
Streptococcus garvieae) em ativar a via classica do compiementc no soro,
egpecialmente sua interacdo com C1 e C1qg purificado. Moléculas de LTA

livres de D-alanina; LTA, somente o radical N-acetil @ LTA livre de D-alanina
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& deacilado também foram testados. Os resultados mostraram que todas as
formas de LTA testadas ativaram a via classica do complemento, porém com

intensidades diferentes para quantidades equivalentes de LTAs.

WEINREB et al.®'(1986) examinaram o potencial do LTA de

duas amostras de bactérias Gram-positivas (Strepfococcus pyogenes e
Lactobaciffus fermentum) em predispor eritrocitos humanos aos efeitos da
ativagdo de complemento autdlogo, causando lise dessas células mediadas
pelo complemento. Determinaram também se a ativagdo do complemento
ocorre por via classica ou aiternativa e se é dependente de anticorpo.
Utilizaram soro de pacientes com deficiéncia completa de C2 e de pacientes
com agamaglobulinemia (deficiéncia 1gG). Os autores verificaram que
eritrocitas pré-incubados com LTA (20 ug/mi) de Lactobaciffus fermentum e
Streptococcus pyogenes sofreram aglutinacao guando expostos a anticorpos
anti-poliglicerolfosfate, o que ndo ocorreu nos eritrécitos néo pré-incubados.
Os resultados demonstraram a capacidade dos acidos lipoteicdicos (LTAs),
de diversas estruturas guimicas ¢ de diferentes bactérias, de tornarem as
células do hospedeiro suscepliveis aos danos ou lises pelo complemento
autdlogo. Observaram que a via do complemento ativada pode diferir,
dependendo da origem bacteriana da molécula de LTA

KELLER et al.26(1992) analisaram, in vitro, a resposta de

macréfagos provenientes de meduia Gssea de ratos & presenga de &cidos
lipoteicdicos de varios microrganismos  (Staphylococcus — aureus,
Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans e Streptococcus pyogenes).

Verificaram a producdo e secrecdo de substancias como fator de necrose
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tumoral-aifa (FNTa) e teste de atividade tumoricida. Observaram que o acido
lipoteicoico provoca efeitos variados dependendo do tipo do microrganismo
isotado. Porem, o &cido lipoteicoico proveniente do Strepfococcus faecalis
mostrou influenciar a atividade dos macréfagos em todos 0s parametros
analisados. Concluiram que o acido lipoteicdico de muitas espécies de
Gram-positivos possuem grande potencial para ativagio de macrofagos. Os
autores descrevem nesse artigo algumas agbes do Acido lipoteicdico, tais
coma. possuirem propriedades imunoestimulatorias e antineoplasicas,
interagirem com as vias classica e alternativa do complemento como
mediadores ou inibidores da fise celular, ligarem-se aos isucocitos
polimorfonucieares; estimularem a liberacdo de enzimas lisossbmicas e
induzirem atividade tumoricida em macréfagos.

Estudos feitos por CARD et ai,7(1994) comparam as atividades
de acido lipoteicdico (LTA) de 4 béctérias Gram-positivas (Strepfococcus
pyogenes, Streplococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Bacillus sublilis)
e de lipopolissacarideo de bactérias Gram-negativas (Salmonella minnesota
e Saimonella abortus) sobre a ativag@o do &cido aracdbnico de macrdfagos
de peritdnio de rato. Pelos resuitados obtidos, as semethancas ne padrao de
ativacdo celular pelo LPS e LTA sugerem que o acido lipoteictico pode

contribuir para a patogenicidade das bactérias Gram-positivas.
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OBJETIVOS

Este trabaiho tem por objetivos:

1) Verificar se 0 acido lipoteicdico estimula resposta inflamatdria no tecido

conjuntivo subcutaneo de ratos;

2} Avaliar se a concentracdo de 150 ug/mi de acido lipoteicdico é suficiente
para desencadear resposta inflamatéria, de natureza cronica, no tecido

conjuntivo subcutaneo do rato;

3) Comparar a resposta do tecido conjuntivo subcutaneo do rato frente ao
implante de tubos de teflon, contendo Fibrinol embebido em acido
lipoteictico (material teste), com ¢ implante de tubos de teflon contendo

Fibrinol somente {material controle).
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MATERIAL E METODO

Dezesseis animais, ratos albinus-Wistar, adultos, pesando
entre 250 e 330 gramas foram divididos em quatro grupos (a,b,c,d), com 4
animais em cada grupo, escothidos aleatoriamente.

Dos 16 animais, cada quatro foram observados por periodos de
2 dias, 7 dias, 14 dias e 30 dias (Esquema 3 - ANEXQO ). Durante o
periodo de cbservagdo, os mesmos receberam agua e ragdio (RACAQ
PRODUTOR - TIPO 49 - MOINHO PRIMOR S.A. - S0 Paulo - S.P.) ad
libitum.

A substancia testada foi 0 acido lipoteicdico {Sigma Chemicals
Lab.~ St.Louls - USA - 1.4015 - iote 104H4039) originado de Streptococcus
faecals, preparada a partir de amostras liofilisadas na concentragdo de 150
ugfmi, utilizando agua bi-destilada como veiculo. A solugéo preparada foi
armazenada em tubos de ensaio com tampa de borracha, autoclavados, em
volumes de 1 mi por tubo, de modo que somente um tubo foi utilizado em
cada momento cirdrgico.  Todo ¢ procedimento foi executado em ambiente
livre de contaminagdo (camara de fluxo laminar).

Apds o acondicionamento da solugdo ieste nos tubos de
ensaio, colheu-se com alca de platina, de cada tubo, amostra da solugao,
sendo inoculada em meio de cultura de tioglicolato (E;MERCK -
AG. DARMSTADT - Alemanha). Os meios de cultura foram incubados em
estufa a 37°C por 72 horas, para confirmar a natureza estérii do

procedimento.
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Tubos de teflon medindo 5 mm de comprimento por 1 mm de
diametro foram ulilizados como receptores das substancias testes.

Para que houvesse retengdo da substancia teste no interior do
tubo e que a mesma ficasse em contato com o tecido a ser observado por
mais tempo, foi utilizada espuma de plasma bovino - Fibrinof
(LABORATORIO BALDACCI S.A. - Sdo Paulo - 8P) - a gual foi adaptada no
interior do tubo sem que se deixasse excesso.

Tubo e Fibrinol preparados foram acondicionados em frascos
de vidro com tampa (8 tubos por frascoj e esterilizados por radiacéo gama
{EMBRARAD - Empresa Brasileira de Radiagfes - Cotia - SP). Numeros
suficientes de frascos de vidros foram feitos de modo que somente um frasco
foi utilizade para cada momento cirargico.

O momento cirurgico tem inicio com a introdugdo da solucao
teste no interior de cada tubo de teflon, feita por meio de seringa descartavel
estéri] tipo insulina com agulha 12,7 X 0,33 (BEKTON & DICKINSON -
Curitiba - PR), onde a solugdo foi depositada lentamente de modo a
umedecer totaimente o Fibrinol no interior do tubo. Nesse momento, 4 tubos
foram preparados com a solugdo teste (tubo de teflon com Fibrinol + acido
lipoteicoico 150 ug/ml) e 4 outros tubos (tubo de teflon com Fibrinol) foram
separados para servirem de controle. Todo esse procedimento foi executado
no interior de uma camara de fluxo Jaminar, em ambiente totalmente esteéril.

Qutro ambiente, prédximo da camara de fluxo onde os tubos
foram preparados, foi arrumado para os procedimentos cirirgicos nos ratos.

Toda superficie foi desinfetada com hipoclorito de sddio 1% e alcool 70%.
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Os animais, um de cada vez, foram anestesiados por inalacio
com éter sulfirico (RIOQUIMICA LTDA. - S&o José do Rio Preto - SP) e
sofreram anti-sepsia com detergente 4 base de Clorohexidina (CHLOROHEX
2 - DEGERMANTE - CERAS JOHNSON LTDA. - Rio de Janeiro - RJ - lote
529001) . Apds anti-sepsia inicial, em toda superficie dorsal do animal foi
executada fricotomia, com remogdo total dos pélos dessa superficie, desde a
regido anterior até a posterior (caudal), fazendo-se nova anti-sepsia com o
mesmo agente.

Duas incisfes retiiineés, supsarficiais, de aproximadamente 10
mm de comprimento foram feitas, uma anterior e outra posterior, seguindo a
linha média, sobre a coluna vertebral, com [&mina de bisturi numero 15
(BEKTON & DICKINSON - Juiz de Fora - MG). O tecido cutneo foi
delicadamente levantado, sendo o tecido subcutaneo exposto por meio de
divuls80, com a preocupacdo da mesma ndo ser extensa em lateralidade,
mas, sim, em comprimento.

Na incisfo anterior, a divuls&o foi feita para o lado esquerdo e
na posterior, para o lado direito. Dessa maneira, g distancia entre os dois
tubos foi a maior possivel.

Feita a divulsdo, um tubo de teflon foi implantadoe no interior do
tecido, levado com uma pinga clinica, a uma distancia aproximada de 2 a 3
om da incis8o. Duas suturas com pontos interrompidos coaptaram 0s bordos
da ferida cirdrgica, utilizando fio de seda 3-0 (ETHICON - T 2762, com

agutha de 1,7 cm - JOHNSON & JOHNSON - S&o José dos Campos - SP).
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No lado esquerdo e anterior, em todos os animais, foi
implantado o tubo controle {teflon com Fibrinol) e no lado direito, posterior,
foi implantado © tubo teste {teflon com Fibrinol + acido lipoteicdico),

Apos os respectivos periodos de observacdo, 0s animais foram
sacrificados por inalac@o de éter sulfurico, sendo imediatamente removidas
as amosiras dos tecidos que continham os tubos implantados. O ato
cirGrgico consistiu em uma incisdo fransversal, na regido dorsal mais
posterior possivel, ate atingir a camada muscular, e rebatimento total do
retalho, em sentido anterior, por meio de divuls&c acompanhada por incisbes
laterais ijongitudinais. Estando o retalho dorsal inteiramente rebatido,
localizaram-se 0§ tubos implantados, removendo-os imediatamente através
do recorte do retatho com margem de seguranca. As pecas removidas foram
imediaiamente colocadas em solucdo de formol _tamponado recém-
preparada, permanecendo por '?'2 horas € encaminhadas para
processamento histoldgico.

Apds seguir a histotécnica de roting para o material, as pegas
foram incluidas em parafina, cortadas com espessura de 6 um e coradas por
hematoxiling e eosina,

Os cortes foram feitos no sentido longitudinal do tubo, na regidc
de maior didmetro, de modo que as duas extremidades pudessem ser
sbservadas,

A observacdo e fotografias dos cortes corados foi feita em
fotomicroscépio (Carl Zeiss - MC 80 - Alemanha), em aumento de 400X,

Para um mesmo tubo (teste ou controle) foram, entdo,

realizados varios cortes. Os mesmos foram analisados e somente aqueles
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que apresentaram malor populagdo de células por campo foram
selecionados para o detalhamento das caracteristicas.

Para cada tubo, observaram-se duas reacdes tissulares
tocalizadas, cada uma, respectivamente, em cada extremidade do implante.

BERGENHOLTZz(isas) estudou morfometricamente, em

microscopia eletronica, 17 lesbes periapicais cronicas, dividindo-as em trés
zonas, desde o interior do canal radicular até a periferia da lesdo. Baseado
nesse trabalho, cada reagdo tissular de cada exiremidade do tubo, foi
dividida em trés areas de analise, partindo-se do limite da extremidade do
tubo {area 1) para a periferia da reacdo (Esquema 4 - ANEXO Hi).

Cada area foi definida, no sentido latero-lateral, pelos limites do
enquadramento fotografico de uma ocular (E-Pi-10x/20 - CARL ZEISS),
estando ¢ corte histoldgico aumentado 100x, e no sentido longitudinal, peia

distancia entre o bordo superior do limite do enquadramento fotografico e a

parte central do campo de enquadramento, representado por uma cruz (+)

Passando por sobre a cruz central, tragou-se uma linha imaginaria que
delimitou a érea no bordo inferior (Esquema 5 - ANEXO i),

0 campo de observacdco para a contagem das células foi
escothido, levando-se em consideracdo a maior populagdo celular localizada
dentro de cada area. A contagem das células foi feita em aumento de 400x
(Esguema 6 - ANEXO iii).

Sempre, para cada campo ( I, ii, 1il ), foram analisados mais de
um corte, sendo que as células e estruturas distinguiveis foram contadas e

classificadas em leucocitos polimorfonucleares, células mononucleares,
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células gigantes, hemorragia ou presenca de hemacias no tecido, vasos
hiperémicos e vasos em proliferacdo. No aspecto células mononucleares,
estdo incluidos macrofagos, fibroblastos, mastocitos, linfocitos, plasmoécitos,
histidcitos e células mesenguimais indiferenciadas.

Dos diversos coftes analisados para cada lesao, foram feitas
meédias das contagens realizadas em cada campo, apresentadas como total
de elementos participativos do processo inflamatorio (Tabelas 1 e 2 -
ANEXO H). Desse valor obtido foram realizados todos os testes estatisticos e

anéalises de significncia, apresentados nas Tabelas 3 e 4 - ANEXO .
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RESULTADOS

As observagbes fotomicroscopicas estdo organizadas na
seqléncia evolutiva dos periodos e expressas nas Figurast a 8 - ANEXO 1.

(Os dados numéricos obtidos estio apresentados nas Tabelas 1
a4d-ANEXO Il

Analise de variancia entre 0s grupos controle e experimental
foram feitos para cada constituinte do processo inflamatdrio, em cada campe,
em cada periodo de observagdo, utilizando-se programa estatistico

SAS/STAT, versdo 6.04, pelo processamento "PROC/GLM" - SAS

INSTITUTE INC.*'(1990).

A} GRUPO CONTROLE

A1) PERIODO DE OBSERVACAO - 2 DIAS

O tecido ac redor da luz do tubo (Campo 1) mostra-se
edemaciado, com presenca de fibrina e predominio de células
mononticleares dispersas (Figura 1B - ANEXGO 1). Toda a extenséo da reagéo
é uniforme, limitada pelos tecidos normais do animal (Figura 1A - ANEXO 1)
Céiulas inflamatorias mononucleares e poucos leucdcitos polimorfonucleares
estd0 presentes de maneira dispersa. Mais distante da luz do tubo, Campo 2,
podem-se observar alguns pontos hemorragicos, rodeados por células
inflamatérias mononucleares e vasos hipsrémicos (Figura 1C - ANEXQC 1), No

Campo 3, observa-se também a presenga de fibrina, com céluias
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inflamatorias mononucleares dispersas e edema que toma toda a lesio

{(Figura 1D - ANEXO 1). Vasos hiperémicos estdo presentes.

A.2) PERIODO DE OBSERVACAQ - 7 DIAS

Nesse pericdo, o fecido apresenta-se freqientemente
invaginado para o interior do tubo, entrando em contato direto com o Fibrinol
all presente (Figura 2ZA - ANEXQ 1), No Campo 1, véem-se céluias
irflamatdrias mononucieares dispersas, entremeadas por maior quantidade
de fibrilas. Observa-se nessa &rea a presenga de células adiposas (Figura
2B - ANEXO ).

No Campo 2, existem muitas fibrilas, células inflamatdrias com
predominic de mononucleares e raros leucécitos polimorfonucieares (Figura
2C - ANEXO ). Em alguns cortes, identificam-se células gigantes do tipo
corpo estranho. Alguns vasos em formacao podem ser observados.

No Campo 3, chama a atengdo a formagdo de tecido

adiposo do animal, com poucas células inflamatérias mononucleares

dispersas. Observa-se também vasos em proliferacido (Figura 2D - ANEXGC

iy

A.3.) PERIODO DE OBSERVACAO - 14 DIAS
A presenga de fibras colagenas € marcante, mostrandoe um
arranjo iregular e abrangente nas extremidades do tubo. Observa-se
invaginacao do tecido para o interior do fubo de teflon. A reagao tissular estd

localizada na entrada do tubo (Figura 3A - ANEXO 1). Em contato com a fuz

do tubo, no Campo 1, observa-se faixa estreita de células inflamatérias com
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predominio de células mononucleares e raros polimorfonucieares. S3o
freqlentes os vasos sanguinecs em proliferagdo mostrando, no conjunto,
tecido organizado e em processo de reparagéo (Figura 3B - ANEXO ).

O Campo 2 apresenta o mesmo arranjo fibroso, com célutas
mononucleares dispersas e vasos sanglineos hiperémicos (Figura 3C -
ANEXQ 13,

O Campo 3 mostra tecido conjuntivo com poucas céiulas
mononucleares dispersas e fibrilas colagenas delgadas contornando a
reagdo inflamatbria (Figura 3 D - ANEXO 1)

Dentro do tubo de ieflon, na porcdc mediana do seu
comprimento, nota-se a presenca de infiltrado inflamatdrio com predominio

de leucocitos polimorfonucieares enfremeados por residuos de Fibrinol.

A.4) PERIODO DE OBSERVACAO - 30 DIAS

O Campo 1 mostra peguena reacao inflamatdria, com presenca
de celulas mononucleares, fibrilas coldgenas e vasos em proliferacie.
Observam-se, na periferia da reagdo, aglomerados de células
mononucieares semelhantes a linfocitos/plasmdcitos e vasos hiperémicos.
Essa drea estd circundada por tecido colagenc delgado (Figura 4A e 4B -
ANEXQ ).

Os Campos 2 e 3 mostram tecido conjuntivo frouxo e tecido

adiposo, com poucas células mononucleares (Figura 4C e 4D - ANEXQO ).
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B} GRUPO EXPERIMENTAL

B.1.) PERIODO DE OBSERVACAQ - 2 DIAS

Proximo a luz do tubo {(Campo 1), 0 tecido mostra-se com
intenso actmulo de fibrina e células inflamatdrias mononucleares e
polimorfonucleares. Em algumas lesSes, observam-se nessa area, residuos
de Fibrinol e grupos de ieucdcitos polimorfonucieares {Figuras 5A e 5B -
ANEXO 1}

Nos Campos 2 e 3, o tecido apresenta-se com dreas de fibrina,
mescladas com éreas de maior edema. Nessa regifo, enconira-se
predominic de células mononucleares, porém os polimorfonucleares sao
observados em pontos localizados. Vasos hiperémicos estdo presentes

(Figuras 5C e 5D - ANEXO D).

B.2) PERIODO DE OBSERVAGAO - 7 DIAS

Nesse grupo, o tecido reacional mostra-se desorganizado, com
areas hemorragicas e edema, abrangendo grande area nas extremidades do
tubo (Figura 8A - ANEXO D),

No Campce 1, observam-se células agrupadas, com
polimorfonucleares localizados e predominic de mononucleares. Pontos
hemorragicos e vasos sangiineos dilatados podem ser vistos entre areas
com edema (Figura 6B - ANEXO {).

Q Campo 2 apresenta predominio de edema, mostrando tecido

desorganizado fibrinoso, com poucas células inflamatdrias mononucleares
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dispersas. Vasos hiperémicos sio vistos em maior nimero (Figura 6C -
ANEXQO B,

No Campo 3, células inflamatérias mononucleares mostram-se
dispersas, em um reticulado fibrinoso. O edema estd presente no local

{Figura 8D - ANEXO 1.

B.3.) PERIODO DE OBSERVACAOD - 14 DIAS

A reacée inflamatdria nesse periodo é extensa, sendo iimitada
na periferia por um tecido colageno fibroso, sugerindo formacéo de cépsula
{(Figura 7A - ANEXO D).

No Campo 1, existe acumulo de células inflamatdrias
mononucleares e pontos de hemorragia. As células apresentam-se
dispersas, entremeadas por fibrilas de colageno. Poucos vasas sanglineos
estéo presentes (Figura 7B - ANEXO ). Leucocitos polimorfenucleares estéo
presentes em numero pequeno, porém maior quantidade é observada na
interface lesd@o/Fibrinol, na entrada do tubo.

Os Campos 2 e 3 mostram arranjo tissular semelhante a regido
periférica do Campo 1, mas com acumulo maior de fibrilas colagenas.
Células inflamatdrias mononucleares estdo presentes. Observa-se maior

numerc de vasos hiperémicos (Figuras 7C e 7D - ANEXQO 1).

B.4.) PERIODO DE OBSERVAGAO - 30 DIAS
Presenga de reacdo inflamatdria cronica € comum neste grupo.

O tecido das extremidades do implante ndc mostra invaginagao para o



49

interior do tubo. Observa-se ainda residuos de Fibrino! préximos a entrada
do tubo implantado (Figura 8A - ANEXO 1.

No Campo 1, podem-se observar vasos em proliferacdo e
fibritas colagenas. Células mononucieares s&o predominantes, porém
leuctceitos polimorfonucieares s8c encontrados  entre o tecido inflamatario
crbnico e o material no interior do tubo (Figura 88 - ANEXQ 1).

No Campo 2, séc evidentes células semelhantes & macrofagos
carregados com material ne citoplasma. Em alguns cortes s8o vistas células
gigantes do tipo corpo estranho. Fibras colagenas 580 mais espessas em
alguns pontos (Figura 8C - ANEXQ 1},

No Campo 3, o tecido colageno é abundante, com fibras
espessas e dispostas irregularmente. Essa formagdo colagena densa
cortorna a area inflamada como se fosse capsula, porém nao é observada
zona de transicdo entre o tecido inflamado e o tecido normai do animal. Ao
contrario, a formagéo colagena estende-se por uma grande drea além do
Campo 3 (Figura 8D - ANEXO 1), contendo células mononucleares dispersas

€ pouCos vasos sanglineos.
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DISCUSSAO

A preocupacdo com um dos componentes da membrana celular
dos estreptococos Gram-positivos, conhecido como acido lipoteicdico,

objetivo deste trabalho, surgiu da evidéncia polimicrobiana da infeccdo dos

canais radiculares, como demonstrado por HENRICI & HARTZELL'®(1919),
WINKLER & van AMEROGEN®’(1959), LANGELAND & BLOCK®(1977),

NAIR™(1987), SUNDQVIST et al.”’(1989) e SELTZER & FARBER*(1994).

Os dltimos autores também citam o Acido lipoteicbico como substancia capaz
de influenciar reacfes inflamatodrias. Os poucos estudos dirigidos para essa
particularidade na Endodontia despertaram o interesse pelo assunto.

Streptococcus faecalis foram selecionados para fornecer a
amostra de acido lipoteicdico a ser testada, pois s&0 microorganismos
encontrados nos canais radiculares infectados, conforme
GOLDSTEIN'®(1989) e STOCK et al.**(1996), sendo um dos mais
resistentes citados por BURNET et al.ﬁ(1978}, permanecendo vidveis mesmo
apbs os procedimentos de limpeza e desinfeccao dos canais, segundo
WINKLER & van AMEROGEN®°(1959).

0O acido lipoteicdico utilizado neste experimento foi produzido
pelo laboratorio Sigma Chemicals com base no trabalho de FISCHER et
au.‘z(issa) que descreveu métodos de separagéo e purificacdo da estrutura

bacteriana originada de diversos microrganismos (Lacfobacillus casel,

Streptococcus faecalis, Streptococcus pyogenes, Staphylococous aureus).



51

KNOX & WICKEN?'(1973) afirmam que altas doses de &cido

lipoteicGico (entre 100 e 500 ug) s&o necessdrias para obter reagOes

tissulares positivas.
PINERO ot al.m(1983) demonstraram, in vitro, que diferentss

concentragbes de endotoxinas (os autores utilizaram LPS proveniente de
kscherichia coliy produzem diferentes respostas metabdlicas sobre
fibroblastos de polpas humanas e de bovinos. Os autores demonstraram que
concentracbes entre 125 ng/ml & 625 ng/ml interfem no metabolismo dessas
celulas.

Baseado nos ftrabathos acima descritos, determinou-se a
concentragdo de 150 pg/mi como suficiente para provocar reacdes
irflamatérias, objetivando caracteristicas cronicas. Os resultados obtidos
com material teste confirmaram as expectativas, como podem ser vistos nas
Figuras 6, 7, 8 - ANEXO L

A colocagéo do material teste no interior de tubos de teflon faz
analogia com o canal radicular infectado, onde as toxinas bacterianas e
substéncias toxicas s80 os principais agressores da regifo periapical, nos
casos de lesbes inflamatdrias crbnicas, conforme os autores HENRICI &

HARTZEL'™(1919),  BERGENHOLTZ'(1977), LANGELAND &
BLOCK**(1977), TORABINEJAD & BAKLAND®*(1978), NAIR™(1987) e
INGLE & LANGELAND®(1989), FUKUSHIMA et al.'%(1990), SELTZER &

FARBER™(1994).
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Para manter a agressdo por tempo prolongado, utilizou-se
espuma de plasma bovino (Fibrinol) come retentor da substancia teste, pois
o material mostrou ser reabsorvivel e 30 desencadeou reacGes
inflamatérias do tipo crbnica ou de corpo estranho, conforme mostra o

trabatho de OKAMOTO et at.3?(1994), que analisou o processo de reparo de

alvéolos de ratos, preenchidos parciaimente com Fibrinol.

Os resultados encontrados nos animais controle, em que
foram implantados tubos de teflon preenchidos com Fibrinol, mostraram
resposta tecidual exsudativa, no pericdo de 2 dias, com poucas células
inflamatdrias mononucleares dispostas de maneira dispersa e seguidas de
polimorfonucieares neutrdfilos em pequeno numero, conforme demonstrado
na Figura 1A e 1B - ANEXQO | e Tabelas 1 & 3 - ANEXO Il Essa reacdo esta
relacionada com a agressdo intensa causada pelo frauma cirdrgico nos

tecidos. Conforme COTRAN et al.9(1991), a agressdo intensa provoca
grande destruicBo celular e resposta vascular do tipo imediata e mantida,
com producao de mediadores como histamina, bradicinina e prostaglandinas.

TORNECK55(1966) pesquisou a influéncia do comprimento e

diametro de tubos de teflon implantados em subcutaneo de ratos. O autor
cbservou, apés 60 dias, que uma capsula de tecido conjuntivo formou-se aa
redor do implants, com fibras colagenas dispostas paralelamente no longo
eixo do tubo. O tecido capsular mostrou auséncia de células inftamatérias.
Esse aspecto histoldgico foi comum em nessas observacgses,
tanto no grupo controle quanto no experimental, a partir do sétimo dia

(Figuras 2A, 3A, 4A e 8A - ANEXO I). A variagdo existente na espessura da
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capsuta de tecido conjuntivo € dependente do grau de deslocamento do
implante no tecido efou do processo de cura do tecido agredido peio

procedimento cirtrgico, segundo TORNECK®>(1966). A caracteristica desse

tecido fibroso ao redor do tubo de teflon demonstra o comportamento inerte

do material no tecido subcutaneo do rato.
TORNECK55(1 866) mostra que nos tubos implantados com uma

extremidade aberta e outra fechada ndo houve crescimento de tecido
conjuntivo para o interior do tubo, quando o diametro do tubo foi menor que
0,88 mm. Entretanto, uma invaginacdo em forma de botdo foi observada,
alcancando 0,25 mm a 0,50 mm dentro do iimen do tubo. Nos tubos de
diametro maior (1,14 mm e 1,40 mm), houve invaginacdo de tecido para o
interior do tubo. O tecido invaginado apresentou inflamagéo de nalureza
cronica, com predominio de linfécitos e macrdfagos e raros plasmocitos.
Quanto maior a profundidade da invaginacdo, mais intensa foi a inflamacgao.
N&o foi observada inflamacao aguda em nenhum dos implantes.

Os resuitados encontrados, com relagdo ao grupo controle, sao

semelhantes aos da TORNECK55(1966), mostrando invaginagdo de tecido

para o interior do tubo na maioria dos casos (Figuras 2A ¢ 3A- ANEXO ) e
formacdo de um botdo ligeiramente adentrando o [imen do tubo em outros
casos (Figura 4A - ANEXO ). Observou-se que o gquadre inflamatério com
predominio de células mononucleares (inflamagao do tipo cronica) foi restrito
ao tecido invaginado, com pouca extensdo para fora do tubo (abrangéncia do
Campo 1 somente) nas areas correspondentes as exiremidades do implante.

Essas caracteristicas podem ser confirmadas com os dados apresentados na
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Tabela 1 - ANEXO H, em que o nuimero de cslulas mononucleares 6
gvidentemente menor, no campo 3 dos periodos de 7 e 14 dias e nos
campos 2 e 3 no periodo de 30 dias. No campo 2, nos periodos de 7 e 14
dias, observa-se um menor nuimero de células por campo em relagdo aos
respectivos campos 1.

Ceélulas adiposas foram presentes no tecido reacional (Figuras
ZA e 3A - ANEXO ).

Esses achados demonstram que a reacdo inflamatdria, limitada
basicamente no iumem do tubo implantadoe, € proveniente da estagnacio de

fluidos no interior do implante que atua como irritante local, segundo

TORNECK(1966).

A presenga de células adiposas no tecido reacional sugere um
processo de cura com tendéncia a reparacio dos tecidos circunvizinhos das
extremidades do implante.

Os dados da Tabela 3 - ANEXO H ilustram a tendéncia ao
reparo das lesbes, pela diminuicdo da media do nGmero de células
inflamatorias mononuclearss por lesdo, principalments entre os periodos de
14 e 30 dias. A diminuigdo do numerc de vasos hiperaémicos e em
profiferacdo demonstra um tecido mais estavel e normal.

Nos resultados numeéricos apresentados na Tabela 1 - ANEXOQ
I, vé-se maior nimero de vasos em proliferacdo correspondente ao campo 1
{pericdo de 14 dias), demonstrando processo de reparo ativo na extremidade

do tubo implantado.
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SOUZA FILHO et al.*’(1996) analisaram a importancia do

digémetro do canal radicular e forame apical no processo de cura dos tecidos
periapicais. Utilizando caes, 64 canais radiculares foram ampliados no
comprimento de trabalho até a lima de nimero 80 e o forame apical dilatado
com limas de numeros 25 e 40. Os canais foram obturados 1 a2 mme3a 4
mm aguém do apice radicular radiografico. Quatro canais, grupo controie,
foram deixados sem a obluragac dos canais. A avaliagdo do processo de
cura foi feita apos 180 e 360 dias. Os autores verificaram que nos canais néo
obturados e supostamente ndo contaminados a inflamacdo periapical foi
gvidente, com auséncia de invaginagéo do tecido para o interior do lGmen do
canal. No grupo experimental, que sofreu obturagdo dos canais, foi
observada invaginacgio de tecido para o interior do canai, com caracteristicas
fibrosas, preenchendo o espacgo de 1 a 4 mm aquém apice radicular e livre
de inflamacao. Formacio de cementb apical foi observada apds 360 dias.

O trabalho de SOUZA FILHO et al.**(1996) confirma, com

resuitados diretamente obtidos de canais radiculares, nossos achados com
relacdo aos tubos de teflon implantados em subcutaneo de ratos. Pode-se
dizer entdo, que a auséncia de fatores irritantes no interior dos canais e, no
caso, no interior dos tubos de teflon (grupo controle), permite a invaginagéo
de tecido para o interior do lumen do tubo, com evolugdo para a cura.

Células gigantes foram ocasionalmente vistas em algumas
reacdes do pericdo de 7 dias de observagdo (Figuras 2C - ANEXC | e

Tabelas 1 e 3 - ANEXO Il). TORNECK®*(19686) descreveu esse tipo celutar

untamente com linfdcitos, macréfagos e polimorfonucleares raros, como
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presentes no infiltrado inflamatério do tecido invaginado para o interior do
tubo de teflon. Sendo assim, ndo se pode afirmar que a presenca dessas
células seja em consequéncia do Fibrinol no interior do tubo, & que no

trabatho de TORNECK>® os tubos foram implantados com o iumem vazio.

OKAMOTO et a!,3?(1994) observaram que o Fibrinol colocado

em alvéoios de ratos apresentou-se integrado ao coagulo sangiineo apds 3
dias. O material implantado (Fibrinol) estava ausente do local apds 15 dias,
ficando em seu lugar um coagulo sangiinec desorganizado. Aos 21 dias
esse coagulo foi substituido por tecido de granulagBo, apresentando
pequenas frabéculas Osseas. Os autores concluem, com base nos
resultados, que a absorgéo completa do Fibrinol diminui a possivel reagdo do
tipo corpo estranho; porém, a presenca do respectivo material no alvéolo
provocou retardo no processo de cura, quande comparado com animais
controle.

Nos implantes dos animais com 30 dias de observagio, pode-
se verficar pequena faixa de tecido reacional correspondente as
extremidades do tubo de teflon, ndo ultrapassando seus limites externocs,
circundada por tecido conjuntive normal do animal, sem células inflamatérias
{Figuras 4 A, C e D - ANEXQ | e Tabela 1 - ANEXC II). Em alguns casos, no
fimite externo do tecido reacional, observaram-se celulas semelhantes a
plasmocitos agrupados (Figura 4B - ANEXQ 1). Esses achados apdiam as

observagdes de TORNECK™,

No grupo experimental, a reacio inflamatdria foi mais intensa

guando comparada ao grupo controle. No periodo de 2 dias, vé-se maior
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acumulo de céluias inflamatdrias com predominio de mononucleares
seguidos por feucocitos polimorfonucleares (Tabelas 2 e 3 - ANEXQO 1), A
reagéo exsudativa foi intensa, formando grandes espagos negativos nos
cortes histoldgicos, onde as células inflamatérias  apresentavam-se
agrupadas nos reticulados de fibrina (Figura 5 A, C e D - ANEXQO D).

Pode-se observar na Tabela 4 - ANEXO H, maior nimero de
polimorfonucleares correspondentes ao grupo experimental, Campo 1
{periodo de 2 dias), quando comparado ao grupo controle. Associado ao
axtenso edema local, a maior concentragcdo dessas ceélulas confirma uma
reacdo inflamatdria aguda mais intensa. Essa diferenga foi significativa no
campo 3 {(p<0,05).

No periodo de 7 dias, a reagdo inflamatdria € extensa,
avangando sobre 08 tecidos normais do animal. A caracteristica do arranjo
tissular assemelha-se a¢ encontrado no grupo controle com 2 dias de
observacdo, apresentando porém maior quantidade de vasos sangliineos
hiperémicos (Figura 6 A, B, C, D - ANEXO | e Tabela 3 - ANEXO 1l).

Essa caracteristica reacional, apds 7 dias, mostra uma resposta
exsudativa mais prolongada ou uma dificuldade na absorcdo do sdema
formado iniciaimente, como visto nos animais controle de 2 dias de
observagdo, em consequéncia ao trauma cirdrgico. Essa reagao exsudativa é
evidenciada pelo menor numero de células mononucleares por lesdo e por
Campo, demonstrada nas Tabelas 3 e 4 - campos 1 e 2 ~ ANEXO il, apesar
da diferenca ndo ser significativa. Observa-se também uma diminuigdo no
numero de polimorfonucleares, na lesdo, evidenciando a cronificagdo do

processo inflamatério, mesmo na presenga do edema (Tabela Il - ANEXO 1),
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Seja qual for o motivo, & evidente que existe uma dificuldade na
organizagdo do tecido circunvizinho & extremidade do implante de teflon.
Além disso, ndo foi observada invaginagdo do tecido em direcao ao lumem
do tubo, conforme mostrado ne grupo controle,

Com 14 dias, a reagdo nas extremidades do implante de teflon
iora-se mais extensa, invadindo 0s tecidos normais do animal, com céiulas
mononucieares dispersas predominantes (Tabela 2 - ANEXO ) e dreas
hemorragicas evidentes (Figura 7 A, B, C, D - ANEXOQ 1). O arranjo estruturai
dessa reacao assemelha-se aos granulomas apicais. Pode-se observar,
inclusive, formagéo de tecido fibroso circundando a leso, como uma capsula
{Figura 7 A - ANEXQ 1). Aspecto interessante é a ndo invaginagdo do tecido
reacional para o interior do fGmen do tubo (Figura 7 A - ANEXO 1) e a
presenca de residuos de Fibrinol, preenchendo a extremidade do impiante,
ginda nesse periodo.

A presenca do Fibrinol embebide em acido lipoteicdico (150
pg/mi} na exiremidade do tubo, mostra que © acido lipoteicdico, na
concentragdo utilizada, impede a sua absorgdo. kEssa caracteristica néc foi
encontrada nos animais controle, em que a auséncia do acido lipoteicdico
parmitiv a absor¢do do Fibrinol e invaginacdo do tecido reacional para o
interior do iumen do tubo. Pode-se sugerir, entdo, que o acido lipoteicdico,
na concentracdo de 150 pg/ml, atua como substancia tOxica direta,
impedindo a proliferagdo ceiular e invaginagao do tecido reacional para o
interior do lGmen do tubo implantado.

A reacdo extensa, gue avancga para o tecidg conjuntivo do

animal, envolvendo os Campos 1, 2 e 3 analisados {(Figura 7 B, C, D -
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ANEXO 1), permite supor que 0 &cido lipoteictico (150 ug/mi), presente no
interior do tubo implantado, sofra difus@o por entre o tecido circunjacente e
que o produto difundido e diluide pelos fluidos tissulares possua
concentracdo suficiente para provocar tal resposta inflamatoria crénica.
Apesar do grupe confrole também possuir um tecido reacional
com caracteristicas cronicas no mesmo periodo de observagdo, vé-se que
gsse tecido esta invaginado para ¢ interior do |Gmem do tubo, possuindo
pouca extensdo para o tecido conjuntivo normal do animal [aspecto reacional

normal conforme descritc por TORNECK%(‘! 966)]. Essa diferenca na

abrangéncia da reacdo externa mostra que aigum fator difusivel (&cido
lipoteicdico) e ¢ respcnsévéi pela reacdo exacerbada nas extremidades dos
tubos de teflon,

Na Tabela 3 - ANEXQ H, vé-se um maior numero de
polimorforiucleares e mononucleares por lesdo no grupo experimental, nos
periodos de 14 e 30 dias, estatisticamente significativo {p<0,05) quando
comparado ao grupo controle, Na Tabeia 4 - ANEXQ i, pode-se observar, no
grupo experimental, reacdo de células mononucieares significativamente
maior (p<0,05} nos campos 2 e 3 (perjodo de 14 dias) e nos campos 1,2e 3
(pericde de 30 dias), demonstrando reacdo inflamatbria cronica mais
gxtensa.

A permanéncia do acido fipoteicdico (150 ug/mi) no interior do
tubo, durante o periodo de c..ervagdo, atua como agressor de baixa

intensidade, fator importante, segundo COTRAN et al.9(1991) e

TROWBRIDGE & EMLING®(1996), no desenvolvimento do processo
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inflamatdrio cronico, como encontrado nos animais experimentais a partir do
14° dia de observacéo.

A reacdo de fibras coldgenas presente nas lesbes dos animais
experimentars, semeihante a uma capsula, ndo ocorre nos animais do grupo
controle, em que ¢ tecido reacional & circundado pelo préprio tecido
conjuntivo do animal, muitas vezes identificado como tecido adiposo ou
tecido conjuntivo subcutaneo com ceélulas dispersas e ndo apresentando
células inflamatbrias (Figura 3A, 4A - ANEXO ). Esse fato sugere que a
difusdo do acido lipoteicbico pelo tecido torma-o cada vez mais diluido pelos
fluidos tissulares, 8 medida que se distancia do ponto de origem (interior do
tubo de teflon), provocando nessa regido, possiveimente, uma reacdo celular
estimulatéria da produgdo de fibras coldgenas, fato descritc por

F!SH’3(1939). Tal suposi¢do encontra respaldo no trabalho de PINERO et

al.®(1983), que analisou o comportamento de culturas de fibroblastos

originados de polpas dentais humanas, frente a concentragbes diferentes de
endotoxing bacteriana isolada de Escherichia coli. As culturas de fibroblastos
foram incubadas com 5, 125 e 625 ug de lipopolissacarideo (LPSYmi e
comparadas com um padréo isenio de endotoxing, por periodos de 6, 24 e
48 horas. Os resultados obtidos demonstraram que na concentragdo de 5 ug
de LPS/ml houve estimulo ao crescimento de fibroblastos; na concentragdo
de 125 ug de LPS/ml houve pequena estimulacdc do crescimento, ndo
significativa quando comparada ao padrdo e na concentracdo de 625 ng de
LPS/ml, houve inibicdo do crescimento dos fibroblastos humanos. Além

disso, os fibrobiastos humanos responderam com aumento na produgdo de
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colageno proporcionaimente ao aumento da concentracdo de endotoxina, no
intervalo de 5 e 125 ug de LPS/mi. Os autores sugerem que esse tipo de
resposta possa estar relacionada as infecgdes cronicas da polpa em que os
fibroblastos provavelmente estao sujeitos as condicies semelhantes.

Apesar de PINERO et al."“(‘isssp terem mostrado resultados
obtidos & partir da molécula de LPS bacteriano, deve-se ressaltar a

afirmagio de KNOX & WICKEN?(1973), classificando a molécula de &cido

lipoteicdico como anfipatica tal qual a molécula de LPS, possuindo, dessa
maneira, potencial para desenvolver reagbes bicldgicas semelhantes.
Relatam que reagfes imunoldgicas sensiveis para o &dcido lipoteicdico
{concentracdo de 2.5 ug/mi) mostram aglutinacdo de eritrocitos quando em
pregsenca de anticorpos especificos. Afirmam que, independente de como o
acido hpoteicoico (L.TA) possa ser liberado para o meio, a molécula de LTA
pode ser importante fator a influenciar as propriedades imunobiolégicas do
hospedeiro.

GOODMANm(‘IQQZ) descreve algumas caracteristicas para que

fatores possam desencadear reagfes imunogénicas: ser estranho ao
orgamismo, ter peso molecular superior a 100.000 & possuir complexidade
quimica parecem estar relacionados & molécula de acido lipoteicdico.

WARFVINGE et al.6°(1985) confirmam as semelhan¢as nas

respostas bioldgicas, em tecido pulpar de céo, entre paredes celulares de
bactérias Gram-positivas € Gram-negativas, gquando colocadas sobre dentina
recém-cortada. Ambas provocaram migragéo de células inflamatoérias com

predominic do leucocitos polimorfonucleares.
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HAUSMANN et a£.18(1975) verificaram respostas semethantes

na reabsor¢go 0ssea em cultura de tecido, tantb em incubacbes feitas com
acido lipoteicbico quanto com lipopolissacarideo bacteriano. Porém, o 4cido
tipoteicdico mostrou-se menos potente que o LPS em produzir liberacdo de

calcio da cultura de tecido.

De VUONO & PANOS''(1978) observaram, em culturas de

celulas de rim, figado e coragdo, que concentragbes de Acido lipoteicdico
diferentes produzem acdo citotdxica também diferentes. Mostraram que, na
concentracao de 250 ug/mi de LTA houve maxima destruicdo das células; na
concentracéo de 142 ug/mi de LTA a destruicao celular foi de 50% e a menor
destruicdo foi observada na concentragdo de 75 ug/mi de LTA. Esses
autores deixam claro que a molécula de acido lipoteicoico pode influsnciar o
comportamento celular, atuando em celulas de oOrgaos diferentes e gue,
quanto menor a concentragdo da substancia (LTA), menor é 0 seu potencial
para provocar lise celular.

No modelo testado neste trabalho, os resuitados ndo sdo
diferentes.

Com 30 dias, apesar de menos extensa, a reacao inflamatdria é
gvidente, com células mononucleares ainda predominantes (Figura 8A, B, C,
D - ANEXO | e Tabela 2 - ANEXO l). A reagdo de leucdcitos
polimorfonucleares permanece pequena e localizada na entrada do tubo,
onde s&o observados residuos de Fibrinol (Figura 8A - ANEXQO | e Tabela 2 -
periocde de 30 dias, campo 1 - ANEXQ H). Fibras colagenas espessas séo

vistas mais a distancia (Figura 8 D - ANEXQO 1}.
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A reducdo na extensdo da reacdo inflamatoria possivelmente
esta relacionada a diminuicéo da agdo irritante do acido lipoteicdico presente
no interior do tubo de teflon. Essa ocorréncia pode ser devida 2 diluicéo
provocada pelos fluidos tissulares que adentram ao limen do tubo
implantado. Como ndo existe producdo continua do &cido lipoteicdico no
interior do tubo, a substancia torna-se cada vez mais diluida e, em

concentracbes menores, possivelmente provoca reacdes tissulares
diferentes, como demonstrado por PINERO et al,33(1983) com relacido ao

LPS de Escherichia coli. Isso pode ser visto ne campo 3 (Figura 8D - ANEXO
I} pela reagdo de fibras coladgenas espessas que circunda um tecido
inflamatdrio de natureza cronica. Néo existe nesse periodo de observacgdo,
aspecto de cura evidente. Porém, com a dilui¢do cada vez maior do dcido
lipoteichico do interior do tubo de teflon, pode-se esperar uma cura em
ternpo mais profongado.

Essas lesfes cronicas produzidas possuem, além das células
inflamatorias, outros componentes do tecido conjuntive local, tais come
fibroblastos, fibras coldgenas, elastina que, mergulhados na substancia
fundamental "aguardam” um meio favoravel para a proliferacéo, contribuindo
para ¢ processo de cura da lesdo, segundo COTRAN et al.9(1991). Esse
meio torma-se favoravel a medida gue o agenie agressor @ eliminado,
conforme afirma TROWBRIDGE (1990).

No sistema de canais radiculares, pelas caracteristicas
bacterianas axistentes e ja relatadas, uma possivel produgdo continua de

acido lipoteictico pode existir e, juntamente com outros fatores, pode
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contribuir com o inicio e/ou desenvolvimento de reacdo inflamatdria nos
tecidos periapicais, com conseqléncias danosas para 0 paciente,

De fato, o acido lipoteicdico na concentragéo de 150 ug/ml,
provocou reacdo inflamatdria de natureza cronica no tecido conjuntivo
subcutneo do rato e essa reag¢ao foi evidente a partir do 14° dia até o final

do periodo de observacéo (30 dias).
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CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados, pode-se concluir que:

1 - 0 acide lipoteicdico estimula e mantém uma resposta inflamatéria no

tecido conjuntivo subcutaneo de ratos.

2 - na concentragdo de 150 ug/mi, o édcido lipoteicdico provocou reacdoe

irflamatoria de natureza crénica no tecido conjuntive subcutaneo de ratos.

3 - em comparagdo com o grupo controle (teflon + Fibrinol), a reagéo do
tecido conjuntive subcutineo de ratos ao material teste (teflon + Fibrinol +
acido lipoteicdico 150 ug/mi) mostrou-se invasiva aos tecidos normais do
animal, provocou formagdo de tecido semethante a capsula, ssparando a
reacdo inflamatéria dos tecidos normais do animal e ndo permitiu a invasao
do tecido conjuntivo para o interior do iumen do tubo, como ocorreu nos
animais controle. Esse tipo de reagdo encontrada nos animais experimentais
foi atribuida a presenga do acido lipoteicdico no interior dos tubos

implantados.
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Figura1 - GRUPO CONTROLE - 2dias

Reacéo tissular do subcuténeo do rato ao m;_:lante de tubo de teflon com Fibrinol
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Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE: observar a presenga de edema, L )lumen do tubo

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar areas hemorragicas ( seta ) e calulas mononucleares dispersas
Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar a presenga de vasos hiperémicos ( seta )

Quadro D) campo 3 - 400X - HE observar a presenca de fibrina ( f ) e células mononucleares dispersas
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Figura2 - GRUPO CONTROLE

7 dias

Reacao tissular do subcutaneo do rato ao implante de tubo de teflon com Fibrinol
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ade do tubo - 40X - HE: observar a invaginagéo do tecido conju
fibroso na lateral do tubo de teflon ( seta ), células adiposas ( ca )

il

ntivo ( inv ), L) lamen do tubo, capsula de tecido

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar células mononucleares e fibrilas colagenas; células adiposas ( ca )
Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar vasos neoformados ( v ), células gigantes ( cg )

Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar tecido adiposo do animal
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Figura3 - GRUPO CONTROLE - 14 dias
Reacdo tissular do subcutaneo do rato ao implante de tubo de teflon com Fibrinol
L . ir"‘:l ‘ . £ o

»

Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE: observar invaginagdo do tecido conjuntivo ( inv ), L) limen do tubo; céapsula de tecido
fibroso na lateral do tubo de teflon ( seta ); células adiposas ( ca )

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar células mononucleares, fibrilas colagenas e vasos neoformados ( v )

Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar células mononucleares, fibrilas colagenas e vasos hiperémicos ( vh )

Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar tecido conjuntivo subcutdneo do animal com poucas células dispersas
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Figura4 - GRUPO CONTROLE - 30 dias

Reacao tissular do subcuténeo do rato ao implante de tubo de teflon com Fibrinol

Y EA .

el || e e AN

- — = == T

capsula de tecido fibroso na lateral do tubo de teflon ( seta )
Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar aglomerado de células semelhantes a plasmécitos ( P )
Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar tecido conjuntivo subcutaneo normal com células adiposas
Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar tecido conjuntive subcutaneo normal com células adiposas

Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE: observar pequena reagédo inflamatéria na extremidade do tubo ( R J; L) limen do tubo;
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Figura5 - GRUPO EXPERIMENTAL - 2 dias

Reacdo tissular do subcutaneo do rato ao implante de tubo de teflon com Fibrinol e acido lipoteicoéico 150 ug/ml

& ¥ o

Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE: observar edema extenso ( e ); L) limen do tubo

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar acumulo de fibrina ( f ) e células mononucleares dispersas

Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar a presenca de edema ( e ), corddes de fibrina com células mononucleares ( f)
Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar a presenga de edema ( e ); fibrina ( f ) e vasos hiperémicos ( vh )
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Figura6 - GRUPO EXPERIMENTAL - 7 dias

ey -. S e o P,
Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE: observar tecido desorganizado com presenca de edema; L) limen do tubo
Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar presenga de edema ( e ) e vasos hiperémicos ( vh )

Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar presenca de edema ( e ) e vasos hiperémicos ( vh )

Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar a presenca de células mononucleares dispersas e fibrina ( f )
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Figura7 - GRUPO EXPERIMENTAL - 14 dias

Reacdo tissular do subcutaneo do rato ao implante de tubo de teflon com Fibrinol e acido lipoteicoico 150 pg/ml

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar células mononucleares dispersas e areas hemorragicas ( ah )
Quadro C) campo 2 - 400X - HE:' observar células mononucleares dispersas e abundéancia de fibras colagenas ( fc )
Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar vasos neoformados ( vn ) e células mononucleares dispersas
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Figura 8 - GRUPO EXPERIMENTAL -

30 dias

150 pg/ml

| T 5

g

Reacdo tissular do subcutaneo do rato ao implante de tubo de teflon com F

-y ==
- :

e T

ibrinol e acido lipoteicéico

]

Quadro A) extremidade do tubo - 40X - HE:
tecido fibroso na lateral do tubo de teflon ( seta )

Quadro B) campo 1 - 400X - HE: observar proliferagdo vascular ( pv ) e células mononucleares dispersas
Quadro C) campo 2 - 400X - HE: observar células mononucleares dispersas e abundéncia de fibras colédgenas; célula gigante ( cg )

Quadro D) campo 3 - 400X - HE: observar tecido conjuntivo fibroso com poucas células mononucleares

v.
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Tabela 1

-GRUPO CONTROLE

Média dos elementos constituintes da reagac inflamatdria no subcutaneo de ratos - apresentagdo por campo.

pericdos 2 dias 7 dias 14 dias 30 dias
CAMPOS — 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
%LEMORFONUCLEARES 14,23 5,66 5,00 5,00 0,67 zaro Zery zero zero 0,67 5,67 zero
(351) | {6,03) | (528) | (4368 | (1,16) (1,16} | (1,18)
MONONUCLFARES 106,67 | 96,00 | 100,00 § 283,33 | 190,00 { 63,33 § 32000 | 233,33 | 39,33 § 23087 | 3800 36,33
(23,09) { (1508) { (20.00) / (28,87) | (6282) { (5,77) | (zero) [ {(41.83) [ (11,02) § (19,01} { (529 { (1,53
CELULAS GIGANTES zero zere zero zero 233 Zero Zeto zere 2ero zero 2ero zero
(4,04)
VASOS HIPEREMICOS zero 1,33 4,00 1,33 0,67 2,33 2,00 2,66 0,67 1,33 0,33 zero
(0,68} { (285) | (0,58) | {058) | (0,88) | (1,00) | (0.58) | (1.16) | (0,58} | (0.57)
VASOS PROL]FERAQAO Zero zere zero 6,33 4,33 1,00 6,00 zero 260 4,33 Zero zero
(851} | (378) | (1,73) § (1,00} {G. 58}

S

. . &
. nameros entre parénteses, { ), referem-se ao desvio padrio da média, conforme analise
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Tabela 2 - GRUPO EXPERIMENTAL

Média dos elementos constituintes da reagéo inflamatdria no subcuténeo de ratos - apresentagéo por campo.

periodos 2 dias 7 dias 14 dias 30 dias
CAMPOS — 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
POLIMORFONUCLEARES | 42,00 14,00 21,00 8,00 1,67 0,33 41,87 5,67 3,33 15,33 0,67 zero
(43,84) | (12,17) | (5,67} | {436} | (2,89 | (058) } (7.64) | {2562) | (322 | {252} {1,168}
MONONUCLEARES 155,00 1 113,33 | 11567 [ 218,33 [ 14867 ¢ 7500 § 273,33 | 323,33 | 260,00 § 31068 | 28067 | 171,67
(91,92) | (11,85) | {2021) | (34,03} { (M779 | (2500} § {25,%7) | (11,65} | (¥0,00) [ (10,07) | {9.62) | (22,54)
CELULAS GIGANTES zero zero zefo zero zZero zera 1,00 zZerg zero zero 0,67 zero
{1,73} {1,18)
VASOS HIPEREMICOS 1,33 1.87 3,00 3,60 4,33 0,67 3,33 387 4867 1,60 zero zero
(231) | {153 1 (1,000 | (3.00) | (4.04) (1,18) { (3,22) i (0.58) | {0,58) ¥ (1.00)
VASQOS PROLIFERAGAD zere zero zero zero zero zero 3,33 2,33 0,33 13,33 0,67 zero
{3,51) | (2,62} | (0.58) § {1,53) {1.18)

. . ) . 4%
. nlimeros entre parénteses, { ), referem-se ac desvic padrdo da média, conforme anélise
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Comparagéo entre os Grupos Controle x Experimental

Tabela 3 - Médias dos slementos constituintes da reac&o inflamatéria no subcutaneo de ratos - apresentacéo por leséo

periodos 2 dias 7 dias 14 dias 30 dias
médias medias médias medias
POLIMORFONUCLEARES
. confrole e 7,3333 1,8889 Zero 0,4445
. experimental ... 28,0000 3,3333 16,8888 5,3333
MONONUCLEARES
.controle L. 100,8888 | 178,888%8 197,5555 101,0000
. experimental ... 126,6667 146,6667 | 2855555 | 254 3334
CELULAS GIGANTES
.controle ... Zero 07778 7ero 2ero
. experimertal ... 2670 2ero 0,3333 0,2222
VASOS HIPEREMICOS
ccontrofe ... 1,7778 1,4444 17778 0,555
. experimental ... 2.0000 2 6667 3,8889 0,3333
VASOS PROLIFERACAO
.controle .. Zero 3,8889 2.0000 01111
.experimental ................. 7810 Zero 2.0000 4,6667
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Tabela 4 - Médias dos elementos constituintes da reago inflamatoria no subcut@neo de ratos - apresentagfo por campo
Comparacdo entre os Grupos Controle x Experimental

pericdos 2 dias 7 dias 14 dias 30 dias
CAMPOS — 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
POLIMCRFONUCLEARES 5 ‘ S8 s s
controle 11,33 567 5,00 500 0,67 Zero zZero Zers zero 0,67 4,67 Zero
_ experimental 4800 | 1400 | 2400 § BOO § 167 | 033 § 4167 | 567 | 333 § 1533 | 067 | zero
MONONUCLEARES S s ) 8 s 5
controle 106,67 86,00 106,00 1 283,33 190,66 63,33 320,00 233,33 38,33 230,87 36,00 36,33
R experimentai 155,00 113,33 111,87 | 218,33 146 67 75,00 273,33 323,33 260,00 310,87 280 87 171,87
CELULAS GIGANTES
controle Zero Z610 Ze10 Zere 2,33 2er0 28l Zero zern zers Zero Zero
| experimental zere zera et 4 zero 8o zero 1.00 zero zero zero 0,67 zero
VASOS HIPEREMICOS [
controle zerd 1,33 4.00 1,33 0867 2,33 200 467 {,67 1,33 0,33 Zere
' experimental 1,33 167 300 | 300 4,33 0,67 333 3,67 467 1,00 zero zero
VASOS PROLIFERAGAO s
controle zero ZEel0 zero 6,33 4,33 1,60 800 Zero Zers .33 Zero Zerp
) experimental Z2erG Zera Zarg zero Zero Zero 3,51 2,33 (3,33 13,33 087 Zaro

. a letra "8" na parte superior de alguns quadros ide&tiﬁca diferenga estatisticamente significativa, ao nivel de 5% (p<0,05), entre os dados dos
grupos controle X experimental, conforme analise realizada

6.
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ESQUEMA 2 - Parte hidrofilica [polissacaridica) da molécula de acido lipoteicdico

'POLIGLICEROL FOSFMO%
CH2 Q.Tuz
0
N /
P, O

.
C~—H B Qe H
/ \\\\ lHZ- {3/ \0 (l;Hz
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€H 5 OH
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0O OH OH
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ESQUEMA 4 - Areas de andlise das lesbes nas extremidades do implante do tubo de teflon

reagio 1 Hﬂ tubo teflon reagis?

area’l
area 2
aread

areas de observacgio escaihidas em aumento de 100z

vg
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ESQUEMA 6 - Definicio do campo de contagem das células

aumenio 400 x

acular de 10x

ohjetiva de 40x
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SUMMARY

The infection of the root canal system is made by several types
of microorganisms, being known as polimicrobial infection. Such conditions
allows the production of factors, essential for the start and development of the
periapical lesions. One of these factors is the lipoteichoic acid. This chemical
by product has characteristics that enhances its action as immunogen.

Sixteen rats (albinus - Wistar) were used. Implant of teflon
tubes were inserted in the back of the animals. in the left side, the teflon tube
was filled with Fibrinol (confrol group) and in the right side the Fibrinoi was
wet with lipoteichoic acid (150 pg/mi). The animals were Willed after 2, 7, 14
and 30 days, and the tissues with the implants were removed. The
laboratorial procedure was done of the specimens fixed with formol buffered.
Slides of 6 um of thickeness were made and stained with hematoxilin and
208in.

The results showed that the lipoteichoic acid, in the
concentration evaluated, promotes inflammatory reaction in the subcutaneous

tissue of the rat,
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