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INTRODUGAC

Antes da erupcao dental, o tecide que envolve o
epitélio reduzido do esmalte €, normalmente, livre de rea-
¢oes inflamatorias (MCHUGH 1961, MCHUGH 1963, ENGLER 1965).
Imediatamente & erupgao a juncao dento-epitelial  fica ex-
posta a saliva, microrganismos, restos alimentares e influén
cias mastigatdrias (SCHROEDER 1970)., Por causa disto, mesmo
na gengiva clinicamente normal, ao exame microscdpico, podem
ser identificadas células pronrias de uma reacao inflamato-
ria (ZACHINSKY 1954, ZACHRISSON & = SCHULTZ-HAUDT 1968,
SCHROEDER 1970, PAYNE et al. 1975). Esta condicgao decorre
da presenca constante de uma microbiota ou nivel de placa
dental considerado compativel com a normalidade gengival cli
nica (O'LEARY 1970, SOCRANSKY 1977).

Pesquisas em animais (LINDHE et al. 1975,SCHROEDER
et al. 1975, HOPPS & JOHNSON 1976) e em humanes { LOE et al.
1965, HOLTHUIS 1977, BAEHNI et al. 1979, NORMAM et al. 1979,
PATTERS et al. 1979), demonstraram gue o aumento dos niveis
de placa dental e as modificacgoes de sua composicao (O'LEARY
1970, LISTGARTEN 1976} estao diretamente relacionados com o
desenvolvimento da doenca periodontal inflamatéria cronica,
que se manifesta com evidentes sinais clinicos de modifica-
coes de cor, contorno e textura da gengiva ( STALLARD et al.
1870). Varios trabalhos descrevem os aspectos histopatoldgi
cos da doenca periodontal ( PAYNE et al. 1975, PAGE &
SCHROEDER 1976). Nesta doenga periodontal tem sido conside-
rada a participacdo do sistema imune através das reag¢oes de
imunidade celular ( WILDE et al. 1977) e humoral (GENCO et
al. 1974, MACKLER et al, 1978a).

Entretanto, nao ha concordancia sobre os niveis de
imunoglobulinas nos tecidos gengivais, nas vidrias condigdes
clinicas da doenga periodontal inflamatdria cronica.

0 objetivo deste trabalho foi verificar a ocorren-
cia de imunoglobulinas em gengivas clinicamente normais e in
flamadas, e correlacionar seus aspectos clinicos, nistopato-

logicos e imunolOgicos.
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REVISTA DA LITERATURA

Pesquisas clinicas levadas a efeito, .segundo o mo-
delo experimental preconisado por LOE et al. {1965) demons-
tram que o acimulo de placa dental induz a uma reacdo infla-
matoria gengival clinicaménte observavel - a gengivite croni
ca. Esta reacfio inflamatdria do tecido gengival € atribuida
a acao de componentes da piaca dental, tais como  éenzimos
{BAHN 1970, SNYDERMAN 1973), endotoxinas ( BAHN 1970,
MERGENHAGEN et al. 1970, SIMON et al. 197i, SNYDERMAN 1973},
exotoxinas (BAHN 1970) e antigenos bacterianos (BAHN 1970,
MERGENHAGEN et al. 1970, SNYDERMAN 1973 ,HORTON et al. 1874).

Segundo BRANDTZAEG (1973) dificilmente haverd qual
quer processo patoldgico em evolucdo no organismo, que ndo
envolva o sistema imune e a lesdo periodontal ndo € uma
excecao. E NISENGARD (1977) acrescenta que na patogenese e
evolugao da doenga periodontal estao implicados os dois com-
ponentes da resposta imune, a imunidade mediada por células

e a imunidade humoral.

SOBRE 0S5 ELEMENTOS DO SISTEMA IMUNE NO FLUIDO GENGIVAL

A existencia de um fluido na regido do
sulco gengival tem sido descrita em gengivas consideradas
clinicamente normais de caes (BRILL & KRASSE 1958) e de huma
nos (BRILL & BJORN 1959, HATTING & HO 1980). Uma serie de
experimentos similares tendem a mostrar que o fluxo deste
fluido origina-se na vascularizacdo subjacente ao epitelio

do sulco (LSE & HOLM-PEDERSEN 1965, EGELBERG 1966), tem inti




ma relagdo com a permeabilidade capilar (BRILL 1959) e passa
do tecido conjuntivo sub-epitelial, por entre ou através das
células do epitélic juncional (GRANT et al. 1972, BRANDTZAEG
1973, GOLDMAN & COHEN 1973, SCHLUGER et al. 1977). -

BRILL & BRONNESTAM (1960) através de exame eletro-
forético de fluido colhido de sulco gengival humano, demons-
traram que ele continha pelo menos sete diferentes proteinas
do soro, entre as quais gama e beta globulina, podendo,assim
exercer um efeito antibacteriano. Recentemente TOLLEFSEN &
SALTVEDT(1980) estudaram os valores de vdrias proteinas do
fluido, atraves de.imunoeletroforese, € compararam COm 0s va
lores do soro dos pacientes, concluindo que o fluido &€ exsu-
dato inflamatério, de origem sérica, mas com a composigao
proteinica claramente modificada pelo meio local.

Considera-se que a gengiva normal, sem sinal de
inflamacdo, nao produz fluido gengival mensuravel (OLIVER et
al. 1969) e que o fluxo do fluido ou exsudacao comeca com a
inflamagao gengival (LOE & HOLM-PEDERSEN 1965) e € proporcio
nal a sua severidade (GOLDMAN & COHEN 1973, HATTING & HO
1980).

Segundo SHAPIRO et al(1979)ha intima relacao entre
a quantidade de fluido do sulco e o Indice clinico de infla-
macdo gengival. Assim, o fluido do sulco passa a ser um as-
pecto indicativo da inflamagdo gengival (SCHENKEIN & GENCO
1977, HANCOCK et al. 1979) e considerado como um meic clini-
co disponivel para estabelecer a disting@o entre gengiva sa
e inflamada (OLIVER et al. 1969).

As imunoglobulinas G, A e M estao no fluido gengi-




val de pacientes com doenga periodontal, em niveis compara-
vels BRANDTZAEG (1965) ou mais altos que no soro (SHILLITOR
& LEHNER 1972).

Conforme SHILLITOE & LEHNER (1972) os dados indi-
cam a ocorrencia de uma reagdo imune complemento dependente
no sulco gengival, favorecendo a classe de anticorpos IgG,de
tal modo que a concentracao relativa de IgG e de C'3 sS40
mais baixas que as de IgM e IgA. Realmente em muitos pacien
tes pode ser encontrada uma marcada diminuigcao em C'3 e C'4,
sugerindo que o complemento pode ser ativado durante a infla
magao gengival (SCHENKEIN & GENCO 1977). A grande quantida-
de de fluido gengival derivado do soro e contendo imunoglobu
linas, que passa através do conjuntivo e tecido epitelial,
possivelmente leve @ formacao de imune-complexos e a entrada
de antigenos bacterianos (SCHLUGER et al. 1977).

NISENGARD & JARRETT (1976) observaram com técnica
de imunofluorescencia, que muitos pacientes com gengivite c
todos com periodontite tem bactérias do sulco que reagem com

imunoglobulinas.

SOBRE 05 ELEMENTOS DO SISTEMA TMUNE NO SORO DE PACIENTES COM

DOENGCA PERIODONTAL INFLAMATORIA CRONICA

As evidencias clinicas de que a placa dental indu:
a inflamacdo gengival acrescentam-se estudos sobre a partici
pacao da reagdo imunoldgica celular e humoral na doenga pe-
riodontal. A blastogenese que linfocitos de sangue periféri

co podem apresentar {n vitro sob estimulo de diversos antige




nos microbianos da placa dental, tem sido apresentada como
uma correlacdo entre tais bactérias e a reacdo  imunoldgica
mediada por células na doencga periodontal (IVANYI & LEHNER
1970, IVANYI & LEHNER 1571, HORTON et al, 1972, PATTERS et
al. 1976, PATTERS et al., 1977, LANG & SMITH 1977, SMITH =&
LANG 1977).

LANG & SMITH (1977) observaram que sob estimulo do
B. melaninogenicus apenas linfdécitos de sangue periférico de
pacientes com doenca periodontal avangada apresentaram blas-
togenese in vitho. A. viscosus e A. naeslundi estimularam 3
blastogénese linfocitos de pacientes com varios graus de se-
veridade de doenga periodontal, mas nao os de pacientes com
gengiva normal.

SMITH et al. (1978) confirmaram que A.viscosus foi
capaz de estimular linfdcitos de sangue periférico a blasto-
génese in vitho durante o desenvolvimento de gengivite expe-
rimental em humanos. Nestas condig¢oes o A. viscosus foi con
siderado como capaz de induzir uma resposta imune celular es
pecifica.

Embora haja dados conflitantes (KIGER et al. 1974)
o estimulo dos linfdcitos de sangue periférico de pacientes
periodontais & blastogenese, por antfgeﬁos microbianos da
placa dental tem sido correlacionado com o grau de evolugio
e severidade da doenga (IVANYI & LEHNER 1970 ,IVANYI & LLEINER
1971, HORTON et al 1972, PATTERS et al. 1977).

Segundo ORSTRAVICK & BRANDTZAEG (1%77), nio foi cn
contrada uma associacdo significante entre doenga periodon-

tal e o titulo de anticornos séricos ,cujos niveis sc conser-
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vam dentro das médias normais (HARVEY & GENCO 1977). Contu-
do, pesquisas indicam que as imunoglobulinas presentes na
gengiva inflamada tem sua origem tanto no soro Como nas celu
las locais (BERGLUND 1971, MARTALLA et al. 1974, LALLY et
al. 1980).

SOBRE 0S ELEMENTOS DO SISTEMA IMUNE NO TECIDO GENGIVAL

SCHROEDER (1970) apresentou os parametros da infla
magdo gengival, que classificou como recente ["early") em hu
manos, estudando bidpsias de gengiva marginal aderidas a prc-
molares extraidos de 6 a 24 meses ap0s a erupcgao dental. 0
autor descreveu,-quantitativamente, as alteracgoes estrutu-
rais dos tecidos gengivais exibindo variados graus de reacao
inflamatdoria. Os plasmocitos, em geral, perfaziam 90% do to
tal das c€lulas inflamatérias. Como o plasmécito € local de
sintese de anticorpos, sua presenca foi interpretada como u-
ma indicagac da natureza imunologica da gengivite. Entretan
to, as caracteristicas que foram descritas nio parecem de a-
cordo com as de uma gengivite na fase recente [("eaaly”) con-
forme PAYNE et al. (1975) descreveram em gengivite experimen
tal humana pelo actimulo de placa dental., Bidpsias gengivais
tomadas aos dois e aos quatro dias do periodo experimental
mostraram alteragoes dos vasos subjacentes aoc epit€lio jun-
cional e alteracoes no colageno perivascular., Aos coito dias
de periodo experimental, o nimero de pequenas células mononu
cleares, a maioria linfocitos, triplicou no tecido conjunti-
vo. Em adig3do o nlimero de fibroblastos, por unidade de area

de tecido conjuntivo, diminuiu significantemente.




Assim, a partir de uma gengiva previamente normal,
dentro do periodo de oito dias apds o inicio do aclimulo de
placa, uma lesdao recente ({"eaxly") se desenvolveu, exibindo
muitos aspectos caracteristicos de hipersensibilidade retar-
dada.

A seguir PAGE & SCHROEDER (1976) apresentaram uma.
revisao sobre os aspectos histopatolodogicos e ultraestrutu-

rais da doencga periodontal, apresentando quatro estigios de

sua evolugao: lesdo inicial ("<initial”), lesao recente ["eax
Ly"), lesao estabelecida ("established") é lesao avangada
{("advanced"}.

Os aspectos de uma lesao inicial compreendem : a

classica vasculite sob o epitélio juncional, exsudagio do
fluido no sulco gengival, aumento de migragao dos leucocitos
no epitélio juncional, presenca de proteinas séricas extra-
vascularmente, especialmente fibrina, alteracao da PoTCan
mais coronaria do epitélio juncional, perda de colidgeno peri
vascular. Esta lesao emerge dentro de dois a quatro dias em
uma gengiva livre de infiltracdo e que ficou exposta ao acl-
mulo experimental de placa dental.

_~ Os aspectos de uma lesao recente compreendem: acen
tuagdo dos aspectos descritos para a lesao inicial, acumulo
de células linfdides imediatamente subjacentes ao  epitclio
juncional no local de inflamagao aguda, alteracOes citopiti-
cas nos fibroblastos residentes, possivelmente associadas a
interagoes com cé€lulas linfoides, perda adicional da trama
de fibras coliagenas que suportam a gengiva marginal, inicio

da proliferacao de células basais do epitélio juncional. En




humanos esta lesdao recente aparece dentro de quatro a scte
dias apds iniciado o aclmulo de placa dental em uma gengiva
préviamente livre de infiltrado inflamatorio. As células
linfoides perfazem, aproximadamente, 75% do total da popula-
§éo do infiltrado, enquanto os plasmdcitos, se presentes, es
tdo apenas na periferia lateral e apical da lesdo.

Os aspectos de uma lesao estabelecida compreendem:
persistencia das manifestagoes da inflamagdo aguda, predomi-
nancia de plasmocitos, presenca de imunoglobulinas extra-vas
cularmente e no epitélio juncional, continuacao da perda dec
substancia do tecido conjuntivo notada na lesdo recente, pro
liferacdo apical e extensao lateral do epitélio juncional,po
dendo existir ou ndao, clinicamente, uma bolsa periodontal em
inicio de formagao, sem perda oOssea evidente. Enquanto mui-
tos dos plasmdcitos produzem imunoglobulinas G, um pequeno
mas significante nimero contém IgA e células contendo IgM
sdapo vistas muito raramente. A lesdo estabelecida desenvolve
-se dentro de 2 a 3 semanas apos iniciado o acumulo de placa
em adultos previamente normais.

A lesao avancada € manifesta como uma periodontite

E de notar que as alteracdoes descritas para as le-
soes inicial, recente e estabelecida desta classificagio,cor
respondem a estagios sequenciais de uma gengivite experimen-
tal pelo -acumule de placa dental. Esta classificagao das 1c¢
soes baseia-se em dados histopatologicos e nae distingue a
sequencia de sinais e sintomas reconhecidos clinicamente.
Apoiada, porém, em dados morfologicos ela permite focar nos-

sa atenciio sobre importantes aspectos patoldgicos da doenga




e sobre mecanismos patogeneticos.

Paralelamente a esta classificagéio das lesoes vi
rios autores tem procurado também uma caracterizacido dos fe-
nomenos imunologicos possivelmente envolvidos na evolucao da
doenga periodontal inflamatdria cronica.

ZACHRISSON (1968) por estudo histologico da gengi-
vite experimental no homem ji observara que ap0s duas sema-
nas 0s plasmocitos, frequentemente, eram mais numerosos que
os 1linfocitos. Neste sentido interessantes observagoes fo-
ram feitas por WILDE et al. (1977), que induziram lesoes gen
givais em macacos e ratos com aplicacao de Dinitrofluorcben-
zeno. Alteracoes exibindo aspectos caracteristicos da lesao
inicial induzida por placa apareceram em ambas as espécies
dentro de 48-72 horas apos a irritacdo. Tais alteragdes mos
traram caracteristicas da hipersensibilidade mediada por cé-
lulas, sOmente transitoriamente e dentro de 2 a 3 semanas
houve predominio de plasmécitos, que, juntamente com granuld
citos, continuam a predominar na lesdo através de seu curso.

HOPPS & JOHNSON (1976) estudaram a proliferagao ce
lular no infiltradec inflamatorio de gengivite experimental
em macacas, injetando timidina tritiada na gengiva, uma hora
antes da realizacao da bidpsia. As amostras foram tomadas -
aos 5, 7, 14, 21, 42, 85, e 243 dias apés iniciado o acimulo
de placa. O nimero de macrdfagos marcados atingiu seu maxi-
mo no periodo de 6 a 12 semanas de expcrimentacio. O numero
de linfocitos marcados, imunoblastos e células endoteliais
atingiu seus niveis maximos somente em animais com docnga ¢

tabelecida. Com seus resultados defendem o conceito de que




uma resposta do macrofago desempenha importante fungio na de¢
fesa do hospedeiro, durante os primeiros estagios do proces-
so patologico, sendo substituido, gradualmente, por outro me
canismo de defesa, principalmente humoral, nos estdgios por-
teriores de gengivites, como sugere o aumentado nimero de -
linfocitos € o muito alto ndmero de plasmocitos. |

O mecanismo de defesa principalmente humoral impli
ca na presencga de imunoglobulinas. BRANDTZAEG (1973) rela-
tou que a substancia fundamental do tecido conjuntivo na
gengiva normal e particularmente na inflamada € permeado por
imunoglobulinas. O infiltrado de lesoes iniciais em macacos
bem comc aqueles de periodontite no homem sac  predominados
por c€lulas com IgG. A relacdo de imundcitos com IgG  para
IgAh € de 4,3:1 em bidpsias de gengiva com moderada infiltra-
cado e de 7,2:1 em bidpsias com densa infiltracao. Celulas
contendo IgM sao menos frequentes que cé&lulas com IgA; IgD
ndo foi pesquisada e células com IgE parecem ser muito raras
0O autor considera que a formacgao local de imunoglobulinas em
conexag com o desenvolvimento de inflamagao gengival, destec
modo, segue o modelo de uma cl@ssica resposta imune sistemi-
ca secunddria, caracterizada pela progressiva predominancia
de sintese de IgG sobre IgA.

BRANDTZAEG (1966) havia ja demonstrade também, conm
técnica de imunofluorescencia, grandes quantidades de 1gG,
menores quantidades de IgA e tracos de IgM penctrando o epi-
telio de gengiva inflamada.

MARTALLA et al. (1974) com técnica de¢ imunofluores

cencia demonstraram 1gG, IgA e IgM no tecido gengival com in




flamacdo cronica, concluindo que elas representavam anticor-
pos produzidos local e sistémicamente.

GENCO et al. (1974) avaliaram com imunofluorescen-
cia, a localizacao de imunoglobulinas e componentes do com-
plemento (C'3) em gengivas clinicamente normais e gengivas
patoldogicas adjacentes a bolsas periodontais infra-0sseas.
As amostras foram processadas conforme tres sequencias, a sa
ber: uma parte fol fixada em formalina tamponada a 4°C por
quatro horas, seguida de lavagem em sacarose a 30%, durante
24 horas, para seccgoes em criostato; outra parte foi imedin-
tamente congelada, em gelo seco e seccionada em criostato; e
uma terceira parte foi lavada em solﬁgéo salina isotonica,
por 48 horas, apds o que foi fixada em formalina tamponada.
Os autores chegaram aos seguintes resultados: no epitélio do
sulco a gengiva clinicamente normal apresentou menos IgG do
que a gengiva inflamada, enquanto que difundido pelo tecido
conjuntivo esta imunoglobulina foi, praticamente, equivalen-
te na gengiva normal e na inflamada; no tecido conjuntivo da
gengiva normal havia menos plasmdcitos contendo IgG do que
na gengiva inflamada; na gengiva clinicamente normal ndo {oi
detectada IgA nem no epitélio do sulcoe nem nos plasmdcitos;
apenas pouca IgA pode ser detectada difundida npeclo tecido
conjuntivo:; na mesma gengiva normal pode ser demonstrada IgM
nas cé€lulas epiteliais do sulco gengival e difundida no teci
do conjuntivo, mas ndo em plasmocitos. Esta situacgio persis
tiu na gengiva inflamada, com acré€scimo de 1gM nos plasmoci-
tos. Em nenhuma estrutura da gengiva normal a lgli foi detec

tada, cnquanto esteve presente em plasmocitos de gengivas in




flamadas.

BIERS et al. (1975) através de imunodifusio avalia
ram os niveis de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM em misturas
de gengivas clinicamente normais e de gengivas de pacicntes
com doenga periodontal inflamatoria cronica, sem definir scu
estagio de evolucao clinica. Relataram a presenca dc IgA ¢
IgG na gengiva normal € na inflamada e embora os niveis de
ambas tenham sido substancialmente mais altos na gengiva in-
flamada, a relagao entre elas continuou a mesma. A IgM nao
pode ser consistentemente demonstrada em gengiva inflamada
com a técnica empregada.

Estes autores, argumentando que esta técnica pare-
ce ser superior a de imunofluorescéncia empregada por outros
autores para descricdo dos niveis de anticorpos gengivais,
consideram necessarios estudos adicionais para correlacionar
impressoes clinicas com os dados histoldgicos e medidas quan
titativas de niveis de imunoglobulinas.

SCHWARTZ & DIBBLEE (1975) em cultura de tecido gen
gival humano clinicamente sao, em seis casos estudados, de-
monstraram IgE indiretamente, e mostraram {n vifro uma asso-
ciacao desta com a liberacdo de histamina dos mastécitos gen
givais. Esta relacdo de IgE com os mastdcitos representaria
um subsidio a favor da reagdo anafildtica localizada,como um
mecanismo complexo que poderia também estar envolvido " na
doenca periodontal inflamatoria.

MACKLER et al. (1977) estudaram com imunofluorcs-
cencia a distribuicidoc das imunoglobulinas em gengivas clini-

camente normais, com gengivite leve e em casos de periodont)




te com formagao de bolsas. A gengiva normal continha poucos
l1infécitos e plasmocitos. As bidpsias das areas de gengivi-
te suave estavam infiltradas pelos linfocitos sem imunoglobu
linas associadas (94%) e poucos plasmdécitos foram evidentes.
Em contraste o teéido associado com periodontite (PI= 4.0 -
8.0) continha significante quantidade de imunoglobulinas as-
sociadas a linfocitos (78% IgG, 9% IgM e 4% IgA) e plasmdci-
tos (67% IgG, 24% IgM e 8% IgA) distribuides atraves do te-
cido.

Estes resultados indicaram que a natureza do iﬁfil
trado celular foi diferente na gengivite suave e na periodon
tite e que, a presenca predominante de células-contendo 1aG
¢ IgM, na periodontite, implicaria na participacgaoc de meca-
nismos efectores nao especificos para a destruicao do teci-
do periodontal.

MACKLER et al. (1978a) e MACKLER et al. {1978b) cs
tudaram a incidéncia de sub-classes de IgG ligadas a 1linfdéci
tos e plasmbcitos em casos de gengivite suave, gengivite sc-
vera e periodontite com bolsas.

A gengivite suave foi caracterizada pela presenca
de linfbcitos sem receptores IgG e Fc na superficie, sugesti
vo de celula timo dependente (T). Na gengivite severa a na-
tureza do infiltrade celular mudou, aumentando o numecro de
linfocitos com IgGl (22%), IgG3 (17%), com menor pProporgaoc
de IgG4 (7%) e IgG2 (1%). Uma incidéncia similar foi também
achada nos nlasmécitos. A maioria das sub-clases de 1gG
era ligada a membrana de linfécitos ¢ servia como receptores

para antigenos. Tais c&€lulas sao cldssicamente definidas co




mo 1infocitos derivados da medula 6ssea (B} e servem como
progenitoras de plasmocitos. Isto indicou.que os estigios
clinicos da doenga periodontal humana sdo caracterizados por
diferentes populagoes de linfdcitos.

A periodontite destrutiva foi caracterizada por al
to nimero de plasmocitos (57%)} distribuidos através da gengi
va. A incidéncia de sub-classes de IgG foi 25% IgGl,19% IgG
4, 18% IgG3 e 1% IgG2.

Estes dados adicionaram evidencias de que o infil-
trado celular no estagio mais destrutivo da doenga periodon-
tal, a periodontite, era primariamente composto de células
derivadas da medula dssea (B). |

SEYMOUR & GREENSPAN (1978) caracterizaram c¢ identi
ficaram linfocitos na lesao estabelecida da gengivite, empre
gando técnica de imunofluorescéncia indireta. A maioria dos
linfocitos presentes mostraram reacao positiva para IgM ¢
IgG, e os autores sugeriram que tal lesdo inflamatoria perio
dontal cronica em humancs poderia ser considerada como predo
minantemente por cé&lulas B.

GROSS et al. (197%) com imunodifusao radial reali-
zaram uma determinacao quantitativa de imunoglobulinas G, M
e A em gengivas normais, inflamadas com os graus 1 e 2 do in
dice gengival de LOE & SILNESS, e de outro grupo com perieo-
dontite e bolsas que variavam de 4 a ¢ milimetros.

A gengiva normal, com iIndice gengival zero,mostrou
uma extensa variacao em concentracao de IgA ¢ IpG, indicando
uma grande variabilidade nos niveis dessas imunoglobulinas

nas amostras obtidas dec diferentes pacientes.
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A determinacao das concentragdes de imunoglobuli-
nas A, G e M nos tecidos gengivais clinicamente normais, o
nos inflamados, de pacientes com moderada periodontite, mos-
trou que os niveis de IgA e 1gG aumentaram no tecido inflama
do. A IgM fol detectada, embora nao consistentemente,ém am-
bas as gengivas, normal e inflamada, na seguinte frequecncia:
em 6 das 15 com indice gengival zero; em 8 de 17 com indice
gengival 1 € em 8 de 20 com indice gengival 2.

LALLY et al. (1980) prepararam cultura de tecido
gengival com doenca periodontal avangada, ‘caracterizada por
infiltragdo de plasmdcitos, e de tecido gengival histologica
mente normal, para detectarem in vifro, através da incorpora
gao de 14 1isina e 14C-isoleucina, combinada com imunocle-
troforese e autorradiografia, a sintese de imunoglobulinas.
Os autores detectaram sintese de IgG e IgA mas nao de IgM
nos tecidos gengivais cronicamente inflamados. No tccido
gengival histoldgicamente normal ou predominantemente fibro-
tico nio foi detectada sintese de imunoglobulinas. Tais re-
sultados indicaram que a sintese local ocorre nos tecidos
gengivais patologicos, sugerindo que as imunoglobulinas do
sulco € do tecido gengival nao sao todas derivadas da circu-
lagao.

Empregando té€cnica de imunofliuorescencia GARROCHO
(1980) identificou IgG, IgA, IgM em gengivas normais ¢ enm
gengivites cronicas do homem. Seus resultados referem que
no tecido conjuntivo das gengivas normais houve reacio posi-
tiva para IgG, e IgA na maioria dos casos estudados, conside
rando a distribuigao para leG difusa ¢ cscassa para IgM ¢

IgA. Nas gengivites cronicas foi verificado um aumento na
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difusdo de IgG no epité€lio gengival, sendo que IgA ¢ 1gM fo-
ram também encontradas.

Como visto, as pesquisas demonstram elementos da
reacao imune no quadro da doenca periodontal inflamatdria
cronica. E admitido que a lesdo periodontal anresenta carac
teristicas que sugerem atividade imunoldgica deos tipos humo-
ral e celular (Conclusoes do XIII Semindrio Latino Americano
de Odontologia 1980), podendo a reagao imunoldgica e,por con
seguinte os fenomenos proprios decorrentes, ser considerados
como uma componente no quadro geral da doencga periodontal.
Entretanto, € de notar que ainda nao sdo acordes os resulta-
dos dos estudos sobre a atividade imunoldgica celular e prig-
cipalmente sobre as imunoglobulinas presentes nos tecidos ¢
envolvidas nas vidrias fases da doenga periodontal inflamato-
ria cronica.

Em face do exposto, este trabalho foi desenvaolvido
com ¢ objetivo de verificar, com técnica de imunofluorescen-
cia direta, a ocorrencia de imunoglobulinas em gengivas huma
nas e seus aspectos histopatologicos nas varias condigoes
clinicas, segundo o Indice Gengival de LOE & SILNESS (1963).
Com estes dados estabelecer correlagoes entrc aspectos clini
cos, histopatoldgicos e imunolégicos da gengiva humana ¢lini

camente normal e Com gengivite cronica.




MATERIAL E METODO




MATERIAL E METODO

Vinte pacientes da faixa etaria de 20 a 25
anos, de ambos 0s sexos, cujos exames anamnésicos nao revela
ram doenga sistemica, foram selecionados, distribuidos em
quatro grupos de estudo, com base no Indice Gengival (IG) de
LOE & SILNESS (1963), aplicado na regiao de interesse, pois

este Indice € baseado nas caracteristicas clinicas da gengi-

va.
Grupo - Cinco pacientes com IG igual a Zero,ausen
1G=0 cia de inflamagao gengival clinica.
Grupo - Cinco pacientes com IG igual a 1 (um) ou
IG=1

seja, gengiva com inflamacao leve,ligeira

alteragao de cor e pouca alteragao da tex

tura.
Grupo - Cinco pacientes com IG igual a 2 (dois)ou
1G=2 seja, gengiva com inflamacgio moderada,edc
maciada, hipertrofiada, moderadamentce bri
lhante, vermelha, com hemorragia a sonda-
gem.
Grupo - Cinco pacientes com IG jgual a 3 (tres)ou
1G=3

seja, gengiva com inflamagdo secvera,inten
samente vermelha e com hipertrofia, ulce-

racao, tendencia 4 hemorragia espontanca,

Neste estudo foi considerade, para fins de repis-
tro, o indice gengival somente dos locais das bidpsias.
Sob anestesia local infiltrativa, com Xvlocainag &

2% (Astra Quimica do Brasil Ltda.) {foi feita uma bhidpsia dc
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aproximadamente, 1,5mmx4mm, a partir da margem gengival, pro
curando remover toda extensiao da parede gengival do sulco
gengivo-dental, nos casos de gengiva normal. Nos casos de
gengiva inflamada a bidpsia foi feita por gengivectomia em
todo contorno vestibular do dente, até os limites das re-
gioes proximais. O tecido foi, entao cuidadosamente removi-
do, desinserindo-o de osso e/ou dente subjacente. As regioes
operadas foram sempre protegidas com cimento cirirgico.

Imediatamente a bidpsia as amostras de gengiva fo-
ram imersas em solugado salina isotonica a 4°C (GENCO et al.
1974) e a seguir recortadas com gilete, sobre uma placa de
parafina, para preparar os fragmentos de 1,5mmx4mm das areas
de interesse. Os cortes, para obtengao dos fragmentos, fo-
ram orientados para estabelecer uma posicdo para a inclusao
da gengiva em parafina, de modo a obter secgdes no plano ves
tibulo-lingual, acompanhando o eixo longitudinal do dente e
passando por epitélio e conjuntivo.

Tais fragmentos, devidamente identificados, foram
acondicionados em suportes de gaze e mergulhados na mesma so
lucdo salina isotonica, a 4°C, assim permanecendo, em cons-
tante agitacado suave, por 36 a 48 horas, para lavagem. Apés
esta lavagem os fragmentos de gengiva foram fixados em eta-
nol a 95% por um periodo de 16 a 24 horas a 4°C, para poste-
rior processamento e inclusao em parafina, de ponto de fusao
51-53°C (SAINTE-MARIE 1962). Este processamento obedeceu a
seguinte sequéncia:

1- apos fixacdo, desidratagdo em quatro trocas de  alcool

absoluto a 4°C, com duragdo de uma a duas horas cada trond.
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2- diafanizacao, em tres banhos de xilol pré-resfriado a 4°C
com duragao de uma a duas horas em cada banho; apds o Ui-
timo as pecas foram deixadas, em xilol, a temperatura am-

biente, ate atingirem entre 20°C e 30°C.

3- inclusao: a) a pega passou por quatro banhos de parafina
filtrada, a 51-53°C, com duracao de duas horas cada banho;
b} a seguir foi incluida em parafina, a 51-53°C, ¢ o blo-
co, ap0s o resfriamento, foi permanentemente conservado cm
geladeira.

Com o microtomo regulado para cinco micrometros,fo
ram feitas seccgoes seriadas, da maneira usual, mas com pouco
tempo de flutuacdo em banho-maria a 40°C, para aplicagao so
bre a lamina de vidro, sem emprego de albumina.

As laminas numeradas e marcadas indicando o grupo
experimental foram conservadas sempre em geladeira.

Para cada amostra de gengiva, em cada sé€ric de
seis laminas, a de numero tres foi corada com hematoxilina ¢
eosina, para observagoes dos aspectos histopatologicos., ao
Fotomicroscopio II (Carl Zeiss Oberkochen). As demais scc-
¢oes foram preparadas para observacao de imunofluorescenci:

como descrito a seguir:

1- Desparafinizagao- em dois banhes consecutivos de

xilol pré-resfriado, a 4°C, com agitaciio suave.

2- Remogido do xilol- feita em 3 banhos de etanol o

05%, a 4°C, com duracao de 10 a 15 segundos cada um,.

3~ Remogio do &lcool- feita através de 5 hanhos de

solucido tampio fosfato, reccém preparada, a 49¢, com duragao




de 2 a 3 minutos cada banho. A solugao tampao fosfato,pll7,2,

recomendacao de Behring, foi a seguinte:

NaCl (cloreto de s0dio) v..vvewnvvsnaas 8.5 g
NaZHPO4 (fosfato de so6dio) ...o.eenneenn. 17,249

KH,PC, (fosfato de potassio) «..eeew... 2.28g

-

Agua Destilada ....vcivvurinennaeens.qsp 1 litro

4- Exposicao ao reagente- ap0s a lavagem em solu-
¢ac tampao fosfato a lamina foi cuidadosamente seca, com pa-
pel de filtro, e a seccao de gengiva coberfa com o Treagente
imunologico.

Assim, as sec¢oes foram coradas para imunoglobuli-
nas usando isotiocianato de fluoresceina conjugado com anti-
soros humano, produzido em coelhos (Hoechst-Instituto Bchring)
para as seguintes imunoglobulinas IgG, IgA, IgM, IgE e IgGAM.
Esses conjugados tinham a relagao molar F/P de ca. 2,521.5.a
concentragido proteica total apds adigao de albumina  humana
de ca.4035g/1 e o conteido de anticorpos especificos de¢ ca.
10259 da concentracao gama globulinica.

0 conjugado fluoresceina-anti-soro humano para cs-
tas imunoglobulinas. na diluig¢ao de 1:10, foi aplicado sobre
as secgoes mantidas durante 30 (trinta) minutos em um pequce-
no recipiente fechado, contendo também um pouco da solucio
tampdo, para manter um nivel de umidade relativa do ar, que
evitasse evaporacgao do reagente.

5- Montagem da lamina- apds submetida ao reagente
imunoldgico as laminas foram lavadas, com a solucio tampao

fosfato. Para montagem da laminula foi usada uma solugio de




uma parte de glicerol e nove partes da solugio tampao.

As laminas assim preparadas foram observadas ime-
diatamente ou conservadas em geladeira, para observacio den-
tro do periodo de 12 horas, no miaximo. Os exames foram efe-
tuados em um microscopio Zeiss para fluorescéncia, com luz
transmitida, tendo como fonte uma bomba de mercirio de alta
pressao HBO 200W/4, cuja emissdo abrange o espectro inicial,
rico em radiacao ultra-violeta. OUs filtros empregados foram:
de excitacao BG3 com combinacao dos filtros supressores 65 ¢
44 .

Para cada paciente foram feitas observacgoes dec 5
laminas preparadas com cada um dos conjugados: I1gG, IgA,IgM,
IgE e IgGAM,

A avaliacao das imunoglobulinas presentes foi ‘ha-
seada em contagens de pontos de uma ocular integradora {Zeiss
KpLW - 10X) incidentes sobre areas que apresentaram fluores-
cencia associada a expesicgao a cada um dos conjugados, com
aumento de 320X,

Em cada lamina foram feitas 3 leituras; cada leitu
ra computou 4 campos da ocular integradora, que a esta ampli
acao compreendia um quadrade de aproximadamente 180 microme-
tros de lado, cada um com 25 pontos possiveis de impacto. Iis
tas contagens foram feitas no tecido conjuntivo em geral da
amostra.

De cada amostra gengival foi tomada a média destas
tres leituras referidas.

Para cada s€rie de laminas coradas para lgG, JgA.
laoM, IgE e 1gGAM, uma sccgao {oi montada sem ser tratada com
conjugado, para servir como contraprova sobre fluorcscencin

inespecifica ou natural.
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RESULTADOS

ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

As caracteristicas histologicas das gengivas clini
camente normals assim como daquelas que apresentavam diferen
tes estagios de resposta inflamatéria, foram examinadas, em
seccoes coradas pela hematoxilina e eosina, ¢ estao abaixo

descritas, agrupadas segundo seus indices gengivais (IG).

GENGIVAS COM INDICE GENGIVAL = 0

As gengivas com IG=0 (Figs. 1 e 2} apresentaram mi
croscOpicamente as seguintes caracteristicas: O epitélio da
margem livre da gengiva apresentou-se uniformemente estrutu-
rado, ortoqueratinizado, com expansoes digitiformes regular-
mente distribuidas em toda a extensao (Fig.3). Na repiao do
sulco o epité€lio apresentou-se irregular, sem expansodes digi
formes. infiltrado com alguns poucos leucocitos, membrana ba
sal com descontinuidade em alguns locais. No territorio con
juntivo, imediatamente abaixo do epitélio sulcular, ou mesmo
da margem gengival livre, pode observar-se a trama vascular,
feixes de colageno, fibroblastos, mastdcitos, macrofagos ¢
linfocitos.

0 aspecto microscOpico mais significative  nestas
gengivas € que, embhora classificadas como nao aprescentando
inflamagdo clinica, elas sempre exibiram um poqucno-grau de
alteracio no epitélio do sulco e discreto infiltrado de lin-
focitos no corion. Alguns linfocitos também foram cncontra-

dos na regiado reticular do corion gengival, assim como uma
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estruturagao regular dos feixes de fibras colagenas (Vip.4).

.GENGIVAS COM INDICE GENGIVAL = 1

As gengivas humanas assim classificadas ( Figs.5 ¢
6) apresentaram microscOpicamente as seguintes caracteristi-
cas: O epitélio da margem livre da gengiva ndo apresentou al
teragcoes marcantes, exibindo caracteristicas semelhantes a-
quelas das gengivas clinicamente normais, com IG=0. No epi-
télio do sulco, contudo, feoi observada uma maior intensidade
de edema intercelular e dissociacao das c€lulas epiteliais,
com presenga de maior numero de leucdcitos nos espagos inter
celulares. O tecido conjuntivo em toda a extensac da margem
livre da gengiva, exibiu, além de fibroblastos e mastocitos,
um moderado infiltrado inflamatdério, constituido principal-
mente de macrdfagos e linfdcitos (Fig. 7). Proximo ao sulco
gengival havia discreta diminui¢do das fibras colagenas. Jun
tamente com o colageno desintegrado e em desintegracao anarc
ciam vasos dilatados e alguns plasmdcitos (Fig. 7). O infil
trado infliamatdorio foi mais pronunciado na porgio mediana do
sulco, sendo que algumas poucas c€lulas esparsas puderam scr
observadas em dreas mais profundas do territdorio conjuntivo.
Proximo ao epitélio do sulco apareceram alguns fibroblastos.
junto a linfocitos e alguns plasmocitos (Fig. 8). Embora tam
bém houvesse algumas c€lulas inflamatdrias proximo ao cepité-
lio da margem livre da gengiva, a degradagiao do c¢olageno af
nao pareceu tac acentuada {Fig. 7.

Um importante detalhe microescopico deste cstigio

da inflamacao gengival foi a extensao do conjuntivo altera-




do, proximo ao sulco gengival, onde se observou uma infiltra
c¢do de linfdcitos mais acentuada. Dividindo, aproximadamen-
te, a gengiva marginal em 3 tergos no sentido vestibulo-lin-
gual, poder-se-ia dizer que neste estigio da inflamacaoc, as
aiteragaes conjuntivas mais significativas estariam afetan-

do apenas 0 tergo mais proximo do epitélio do sulco.

GENGIVAS COM INDICE GENGIVAL = 2

As gengivas humanas assim classificadas ( Figs.9 e
10) apresentaram microscopicamente as seguintes caracteristi
cas: alteragdes do territorio conjuntivo mais extensas que
aquelas das gengivas do estégid anterior, com IG=1. Também
no epitélio as alterag6es foram mais notaveis, particularmen
te no epité€lio do sulco gengival. A camada basal apresen-
tou-se irregular, com aumento dos espagos intercelulares, in
filtracao de leucdcitos por entre as células e perda de con-
tinuidade da membrana basal (Fig. 11). No conjuntivo, além
da maior extensdao das dreas de degradagdo do colageno,também
o nimero de linfocitos e particularmente o de plasmdcitos au
mentou significantemente (Figs. 12 e 13). Mais profundamen-
te, ja na porgdo reticular do corion gengival, particularmen
te nas dreas mais proximas a gengiva aderida foram observa-
das dreas focais de acimulo de plasmdcitos, linfécitos ao la

do de areas de fibrose (Fig. 13).




GENGIVAS COM INDICE GENGIVAL = 3

As gengivas humanas assim classificadas (Figs.1l4 e
15) apresentaram microscOpicamente aspectos que pareciam di-
ferir do grupo anterior, IG=2, apenas no aspecto quantitati-
vo ou de extensado da lesdo. O epitélio da margem livre da
gengiva mostrou paraqueratose, acantose e infiltragdo de al-
guns leucdcitos por entre os quertindcitos. Ja na regido do
sulco o epitélio se apresentou profundamente alterado, com
acentuada descamagio, perda de continuidade (ulceragdes), in
tensa infiltracgao de leucdcitos por entre as células epite
liais. Os espagos intercelulares apareceram aumentados € a
membrana basal desintegrada em muitos pontos. No conjuntivo
proximo ao sulco foram frequentes as dreas de degradagdo do
coliageno, de infiltragdo predominantemente plasmocitiria e
de pronunciado edema {Fig. 16). Mais profundamente, no inte
rior do tecido conjuntivo, areas semelhantes a estas descri-
tas interpdem-se a dreas focais de fibrose e infiltragdo pre
dominantemente de linfocitos e de macréfagos (Fig. 17). Even
tualmente podiam ser observadas algumas regides de prolifera
cao angioblaStica e fibroblastica e de fenomenos exsudati

vos-vasculares,
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IMUNOFLUORESCENCIA

As laminas ndo coradas, usadas como contraprova,
ndo apresentaram fluorescencia, o que foi tomado como indi-
cativo de auséncia de fluorescéncia natural,

IgG e IgA foram observadas nas amostras gengivais
dos pacientes de todos os 4 grupos deste estudo. As areas
fluorescentes, nas seccgoes coradas para IgG, aumentaram de
acordo com o Indice Gengival (Figs. 18 a 21).

IgA foi observada em proporgbGes menores que IgG,
mas também aumentou a medida que aumentou o Indice Gengival.
Entretanto, houve um decréscimo de IgA no grupo IG=3. IgG e
IgA mostraram, entre si, as seguintes relagoes: no grupo
IG=0, 2.95:1; no grupo IG=1, 4.85:1; no grupo IG=2, 6,4:1 e
no grupo IG=3, 55:1.

IgM foi observada, somente em algumas laminas de
pacientes do grupo Ig=2 em baixas proporgoes.

IgE foi observada somente nos pacientes do grupo
IG=0.

A contagem relativa a imunofluorescéncia nas lami-
nas coradas para IgGAM, usada como controle, mostrou varia-
gdo :pequena em relagdo a soma das contagens feitas isolada
mente para cada imunoglobulina.

Os resultados das contagens dos pontos da  ocular
integradora, que incidiram sobre dreas com fluoresceéncia po-
sitiva, apds o tratamento com os conjugados anti-imunoglobu-
linas G, A, M, E e GAM acham-se expressos na TABELA I e re-

presentados no Grafico I.
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TABELA 1

Média, desvio padrao e erro padrao da média das
computacdes de pontos com a ocular integradora em laminas de
bidpsias gengivais processadas para imunofluorescéncia,

Imunoglobulina IgG IgA IgM IgE - IgGAM

Gengivas clinica
mente normais.

I1G=0
X 0.0338 0.0114 0 0.0010 0.0485
s 0.0161 0.0055 0 '0.0003 0.0250
Sx 0.0072 0.0024 0 0.0001 0.0112
Gengivas com in-
flamacao leve.
IG=1
X 0.0971 0.0200 0 0 0.1242
S 0.0421 0.0068 0 0 0.0441
Sx 0.0188 0.0030 0 0 0.0197

Gengivas comiin-
flamagao moderada.

1G=2
X 0.3186 0.0497 0.0006 0 0.3973
s 0.1697 0.0302 0.0004 0 0.2052
Sx 0.0751 0.0135 0.0002 0 0.0818
Gengivas com in-
flamagao severa.
1G=3
X 0.6750 0.0122 0 0 0.6710
s 0.1004 0.0374 0 0 0.1228
Sx 0.0449 0.0016 0 0 0.0549
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Grafico 1- Proporcées de pontos computados com Ocular Inte-

gradora Zeiss sobre areas com fluorescéncia em 12
minas de bidpsias de gengivas humanas processadas
para imunofluorescéncia com conjugado Isotiociana
to de fluoresceina-anti: IgG, IgA, IgM, IgE e
TgGAM.
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Fig. 1- Gengiva com Indice Gengival = 0. Aspecto
clinico. Regiao vestibular de incisivo cen
tral superior direito.

Fig. 2- Gengiva com Indice Gengival = 0. Aspecto
_clinico. Regido vestibular de incisivo la-
teral superior direito.



Fig. 3- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 0.
Caracteristicas estruturais normais das cé
lulas basais do epitélio, dos espagos in-
tercelulares e da membrana basal. O tecido
conjuntivo mostra fibroblastos,linfdcitos,
e macrofagos, vasos sanguineos,
e fibras colagenas. Aumento 480X.

Coloragao- H.E.

Fig. 4- Gengiva com Indice Gengival = 0. Aspectos
microscopicos da porgao reticular do  co-
rion gengival, onde se observa uma maior
concentragdo de fibras colagenas.

Aumento 480X. Coloracao- H.E.






Fig. 5- Gengiva com Indice Gengival = 1. Aspecto
clinico. Regido vestibular canino inferior
esquerdo.

Fig. 6- Gengiva com Indice Gengival = 1, Aspecto
clinico. Regiao vestibular de 2° pré-molar
inferior esquerdo.



Fig. 7- Aspectos microscopicos de gengiva com Indi}
ce Gengival = 1.
Visao geral da margem gengival livre, exi-
bindo paraqueratose, projegoes papilares
uniformes e uma infiltragao de mononuclea-

res no corion gengival. Aumento 80X
Coloragao- H.E.

Fig. 8- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 1.
Detalhe do territério conjuntivo proximo
ao sulco gengival: degradagao de feixes de
fibras colagenas, fibroblastos,macr6fagos,
linfocitos e alguns plasmocitos.
Aumento 480X. Coloragao- H.E.






Fig. 9- Gengiva com Indice Gengival = 2. Aspecto
clinico. Regiao vestibular de incisivo la-
teral superior direito.

Fig.10- Gengiva com Indice Gengival = 2. Aspecto
clinico. Regido vestibular de incisivo la-
teral superior direito.



Fig.1l1l- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 2.
Parte do epitélio do sulco mostrando a ir-
regularidade da camada basal, infiltragao
de leucdcitos nos espagos intercelulares do
epitélio juncional.  Aumento 80X.
Coloragao- H.E.

Fig.12- Aspecto microscopico de gengiva com Indice

Gengival = 2.

No tecido conjuntivo além de macrofagos,
neutrofilos, linfocitos, aparece um grande
numero de plasmoécitos. Aumento 480X.
Coloragao- H.E.






Fig. 13- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 2.
Areas focais de acimulo de linfocitos, ma-
crofagos, fibroblastos e plasmoécitos, ao
lado de area de fibrose. Aumento 480X.
Coloragao- H.E.
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Fig.1l4- Gengiva com Indice Gengival = 3. Aspecto
clinico. Regiao vestibular de incisivo la-

teral superior esquerdo.

Fig.15- Gengiva com Indice Gengival = 3. Aspecto
clinico. Regido vestibular de incisivo la-

teral superior dircito.



Fig.16- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 3.
Territorio conjuntivo proximo ao sulco: de
gradacdo do colageno, infiltragdo de macrd
fagos, linfocitos e plasmocitos.
Aumento 480X. Coloragao- H.E.

Fig.17- Aspecto microscopico de gengiva com Indice
Gengival = 3.
Area focal de infiltragdao de plasmocitos ,
linfocitos e macrofagos, ao lado de areas
de fibrose. Aumento 180X.
Coloragao- H.E.
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Cé€lulas com fluorescéncia positiva para IgG,
em gengiva humana lavada antes da fixacao.

Indice Gengival = 0. Aumento 130X.

Células com fluorescéncia positiva para IgG,
em gengiva humana lavada antes da fixacao.

Indice Gengival = 1. Aumento 130X.

Células com fluorescencia positiva para IgG,
em gengiva humana lavada antes da fixagao.
Indice Gengival = 2. Aumento 320 X

Células com fluorescéncia positiva para 1gG,
em gengiva humana lavada antes da fixacao.

Indice Gengival = 3. Aumento 50X.
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DISCUSSAQ

Os resultados mostraram que as gengivas sem sinais
clinicos de inflamagdo (IG=0), apresentaram como significati
vo aspecto microscdpico um pequeno infiltrado de 1linfécitos
e macrofagos, especialmente no tecido conjuntivo subjacente
ao epitélio juncional. Os aspectos ajustam-se ao quadro des
crito por PAYNE et al. (1975) e por LINDHE et al. FIQSO) em
gengivas clinicamente normais, que apresentou uma gh;&;ﬁrea-
cdo inflamatoria. Neste grupo de gengiva§ IG=0 registramos
a ocorrencia de IgG e menores proporgoes de IgA, que mostra-
ram entre si uma relagdo de 2.95:1, BIERS et al. (1975) de-
monstraram a presenca destas imunoglobulinas,pela técnica de
imunodifusao analisande misturas de gengivas clinicamente
normais e GARROCHO (1980) as detectou com técnica de imuno-
fluorescéncia. Esta evidencia € confirmada pela presenga de
IgG e IgA, que tem sido detectadas no lavado de sulcos
gengivais de pacientes normais, e que sao provenientes do te
cido gengival, através do sulco (RIZZO & MERGENHAGEN 1877).
IgG, menores proporgoes de IgA e IgM tém sido constatadas di
| fundidas no tecido conjuntivo de gengiva normal ( BRANDTZAEG
1973, GENCO et al. 1974) e IgG também em plasmécitos ( GENCO
et al. 1974); Pelo método de estudo ora empregado, as sec-
cbes processadas para IgM apresentaram-se identicas as con-
traprovas nao coradas, pelo que lhes foi atribuido valor ze-
ro na computagdo com a ocular integradora ou seja, ausencia
de IgM.

A presenga de imunoglobulinas, predominantemente

IgG, a seguir IgA e depois IgE, sdo resultados deste traba-
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lho. que sugerem sua sintese por outras c€lulas que nio plas
mocitos, pois estes ndo foram observados nas preparagdes co-
radas com hematoxilina-eosina. Considerando que a lavagem
das bidpsias, com salina isotbnica, antes da fixagdo, remove
ria as imunoglobulinas difundidas extracelularmente e as ci-
tofilicas. as observagoes referiram-se, evidentemente a imu-
noglobulinas intracelulares, sintetizadas por linfoécitos B,
Realmente, € provavel que um tipo de resposta do hospedeiro
humano aos antigenos da placa dental seja a produgdo de anti
corpos pelos linfécitos B e sua progénie, os plasmbcitos
(RIZZO & MERGENHAGEN 1977). BRANDTZAEG & TOLO (1977)afirmam
que ap6s o estimulo os linfdcitos B se diferenciam em célu-
las produtoras de IgG, com morfologia variada, sendo os plas
mécitos © estidgio finmal. Estas imunoglobulinas da gengiva
IG=0 podem, no caso, configurar uma resposta imunoldgica 3
presenga constante do que O'LEARY (1970), SOCRANSKY (1977),
SLOTS (1980) consideraram uma microflora ou microbiota compa
tivel com a normalidade gengival clinica.

Os resultados sobre a presenga de IgE em  mononu-
cleares das gengivas IG=0 aprcsentados contrapdem-se aos da-
dos de GENCO et al. (1974}, que a observaram somente em plas
mocitos de gengivas inflamadas. BRANDTZAEG (1973) relatou
que c&lulas contendo IgE sao muito raras na gengiva enquanto
SCHWARTZ & DIBBLEE (1975) demonstraram IgE, em cultura de te
cido gengival humano c¢linicamente normal e sua relagdo com a
liberagdo de histamina de mastdcitos {n vitre. Ora, no pre-
sente trabalho as imunoglobulinas observadas foram apenas as

intracelulares. Quer fosse de origem sistemica, quer de ori




gem local a IgE extracelular foi, certamente, removida peld
lavagem das bidpsias antes da fixagdo. Sabendo-se que mastd
citos sofrem degranulagdo & presenca de IgE e de antigeno
especifico, existem condigbes para uma reagao do tipo anafi-
litice local levando 2 manifestagdo de estdgios iniciais da
gengivite clinicamente observavel. Nesta fase da gengivite,
IG=1, a reacdo imunolodogica se modificaria, aumentando a sin-
tese de IgG, ja observada nas gengivas com IG=0. Os dados
de SCHWARTZ & DIBBLEE (1975} representam, por sua vez,um sub
sidio a favor da reag@o anafilatica localizada, como um pos-
sivel mecanismo envolvido na doenga periodontal inflamatdria.
As gengivas do grupo IG=1 exibiram aspectos micros
cépicos compativeis com os descritos por PAYNE et al. (1975)
e PAGE & SCHROEDER (1976) como lesdo recente, na qual os lin
focitos perfazem, aproximadamente, 75% do total da populagao
do infiltrado. Este quadro histoldgico, tem sido relatado
em gengivite experimental, apds quatro a oito dias de aclmu-
lo de placa dental, a partir da gengiva normal, Em compara-
¢do com as gengivas 1G=0, nas gengivas IG=1 foram observadas
maiores extensGes das &reas de infiltrado inflamatdrio,dreas
de desintegtagéo de fibras coldgenas e plasmdcitos. Estes
dados estao condizentes com os de APPELGREN et al. (1979).Es
pecialmente nos excmplares dos grupos 1G=2 e IG=3 as diferen
cas, ao eXame com microscopia Optica ordinaria, referiram-se
mais ao aspecto quantitativo ou de extensao, do que qualita-
tivo da lesao. Nestas condigoes a diferenciacao destas gen-
givas pode ser feita mais em fungao da extensdo da lesao do

que propriamente por caracteristicas histolégicas. Os aspec
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tos microscépicos das bidpsias dos grupos IG=2 e IG=3 apre-
sentaram-se de acordo com o quadro histolégico descrito por
PAGE & SCHROEDER (1976) para a lesao estabelecida, que € ob-
servada dentro de duas a tres semanas de gengivite experimen
tal no homem,

Aos exames de imunofluorescéncia foram observados
sempre resultados positivos para IgG e para IgA, em propor-
¢bes crescentes com o aumento dos Indices Gengivais; apenas
a IgA apresentou um decréscimo no grupo IG=3. A IgG apresen
tou para a IgA as seguintes relagoes: no 1G=1, 4.85:1 e no
IG=2, 6.41:1. Estes resultados parecem adequados quando con
frontados com os de BRANDTZAEG (1973) o qual apresentou as
seguintes relagdes de IgG para IgA: 4.3:1 nas bidpsias com
moderada infiltragdo e 7.2:1 em biOpsias com densa infiltra-
cdo, entretanto, sem uma caracterizagao dos aspectos clini-
cos correspondentes. Assim, faltam parametros com que compa
rar as bidpsias do grupo IG=3 deste trabalho, que apresenta-
ram relagdo IgG:IgA de 55:1. Tal resultado poderia  também
ser considerado como uma decorréncia de que, em relagdo aos
indices gengivais anteriores, neste IG=3 houve uma diminui-
cdo de IgA conjugada com um acentuado aumento de IgG.

No conjunto, os resultados da  imunofluorescencia
das gengivas dos grupos IG=1, IG6=2 e IG=3 apresentaram as va
riagoes crescentes de IgG e IgA de acordo com o que tem sido
relatado por BRANDTZAEG (1973), GENCO et al. (1974) ,BIERS et
al. (1975), BRANDTZALEG & TOLO (1977), GROSS et al. (1979),
LALLY et al. (1980)., Estes resultados mostram que IgG pro-

gressivamente dominou sobre IgA, em conexdaoc com o aumento dos
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indices gengivais e, portanto, da inflamagao gengival. Estas
relagbes destas imunoglobulinas, na gengiva, seguiria,assim,
o modelo de uma resposta imune sistémica secundiria, como re
ferido por BRANDTZAEG (1973), RAMFJORD & ASH (1979).

Aos exames de imunofluorescéncia detectamos IgM,em
baixas proporgbes, sOmente em quatro biopsias do grupo IG=2.
Esta imunoglobulina tem sido detectada em gengivas inflama-
das, pela técnica de imunodifusdo. Assim, BIERS et al.
(1975) observaram baixos niveis em 6 de 16 gengivas inflama-
das. GROSS et al. (1979) observaram IgM em baixos niveis em
6 de 15 gengivas com IG=0, em 8 de 17 com IG=1 e em 8 de 20
com 1G=2. Nas avaliagbées empregando técnica de imunofluores
cencia BRANDTZAEG (1973), MARTALLA et al. (1974), GARROCHO
(1980} relataram que células com fluorescéncia positiva para
IgM sao raramente encontradas, como confirmam PAGE &
SCHROEDER (1976). Entretanto SEYMOUR & GREENSPAN (1879), em
pregando imunofluoresceéncia indireta, para amostras represen
tativas de gengiva com lesao estabelecida, apresentaram da-
dos de que a maioria das ;élulas linfdides parecia mostrar
IgM ligada a membrana celular. A baixa proporgao de células
com fluorescéncia positiva para IgM do presente trabalho po-
deria ser atribuida 8s razdes seguintes: que grande soma das
IgM da gengiva estaria ligada a membranas de cé€lulas e ainda
que a lavagem poderia remover também alguma porgdo da IgM in
tracelular. Isto se pode inferir comparando os resultados
de GENCO et al. (1974) sobre os plasmocitos com imunofluores
cencia pars IgM em gengivas inflamadas lavadas e nao lavadas

antes da fixag¢ao., Esta classe de imunoglobulina parece ser
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de grande importancia nos primeiros poucos dias da resposta
imune primadria. Quando um antigeno estranho & introduzido
no hospedeiro pela primeira vez, a sintese de anticorpos IgM
e IgG comega quase simultaneamente; entretanto, o nivel de
anticorpos IgM atinge o maximo dentro de poucos dias e entdo
declina mais rdpidamente que o nivel de anticorpos IgG
(BELLANTI 1978). Provavelmente, na gengiva,a dificuldade de
detectar IgM seja devida a que ela esteja presente por cur-
tos periodos de tempo, subsequentes das modificages das pecu
liaridades antigénicas da placa dental. |

Com o conjunto dos resultados relativos as imuno-
globulinas, que configuram a resposta imune huhoral, procura
mos estabelecer algumas correla¢cdes entre aspectos clinicos,
histopatoldgicos e imunoldgicos da gengivite cromica. Na 1i
teratura hd discrepancias sobre as classes de imunoglobuli-
nas que podem ser detectadas nos tecidos gengivais e suas
proporcoes. Tais discrepancias podem estar relacioriadas com
o fato de terem os Autores examinado tecidos gengivais toma-
dos em diferentes estdgios clinicos da doenga periodontal in
flamatdria cronica, € mesmo a algumas variacgoes de técnica.
0 método empregado neste trabalho possibilitou detectar imu-
noglobulinas das classes G, A, M, E, bem como suas variagoes
de acorde com as diversas condigoes clinicas da gengiva, con
forme caracterizacdo pelo Indice Gengival de LOE & SILNESS
(1963). Estas imunoglobulinas intracelulares sado de sintese
local, corroborando os relatos de que anticorpos podem ser
produzidos pelos plasmoécitos na gengiva (RIZZ0 & MERGENHAGEN
1977, BERGLUND 1971, RAMFJORD & ASH 1979). As imunoglobuli-




nas G, A e E foram detectadas nas gengivas I1G=0, que ao exa-
me histoldgico evidenciaram aspectos de uma reagdo inflamatd
ria suave. Desde que o sulco gengival abriga uma microflora
compativel com a gengiva clinicamente normal (SOCRANSKY 1977
SLOTS 1980), porém capaz de prover antigenos, esta situagdo
implicaria também em uma resposta imune, no caso secundaria,
dada a sintese preferencial de IgG. Modificagdes nas proprie
dades imunogénicas da placa dental, a partir do IG=0, provo-
cariam uma intensificag¢d@o da sintese de IgG como resposta do
hospedeiro, ampliando as condigles para a reagao por imune-
complexos, que associada com outros mecanismos imunologicos,
levaria & alteracdo da homeostasia imunocldgica local e a ma-
nifestacao da gengivite clinicamente observavel. O constan-
te predominio de IgG sobre as demais gama globulinas, em to-
dos os grupos de gengivas estudados (IG=0,IG=1, IG=2, IG=3),
sugere que a manifestagado clinica da gengivite cronica encer

ra uma resposta imunoldgica humoral secundiria.




CONCLUSOES

Em face dos resultados, nas condigOes do presente

tabalho, apresentam-se as seguintes concluses:

1-

Imunoglobulinas das classes G, A, M ¢ E podem

ser sintetizadas pelos imundcitos gengivais.

C€lulas com fluorescéncia positiva para IgG e
IgA foram observadas em todas as gengivas huma-

nas estudadas.

Fluorescencia positiva para IgG, aumentou para-
lelamente ao Indice Gengival e ao aumento de le

sao, observado ao exame histoldgico.

Em todas as gengivas examinadas as proporgoes
de IgG foram maiores que as de IgA. As rela-
goes IgG:IgA aumentaram paralelamente ao Indice
Gengival (IG) e ao aumento da lesao, observado

ao exame histoldgico.

Cé€lulas com fluorescencia positiva para IgE fo-
ram ohservadas sOomente nas gengivas sem sinais

clinicos de inflamagdo, com IG=0.

Células com fluorescencia positiva para IgM fo-
ram cbservadas sémente nas gengivas com Indice

Gengival = 2.
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RE SUMO

Este trabalho procurou estabelecer correlagbes en-
tre os aspectos clinicos, histopatoldgicos e imunoldgicos da
gengivite cronica, em humanos. Vinte pacientes, com boa sal
de geral, com idades de 20 a 25 anos, foram selecionados e
distribuidos em 4 grupos, de acordo com o Indice Gengival
(IG) de LOE & SILNESS (1963). As bidpsias gengivais foram
lavadas em salina isotonica a 4°C, durante .36-48 horas, fi
xadas em etanol 95% a 4°C, por 16-24 horas, e incluidas | em
parafina de baixo ponto de fusao, 51-53°C ( SAINTE- MARIE,
1962). As imunoglobulinas intracelulares foram coradas com
conjugado fluoresceina anti-soro humano para IgG, IgA, IgM,
IgE e IgGAM. Para quantificagao das imunoglobulinas foi em-
pregado o procedimento de contagem de pontos de uma  ocular
integradora Zeiss, que incidiam sobre areas fluorescentes.
Nas gengivas 1G=0, sem sinais clinicos de inflamacgio, foi
observado pequeno infiltrado inflamatOrio de macrofagos e
linfdcitos no tecido conjuntivo e leucdcitos entre as célu-
las do epité€lio juncional. Na gengiva IG=1 foi observado mo
derado infiltrado inflamatdério de macrofagos, linfocitos e
alguns plasmdcitos. Nas gengivas Ig=2 e Ig=3 foram observa-
das maiores areas de degradagdo de colageno, aumento do nume
ro de linfﬁcitosve principalmente de plasmbcitos. Pela imu-
nofluorescéncia IgG e IgA foram detectadas em todas as gengi
vas, havendo sempre uma predominancia de IgG sobre as demais
imunoglobulinas estudadas. Com o aumento dos IG e das le-

soes observadas microscépicamente houve um continuo aumento




de células contendo IgG intracelular. O mesmo fato foi obser
vado com IgA, apenas com um decréscimo nas gengivas IG=3. As
relacoes IgG:IgA foram: 2,95:1 no IG=0, 4,85:1 no 1G=1,
6,4:1 mno 1G=2 e 55:1 no IG=3. IgEk e IgM foram detec-
tadas, em baixas proporgoes, somente nas gengivas IG=0 e IG=2
respectivamente, Estes resultados sugerem que as modifica-
coes nas propriedades imunogenicas da placa dental, a partir
de IG=0, provocam uma intensificacdo da sintese de IgG, como
resposta do hospedeiro, ampliando as condigoes para uma rea-
¢A0 por imune-complexos, que associada a outros mecanismos
imunoldgicos, levaria @ alteracao da homeostasia imunoldgica
local e a manifestagdo da gengivite clinicamente observavel.
O constante predominio de IgG sobre as demais gama globulinas
em todos os indices gengivais estudados, sugere que a manifes
tagao clinica da gengivite cronica encerra uma resposta humo-

ral secundaria.
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Summary

This work was designed to establish the correlations
among the clinical, microscopical and immunological character-
istics of naturally occurring gingivitis in humans. Twenty
healthy patients , aged 20 to 25 years, were selected and
distributed in four groups according to the Gingival Index
system (GI) of LOE & SILNESS (1963).The gingival biopsies were
washed for 36-48 hours in isotonic saline at 4°C, fixed in ice
cold 95% ethanol for 16-24 hours at 4°C and embedded in 1low
melting point (51-53°C) paraffin (Sainte-Marie 1962).The intra
cytoplasmic immunoglobulins were stained using anti-human
fluorescein conjugated IgG, IgA, IgM, IgE and IgGAM (Behring
Institute), in 1:10 dilution. The immunoglobulins quantifi-
cation was performed employing the point counting procedure
by using a Zeiss integration ocular. In the GI=0 gingivae,
without clinical inflammation, the connective tissue had a
mild inflammatory infiltrate of macrophages and lymphocytes,
and leukocytes within the junctional epithelium. In the GI=1
gingivae, a moderate infiltrate of macrophages, lymphocytes
and some plasma cells was found. 1In the GI=2 and GI=3 gingi-
vae, larger areas of collagen degradation, and increase in
lymphocytes and mainly plasma cells number were observed. By
immunofluorescence techniques IgG and IgA were detected in all
examined gingivae, with a constant predominance of IgG over
the other gamma globulins. With increasing GI and microscopi-

cal lesions there was a simultaneous increase of IgG containing




cells. The same occured with IgA in all the GI, but GI=3,
The average ratio of IgG:IgA was : 2.95:1 in GI=0, 4.85:1
in GI=1, 6.4:1 in GI=2 and 55.1 in GI=3. A small number
of cells containing intracytoplasmic IgE and IgM were de-
tected only in the gingivae with GI=0 and GI=2, respective-
ly. Based on these results it is proposed that the changes
in the immunogenic properties of the dental plaque, initi-
ated in the gingivae GI=0, will increase the IgG synthesis
as a host response. Consequently increase the possibilities
of immune-complexes reaction, that associated with other
immunological mechanisms can modify the local immunological
homeostasis, with the development of a clinical detectable
gingivitis. As IgG was the predominant immunoglobulin in all
studied gingivae, it is suggested that the clinical manifes-
tation of chronic gingivitis reflects a secondary humoral

immune response.
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