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Nova énfase da resposta do hospedeiro
na patogenese da doenca periodontal

e Uma grande variacao na resposta inflamatoria de

um Individuo para 0 outro (MOVIG et al.1988, POCIOT et
al. 1992, SHAPIRA et al. 1994).

o Estudos epidemiologicos em gémeos - metade da
variabilidade da expressao da doenca periodontal é

controlada por fatores geneticos (MICHALOWICZ
1994).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
www.periodontiamedica.com



Nova énfase da resposta do hospedeiro
na patogenese da doenca periodontal

o Estudos epidemiologicos demonstraram que
parametros microbiologicos podem apenas
explicar uma pequena parte da prevaléncia e

Incidéncia da doenca (CRHISTERSSON et al. 1992,
BECK et al.1992, WHEELER et al. 1994).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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O sistema Imune e a destruicao
tecidual

« Acao de neutrofilos e monocitos/ macrofagos
atraveés de suas enzimas lizossomialis.

e aInducao de uma funcao indesejada do sistema
Inato pode ser parcialmente regulada pelo sistema
adaptativo, atraves da producao de opsinas
(anticorpos) e de citoguinas.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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O sistema Imune e a destruicao
tecidual

e ATTSTROM & EGELBERG (1970) mostraram
gue 95-97% das células eram neutrofilos, 1.2%
linfocitos, e 2-3% monocitos. Essa proporcao se

mantem a mesma guando o numero de celulas
aumenta.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Invasao bacteriana

Patogenos periodontais

Proteases bacterianas

\

O O
Epitélio
Endotélio
Neutrofilos Fibroblastos
Monaocitos
Linfocitos

Sinais pro-inflamatorios

IL-1 TNF
RLO Proteases MMP

Ativacéo de osteoclastos

Destruicao tecidual

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
www.periodontiamedica.com



|_esoes histologicas (Page & Schroeder, 1976)

Inicial
Precoce
Estabelecida
Avancada
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Gengiva Clinicamante sadia

neutroéfilos
Mondcitos/
acrofagos

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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|_esao inicial (1-4 dias)

colonizacao bacteriana

Ei/ formacao do sulco gengival

Neutrofilos
Monocitos/macrofagos
Proteinas plasmaticas
Vasculite

Perda de colageno

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Lesao precoce (4-7 dias)

Colonizacao bacteriana

Neutrofilos
Monocitos/macrofagos
Linfocitos (células B e T)
Aumento da vasculite
Proliferacao de vasos
Aumento da perda

de colageno

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
www.periodontiamedica.com



Lesao estabelecida (7-14 dias)

Colonizacao bacteriana

Neutrofilos
Monocitos/macrofagos
Linfdcitos (células B e T)
Aumento da vasculite
Proliferacao de vasos
Aumento da perda

de colageno

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Lesao avancada

colonizacao bacteriana

Neutrofilos

Neutrofilos
Monocitos/macrofagos
Linfocitos (células B e T)
Aumento da vasculite
Proliferacao de vasos
Aumento da perda

de colageno

Prod. IgG

por Carlos Marcelo da sivaAgtivid. dadiesosteoclastica
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Migracao do
epitélio junciona

.




GCF

Migracao do

epitélio juncional

Colonizag&o bacteriana
Neutrofilos
Neutrofilos
Monocitos/macrofagos
Linfocitos (células B e T)
Aumento da vasculite
Proliferacao de vasos
Aumento da perda
de colageno
Prod. IgG
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Neutrophils Activation of other cells:

L-selectin Spreadlng T cells: chemotaxis
7 Basophils:histamine release

Eosmophlls chemotaxis

up regulation
of adhesion molec.

_» Respiratory burst

Stimulation
of local cells — LTB,

™ Phagocytosis
Lysosomal
IL-1 enz
yme release
TNF
~— Inflamed

Site
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Adhesive interactions (from Carlos & Harlan, 1994)
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Micro organismos

Visao geral do projeto de pesquisa

Alteracdes clinicas
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IL-6, IL-8 RLO Elastina
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IL-1 RA No fluido:
Protease, elastase,
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Fluido gengival - tipos de analises

IL-1B, TNF-a,
IL-8

Elastase
Lactoferrina
RLO
MMP-9

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD

Colageno
Elastina
Laminina
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Possivels explicacoes para uma
resposta aberrante

e Monacitos hiperreatives com um aumento
da liberacao de PGE2, IL-13 e TNF-a.

e Aumento genetico na producao de IL-1[3
e/ou outras substancias pro-inflamatorias.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
www.periodontiamedica.com



Possivels explicacoes para uma
resposta aberrante

o Defeitos funcionais em neutrofilos gue
levem a um dano na guimiotaxia e
fagocitose.

» Neutrofilos hiperreativos com aumento na
liberacao de radicais livres e proteases.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Neutrofilos x bacteria (Lindhe 1997)

Developing
phagolysosome

Myeloperoxidase
actoferrin
Proteases

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
www.periodontiamedica.com



Neutrofilos x Periodontite

Mecanismos de acao:

Pico respiratorio
Apoptose

Fagocitose e degranulacao

IIIIIIII]] ”””” 'IIIIIIIH

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Protease livre

Protease: enzimas com potencial
destrutivo contra proteinas (colageno,
elastina, etc).

Origem: externa (bactérias) ou interna
(produto da degranulacao de celulas
Inflamatorias).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Como agem?

Proteases bacterianas (placa)

v

migracao de celulas
Inflamatorias

v

causam destruicao tecidual <::| Liberacgo extra celular de enzimas

Agente irritante

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Como controlar?

o O organismo produz inibidores de protease
gue a Inativa em milisegundos.

o Porém, acredita-se que na periodontite este
equilibrio e guebrado por uma parcial

Inativacao dos inibidores.
(Weiss, 1989)

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Como controlar ?

Producao de inibidores

Proteases livres | = (AlAT e A2MG)
Controle da destruicio Formacao de complexos
tecidual. === Inibidores-proteases

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Inibidores de proteases

—|Estao presentes tanto na corrente

sanglinea quanto no espaco
Intracelular.

=|Principais: alpha 1 antitripsina e

alpha 2 macroglobulina.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Inibidores de proteases

Uma molécula muito
menor que o0 A2MG, o0 que o torna
principal inibidor de proteases no
fluido gengival, porém nao inibe
proteases bacterianas.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Ativa Ativo

por Carlos Marcelo da Si'vengu:etn!d\c{ g[g QDSC, PhD
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Ativa

Inativo

Destruicao tecidual

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Protease livre

e Sendo assim, a presenca de
proteases livres poderia ser um
Importante indicador de doenca
periodontal ativa.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Protease activity in gingival
crevicular fluid

Presence of free protease

Figueredo, CMS & Gustafsson, A. Journal of
Clinical Periodontology 1998; 25; 306-310.



Alm

*T0 determine the presence of free
protease activity in GCF from
Inflamed sites with or without
tissue destruction.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Material and methods

Avacic)

19 GP and d PP.

K FITC-conjugated casein.
¥ Transferrin.

ZALAT - to analyze if the protease
activity was sensitive to inhibition.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Results

Test/ site GG
Protease activity (ng) 25
Residual activity 1.2
Transferrin 729
Inhibition % 89

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD

GP
52
1.0
266
96
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PP
230
6.4
590
88



Results

0.15:

0.1

E—

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Conclusion

Free protease can be found in GCFE
Higher concentration in sites with deep
pockets.

The contribution from proteases
Insensitive to inhibition by ALIAT Is limited.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Neutrophil elastase

» Degrades collagen, proteoglycans and
basement membranes components.

 Normally inhibited within milliseconds
by ATAT and A2MG.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Activity and inhibition of
elastase

Figueredo, CMS & Gustafsson, A.
Journal Clinical Periodontology 1998;

25; 531-535.



Material and methods

o Chromogenic granulocyte elastase
substrate.

« E-A1AT.
e E-A2MG.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD Figueredo & Gustafsson -97
www.periodontiamedica.com




Correlation between the elastase
Alpha-1-antitrypsin complex and
free elastase
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Conclusion

* The elevated levels of free elastase In sites
with tissue destruction seem to be a
combination of increased release of
elastase and partial inactivation of ALAT.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Hiperatividade celular — evidencias
cientificas e possivels causas

e Parece nao haver diferenca no numero total
de neutrofilos presentes em uma lesao de
gengivite cronica e outra de periodontite

(GUSTAFFSON et al. 1994).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Hiperatividade celular — evidencias
cientificas e possivels causas

A hiperatividade de neutrofilos, uma das
principais hipoteses para a destruicao
tecidual em inflamacoes cronicas, baseia-se
na teoria de gque essas células existem em
trés estagios:

e quiescéncia, prée-ativado e ativado.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Hiperatividade celular — evidencias
cientificas e possivels causas

* Entre as substancias com capacidade de pré-ativar
neutrofilos estdo a IL-1, IL-6, IL-8 e TNF.

e Tem sido convincentemente demonstrada in vitro,
nao apenas para a periodontite, como também para
a sindrome da angustia respiratoria aguda
(ARDS) (LEE et al. 1981), € enfisema pulmonar
(JANOFF 1985), entre outras doencas cronicas
destrutivas.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Hiperatividade celular — evidencias
cientificas e possivels causas

e Producao de radicais livres de oxigenio como
marcadores de atividade celular (custArssoN &
ASMAN 1996, FREDRIKSSON et al. 1998)

 Liberacdo excessiva de elastase por neutrofilos
perifericos:

Periodontite Juvenil (AsMAN 1988)
Periodontite do adulto (FIGUEREDO et al. 1999).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Increased release of elastase
from In vitro activated
peripheral neutrophils In
patients with periodontitis

Figueredo CMS, Gustafsson A, Asman B & Bergstrom K.
(1999) Journal of Clinical Periodontology 26; 206-211.



|ntroduction

o Gustafsson et al. (1994) - Increased
activity per cell in GCF.

e Results demonstrated in Juvenile
neriodontitis.

e Fallure in demonstrated the same in AP.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Material and Methods

o 15 patients with periodontitis and 15 -
sex- and age -matched healthy controls

o |_eukocyte preparation.
* Degranulation:

1.0 x 10° neutrophils +1gG opsonized
Staphylococcus aureus (1:75) incubated In
HBSS for 1h at +37°C.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Material and Methods

Elastase activity.

E-AIAT

AlAT

|_actoferrin.

Intracellular A1IAT (flow cytometry).

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Il Elastase in the pellet
[ Elastase Released
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CB

PB

Elastase released (cellsx10) | 252(87) 328 (127) 445 (165)

E-ALAT conplex (a.u) 217 (2.1) 229(25) 35.4(289)
Total ALAT (Mmol/L) 57.1(59.9) 536 (29.4) 83.3(29.))

Lactoferrin (ng/mL)* 194 (32) 168 (43) 822 (198)

650(267)
39.1(4.0)

81.2(212)

558 (89)

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Results

Elastase released

Total elastase

Total ALAT (Mmol/L)

E-ALAT complex (a.u)

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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Conclusion

e Neutrophils from AP release more
elastase after In vitro activation.

* This higher activity Is not due to
Impared inhibiton by A1AT.

por Carlos Marcelo da Silva Figueredo, DDS, MDSc, PhD
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