e R 135

PuriFicacio pA PAREDE CELULAR DE
MicroorGanismos pa Praca DenraL*

PurIFICATION OF THE CELLULAR WALL

OF DENTAL PLAQUE MICROCRGANISMS

Roseli Teixeira Miranda MENINO*
Aluna do Curso de Mestrado em Diagndstico Bucal da
Faculdade de Odontologia de Bauru - USP

Sergio A. Catanzaro GUIMARAES
Prof. do Departamento de Patologia da Faculdade de
Odontologia e Bauru - USP

Eulazio Mikio TAGA
Prof. do Departamento de Bioquimica da da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP

Regina Stela Stilac ROCHA
Prof*. do Departamento de Patologia da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP

Maria Cristina C. FELIPPE
Técnica Especializada do Departamento de Bioquimica da
Faculdade de Odontologia de Bauru - USP

Olinda TARZIA
Prof?. do Departamento de Bioquimica da da Faculdade de
Odontologia de Bauru - USP

Estabe\eceu-se uma metodologia para purificagdo da parede celular de
microorganismos da placa dental. O material purificado tornou-se um

“Trabalho extraido da
Tese de Mestrado em
Diagndstico Bucal
defendida pelc
primeiro autor

em 8/12/1988

das e cronicas.

agente flogégeno atil em modelos de estudo de reagdes inflaratérias agu-
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INTRODUGAO

A placa dental ¢ definida como um agregado de
microorganismos que se adere a superficie dos dentes ¢
em outras estruturas sélidas presentes na cavidade
bucal. Em geral ela se deposita sobre a superficie da
pelicula adquirida que é constituida principalmente por

uma delgada camada de glicoproteinas salivares. As
bactérias se aderem A pelicula adquirida através de
virios fatores de AdCYCnC!ﬂ e também aravés da co-
agregagio bacteriana”

A placa dental ¢ composta por uma fragio celular
(microorganismos) e um componente acelular (matriz),
sendo que este tltimo compreende derivados da saliva
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¢ do fluido gengival, células epiteliais, granulécitos
neutréfilos e produtos derivados do metabolismo bacte-
riano, como por exemplo, os polissacaridios extracelu-
lares”

Os celulares sdo
maioria por bactérias de diferentes tipos morfoldgicos,
que variam dependendo do local once se encontram
(subgengival ou supragengival), variando também de
pessoa paca pessoa ¢ conforme a severidade da doenga
(exemplo, microorganismos Gram negativos aumentam
na doenga periodontal). Além disso, diferentes enti-
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dental com a finalidade de clucidar a agio deste com-
ponente bacteriano no processo inflamatorio. A partir
destes estudos algumas de suas propriedades jd se
acham esclarecidas.

Entre estas propriedades podemos citar: (1) os
lipopolissacaridios (endotoxinas) participam da
indugio da reagiio imunopatolégica através da ativagio
de fatores do soro (complemento), levando A liberagiio
de heparina e histamina pelos mastécitos, sendo ainda
quimiotdticos para leucécitos polimorfonucleares e
macr6fagos; (2) o dcido teicico possui propriedades

dades cliicas da doenga periodontal estdo
com diferente composigio bacteriana

As bactérias sio mais comumente classificadas pela
coloragio de Gram, ¢ esta coloragio 2sti relacionada
com a diferenga de permeabilidade da parede celular

similares aos apenas
uma maior especificidade sorolégica quando compara-
do com o lado O-especifico da cadeia do lipopolis-
sacaridios (3) a parede celular dos microorganismos da
placa testada “in vivo™ ¢ “in vitro” demonstra uma

que corresponde ao invélucro A parede
celular constiti uma membrana imperméavel com a
espessura de 10 a 20 pm, correspondendo a 20% do
peso seco da célula bacteriana .

A parede de bactérias Gram positivas ¢ constituida
por macromoléculas (muco-complexos) formadas de
glicoproteinas (protcoglicanos) ¢ dcido teicsico. Os
proteoglicanos sio formados por vdrias unidades de
icido muramico que se repetem. O dcido murdmico se
liga & porgdo peptidica que corresponds a um tetrapep-
tidio ( Ala-Glu-Lis-Ala). O 4cido teicdico, um
polimero de fosfato de glicerol ou ribitol, se une a0
cido muramico do glicopeptidio atrevés de ligagdes
fosfodiéster, podendo ainda ocorrer residuos de agdcar
¢ de alanina, de mancira a constituirem macromolécu-
las especificas a superficie das baciérias, as quais
atuam como determinantes antigénicos'

A parede celular de bactérias Gram negativas ¢
menos espessa ¢ mais complexa, pois apresenta uma
camada externa de ) liga-

quimiotaxia inicial para g a qual
4o perdura por mais de 24 horas, apresentando a
seguir uma maior atragio para macréfagos, formando
uma lesdo nodular cronica, cujos nédulos sio firme-
mente aderidos a0 tecido circundante e raramente apre-
sentam ulceragdes centrais ¢ presenga de linfocitos; (4)
ainda foi observado que a quantidade de endotoxina no
fluido gengival ¢ diretamente proporcional ao grau de
inflamagdio clinica do periodonto*™ #5070
No presente trabalho foi estabelecida a técnica de
purificagio da parede bacteriana de microorgani
da placa dental com a finalidade de futuramente uti
o material purificado como agente flogégeno em
reagiio inflamatéria aguda e cronica e se estabelecer um
modelo de reagio inflamatéria frente este agente.

MATERIAL E METODOS

dcnl(ll foi colhida de criangas de 11 a IS
¢ ausente de conta-

do covaleatemente ao glicopeptidio adjacente. A com-
posigio dos lipopolissacaridios & bem conhecida nas
ias e um polimero trissacari
co (galactose-manose-ramnose) ligado a um polis-
sacaridio comum ¢ este conjunto, através do cetodeso-
xioctonato, a um componente lipidico, conhecido como
lipidio A. Ao lipidio A auribui-se a agio endotéxica da
macromolécula do lipopolissacarfdio, enquanto que a
especificidade antigénica 6 devido ao tipo de ligagio
que ocorre entre os monossacaridios (alfa e beta).

0 estudo da ctiopatogenia da doenga periodontal
através de experéncias “in vitro” e “in vivo”, tem sido
atualmente realizado utilizando-se como agente
flog6geno a parede purificada de bactérias da placa

minagiio com sangue, com auxilio de instrumento
periodontais do tipo cureta. O “pool” de placa foi
recolhido em tubos de centrifuga contendo NaCl 0,9%
e imersos em gelo moido acondicionado em isopor.

laboratério o “pool” de placa foi suspenso em
agitador automdtico para tubos (Agitador para tubos
Phoenix-Modelo AT-56) e centrifugado a 1800 rpm
durante 15 minutos em centrifuga refrigerada, modelo
PR-6 o fei co
precipitado armazenado a -20°C.

ar foi

pesado
(peso seco), diluido a 5% em NaCl 0,9% ¢ sonicado cm
sonicador tipo Sonifier Cell Disruptor (Modelo B-30)
durante 12 horas com uma intensidade de forga de
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saida igual a 6, impulso de 50%, de forma intermitente,
isto &, com uma parada de sonicagio a cada 2 minutos,
dando igua. tempo de descanso, com a finalidade de
manter a temperatura 0 mais baixo possivel, nunca
excedendo a 14°C. Durante o tempo de descanso se
conseguia um retorno da temperatura para proximo de
I'C.

O tubo que continha o material a ser sonicado foi
montado numa caixa de isopor onde s fixava por meio
de uma escevagio no fundo da caixa ¢ uma perfuragio
na tampa, em cujo interior continha uma mistura de
gelo moido 2 sal para se conseguir manter a temperatu-
ra 0 mais baixo possivel por lempo prolongado. A cada
40 minutos havia a necessidade de se completar a
altura da caixa com a mistura de gelo e sal.

O tempo de 12 horas de sonicagdio foi escolhido em
fungio de testes de esfregagos corados pelo Gram, rea-
lizados no material inicial e em amostras retiradas do
mesmo durante o periodo de sonicagio. De ambos
esfregagos, inicial ¢ final, foram feitas folomicrografias
cujo aumento final foi de aproximadamente 1.560
vez

O sonicado de 12 horas foi centrifugado, em cen-

trifuga Sorvall RC2-B, rotor $8-34, a 1000 rpm

durante 30 minutos. Apés a centrifugagiio o sedimento

foi lavado com dgua destilada por duas vezes ¢ cen-

trifugado da maneira acima descrita, scbrando como

sedimento final particulas grandes ¢ restos alimentares
a que denominamos fragiol.

Os sobrenadantes obtidos foram juniados e nova-
mente centrifugados na mesma centrifuga (rotor S$-34)
4 10.000 rpm por 20 minutos a -4'C. O sobrenadante
desta centrifugagiio, fragdo 11, corresponde a pequenas
particulas ¢ citoplasma e o mesmo foi, neste experi-
mento, desprezado. Por sua vez o sedimento, que ¢ a
parede celular ainda impura, continuou passando por
novos processos de purificago

O sedimento da parede celular impura foi lavado
com NaCl IM durante 1 minuto e centrifugado a
10.000 rpm por 20 minutos a -40C (rotor §5-34). O

foi co (parede
celular) continuou a ser tratado, enzimaticamente,
com a finalidade de retirar contaminantes de nucleo-
proteinas (RNA e DNA) que costumam continuar
ligadas & parede c interferem no processo final de
purificagdo.

O sedimento foi suspenso em tampio fosfato de
potdssio 0,05 M pH 7,5 contendo tripsina 0,05%,
ribonuclease A e ribonuclease B (ambas na concen-
tragdio de 0,025%) desoxiribonuclease 0,0125% e

137

incubado a 37°C durante 12 horas

Ap6s o tempo de incubagio a suspensio foi cen-
trifugada a 10.000 rpm por 30 minutos. Desprezou-se o
sobrenadante ¢ o sedimento continuou a ser tratado por
lavagem com dgua destilada. A lavagem foi repetida
por tres vezes ¢ a cada lavagem procedeu-se a centrifu-
gagio em rotor $S-34 (Cenrifuga Sorval do tipo RC2-
B) a 10.000 rpm por 30 minutos; tomando-se o cuidado
de ndo exceder o volume de 10 ml em cada tubo de
centrifuga. Os sobrenadantes foram desprezados ¢ o
sedimento lavado com dgua destilada e centrifugado a
3000 rpm por 15 minutos (10 ml em cada tubo). O se-
dimento desta centrifugag@io (fragao I11) foi reservado
para uma repurificagio a partir do tratamento enzimati-
co (para obtengio de uma maior quantidzde do material
purificado).

O sobrenadante foi centrifugado a 12.000 rpm por
45 minutos (rotor SS-34). A partir dessa \lllmn cen-
trifugagdo el
(“pellet”) constituindo a chamada fragio IV cor-
responde & parede celular purificada que passamos a
denominar de Parede Purificada de Placa Bacteriana
(PPPB)

O purificado final (PPPB), suspenso num volume o
menor possivel, foi utilizado inicialmente para quantifi-
cagio de proteina pelo método de LOWRY et al” ¢ de
carboidrato total pelo método de DUBOIS et al’.

Uma vez conhecendo-se a concentragio de proteina,
o volume foi completado com dgua destilada para s
conseguir uma concentragiio correspondente a 1 pg de
proteina/yl.

RESULTADOS

o eo

Neste trabalho foi desenvolvido o processo de purifi-
cagiio da parede celular bacteriana de microorganismos
da placa dental, cujos resultados relativos ao rendimen-
to do material purificado ¢ quantificagio de proteina ¢
carboidrato total podem ser vistos na tabela I.

O tempo de 12 horas de sonicagdio foi escolhido em
fungdo de testes de esfregagos corados pelo Gram, rea-
lizados no material inicial ¢ em diversas amostras reti-
radas do mesmo durante o periodo de sonicagio. Na
observagio do esfregago obtido depois de 12 horas foi
possivel corsiderar, em comparagio com o esfregago
do material inicial (antes do infcio da sonicagdo) que s
havia conseguido o rompimento da maior parte dos
microorganismos presente:

De ambos esfregagos foram feitas folomicrografias
cujos resultados podem ser vistos nas figuras 1 ¢ 2.
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Tabela | - Rendimento do Purificado de Parede Celular Bacteriana do
“pool” de Microorganismos da Placa Dental

A purificagio da parede = —
celular de placa bacteriana _ITEM | SEQUENCIA DE PURIFICAGAO VALORES QUANTIFICADOS
realizada neste trabalho 1 Pesd Seco de Placa Dental
seguiu parcialmente a (Liofilizado) 1,350mg
metodologia de trabalho 2 Volume Final da Suspenséo
proposta por WALLIN- do Liofilizado (a 5%) 27ml
DER; NEUJAHR®, que 3 Tempo de Sonicagao 12horas
realizaram seus experi= 4 Proteina Total no Sonicado 207mg
mentos a partir de culwra g Proteina Total no Purificado
pura de Lactobacillus. fer- Final (Fragdo IV) —

o 6 Carboidrato Total no Purificado

Em nosso trabalho a °
principal intengdio era Final (Frago IV) » 13,98mg
Shier om phkificads a7 Relag&o Proteina/Carboidrato
Parede dé Placa Bacteritng no Purificado Final (Fragao IV) 1:2
(PPPB) que permanccesse, 8 Rendimento do Purificado de Parede
ap6s os diferentes trata- Celular de Placa Bacteriana (PPPB)
mentos de purificagio, o a) Proteina Total no PPPB em Relagéo
mais  possivel  nas ao Peso Seco da Placa (Item 1 - 100%) 0,48%
condigdes encontradas “in b) Proteina Total no PPPB em Relagéo
natura” de tal maneira a 4 Proteina Total no Sonicado
ser representativo das (item 4 - 100%) 3.14%
condigdes na
cavidade bucal.

Por essa raziio foram necessdrias algumas modifi-  0s autores obtiveram no final da purificago a porgio

cagdes de téenica, tais como evitar a fervura para a
interrupgio do tratamento enzimdtico bem como dis-
pensar o tratamento final com TCA a 10%, ¢ em conse-
quéncia ndio continuar o tratamento extrativo do dcido
lipoteicdico com dlcool ¢ éter, Dessa maneira, enquanto

isolada de peptidoglicano nés chegamos apenas até a
fase de obtengiio de Parede Celular de Placa Bacteriana
(completa) ou seja Peptidoglicano-Acido Lipoteicgico.
Apesar dz todos esses cuidados, durante o tratamento
enzimitico, o uso de tripsina (0,05%) deve ter alterado

Figura 1 - Esfregaco corado pelo Gram, realizado
a partir da suspensao do liofilizado de placa den-
tal a 5%, a ser posteriormente submetida ao
processo de sonicacdo (Escala 1:1.560).

Figura 2 - Esfregago corado pe/o Gram, realizado
a partir da suspenséo do liofilizado de placa den-
tal a 5%, apds sonicagao durante 12 horas
(Escala 1:1.560).
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ligeiramente a composicio da porgdo peptidica em
relagiio aos aminodcidos menores (arginina, treonina,
tirosina e prolina que provavelmente nfo deverdo ser
detectados, enquanto o dcido glutimico deverd ter
caido para niveis bastante pequenos); como observado
por WALLINDER; NEUJAHR™

Uma vez que a purificagio do material, seguindo
exalamente o tratamento enzimdtico preconizado,
demonstrava (talvez devido ao fato de se tratar de um
“pool” de microorganismos ¢ nfio de uma cultura pura)
a presenga de resfduos de dcidos nucleicos, foi
necessdrio, neste passo da purificagdo, incluir as enzi-
mas ribonuclease A ¢ B (na concentragio de 0,025%
cada uma) e aumentar a concentragao da desoxiribonu-
clease de 0,0006% para 0,0125%

Na tabela I podemos verificar que o rendimento
final do PPPB tomado em mg de protefna tanto em
relagdo ao peso seco da placa dental liofilizada como
em relagiio a0 contetdo total de protefna quantificada
no sonicado foi extremamente baixo, respectivamente
0,48% ¢ 3,14%.

Devido & baixa concentragio do PPPB obtido no
final do processo de purificagiio, ndo foi possivel
realizar sua liofilizagio ¢ pesagem para que se tivesse ,
entdo, um rendimento percentual do peso do purificado
final em relagiio a0 peso seco do liofilizado inicial. Daf
a de se calcular o em ter-
mos de porcentagern de peso seco do PPPB em relagio
a0 peso seco do “pool” inicial de microorganismos
liofilizados (100%)

Uma tentativa de se aumentar o rendimento do
material pur ficado final foi ampliar o tempo de soni-
caglio de tal maneira que foram realizados esfregagos
corados pelo Gram em diversas fases do perfodo de
sonicagdo, 0s quais eram comparados com o esfregago
obtido da suspensdo inicial de microorganismos. Pelo
que se pode observar os microorganismos maiores (for-
mas filamentosas) foram rompidos nas fases iniciais
enquanto microorganismos de menor tamanho per-
maneciam presentes ¢ vidveis (quando observados
microscopia de contraste de fase em campo escuro) em
quantidade relativamente elevada o que nos obrigou a
uma sonicagiio exaustiva, levada até 12 horas. Apés
esse tempo obsenml se que a maior parte dos microor-
ganismos anleriormente presentes no esfregago inicial
(figura 1), se achava rompido, no entanto, permaneci-
am alguns remanescentes vidveis (figura 2).

No trabalho de purificagiio desenvolvido por
WALLINDER & NEUJAHR™ a porgio peptidica da
molécula foi hidrolisada com a finalidade de se identi-
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ficar sua composiciio de aminodcidos. Em nosso cz
uma informagao deste tipo ndo traria nenhum beneficio
uma vez que partimos de um “pool” de microorganis-
mos diferentes (e ndo de uma cultura pura) e, portanto,
cada microorganismo provavelmente apresente uma
composigdc da porgio proteica caracteristica da espé-
cie. Jd sc acha bem estabelecido que a parede bacteri-
ana de diferentes microorganismos apresenta micro-
heterogencidades estruturais, como ji foi sugerido tam-
bém para suas moléeulas de lipopolissacarideos por
KOGA et al LISTGARTEN'.

Observando-se a relagio protefna: carboidrato no
purificado final (tabela 1), vé-se uma proporcio aproxi;
mada de 1:2, enquanto WALLINDER; NEUJAHR®
obtiveram uma proporgio de cerca de 1:3 na parede
bacteriana obtida pelo tratamento enzimdtico com
tripsina ¢ 1:1,5 na auséncia de wipsina. Naturalmente
este fato decorre das caracterfsticas diferentes do mate-
rial inicial, bem como das modificagdes introduzidas
durante o procedimento de purificagio

A parede celular bacteriana da placa dental por nés
purificada (PPPB), conforme anteriormente discutido,
devido 2 empregada, possi de-
verd se traiar de uma molécula composta de uma
porgio peptidica ligada 2 polissacaridios {cujo conjunto
se conhece pelo nome de peptidoglicanos ou PPG) ¢
uma porgio lipidica (dcido TipoteicGico)

CONCLUSOES
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A partir da andlise ¢ da discussio cos resultados
obtidos, com base na metodologia empregada neste tra-
balho, pudemos constatar ¢ coneluir que, pela modifi-
cagdio da metodologia de purificagdo inicialmente pro-
posta, o Purificado de Parede Celular de Placa
Bacteriana (PPPB) por nds obtido deve ser bioquimica-
mente formado por uma porgiio peptidica ligada “a um
glicosaminoglicano (peptidoglicano) ¢ 4o dcido lipo-
teicGico.

ABSTRACT

The purpose of this work was 1o establish, a purifi-
cation method of dental plaque cellular wall microor-
ganisms. So that, the purified material will be avaiable
as inflamatory agent usefull to establish one model of
inflamatory reaction using this agent

Uniterms - Dental plague; Bacteria cellular wall.
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