DIEGO SANTOS MARTINS

Analise imunoistoquimica de
neuromediadores nos neurdnios do
ganglio trigeminal relacionados com a
inervacao da gengiva em ratos

ARACATUBA - SP
2011



DIEGO SANTOS MARTINS

Analise imunoistoquimica de neuromediadores nos
neurdnios do ganglio trigeminal relacionados com a
inervacao da gengiva em ratos

Trabalho de Conclusdo de Curso como
parte dos requisitos para a obtencdo do
titulo de Bacharel em Odontologia da
Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho".

Orientador: Prof. Dr. Cldudio A. Casatti

ARACATUBA - SP
2011



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Claudio A Casatti (Disciplina de Histologia e
Embriologia) pela permissdo no desenvolvimento deste projeto de pesquisa,
inserido no Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC), além da colaboracdo no
desenvolvimento de todas as etapas;

Ao Prof. Dr. Edilson Ervolino (Disciplina de Histologia e Embriologia)
pela colaboracdo na execucdo nos procedimentos cirdrgicos de
simpatectomia e perfusdo transcardiaca;

Ao Sr. André Mattos Piedade (Disciplina de Histologia e
Embriologia) pela eventual colaboracdo em manter as condicdes sanitdrias
adequadas da sala de experimentacdo animal, Setor de Morfologia do
Departamento de Ciéncias Bdsicas;

A todos os funciondrios e professores da FOA pela dedicacdo em

ensinar e pelo amor a odontologia que me ensinaram a ter.



MARTINS, D. Andlise imunoistoquimica de neuromediadores nos neurénios do
ganglio trigeminal relacionados com a inervagdo da gengiva em ratos. 2011.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia de Aracatuba,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2011.

Resumo

O periodonto apresenta rica inervacdo sensorial proveniente das
divisdes mandibular e maxilar do nervo trigémeo, além de apresentar inervagcdo
simpdatica, cuja funcdo tem sido alvo de estudos recentes. Nesse senfido, a
influéncia do sistema nervoso simpdtico sobre a evolucdo do processo
inflamatdrio € conhecida em vdarios orgdos-alvos, tais como articulacdoes
sinoviais, tratos digestorio, respiratério e urindrio. No entanto, uma possivel
influéncia da inervacdo simpdtica na expressdo de neuropeptideos nos
neurdnios do ganglio trigeminal que inervam a gengiva de ratos, em particular
na gengivite experimental, ainda ndo tem sido avaliada. E uma vez que as
doencas periodontais, representadas principalmente pela gengivite e
periodontite, sdo condicdes patoldgicas de origem inflamatdria, € de suma
importdncia verificar como a modulacdo simpdtica do processo inflamatdrio
pode influenciar a expressdo de neuropeptideos nos neurbnios do gdnglio
trigeminal, envolvidos com o processamento nociceptivo gengival.

Assim, 0s neurdnios sensoriais do ganglio trigeminal que inervam a
gengiva do primeiro molar superior esquerdo de rato foram marcados através
da deposicdo de tracador neuronal retrogrado (“true blue”). Os animais foram
divididos em trés grupos: A) grupo controle, animais com gengiva sadia; B)
grupo gengivite, animais com gengivite induzida com carragenina; C) grupo
gengivite — simpactectomia, animais com denervacdo simpdtica através da
remocdo cirdrgica do gdnglio cervical superior e, gengivite induzida com

carragenina.



Em prosseguimento, apds vinte dias do fracamento neuronal
retfrogrado (todos os grupos) e 48 horas da inducdo de gengivite (grupos B e C),
os animais foram sacrificados por perfusdo transcardiaca, o ganglio frigeminal
foi crioseccionado e submetido & imunofluorescéncia indireta empregando
anticorpo para substéncia P (SP). Os neurdnios que inervaram a gengiva e que
exibiram imunorreatividade para SP foram quantificados em microscopia de
epifluorescéncia e submetidos a andlise estafistica. A andlise quantitativa
revelou que a expressdo de SP nos neurénios do ganglio trigeminal que inervam
a gengiva com processo inflamatério aumentou significantemente (P<0,05) no
grupo de animais simpatectomizados em comparagcdo com os demais grupos
experimentais.

Os resultados mostraram que a inervacdo simpdtica intacta é
fundamental para manter uma homeostase do processamento sensorial

nociceptivo mediado pelo génglio frigeminal, durante a evolucdo da gengivite.

Palavras-chave: Periodonto. Inervacdo simpdtica. Inflamacdo.
Processamento nociceptivo. Simpatectomia.

Imunofluorescéncia indireta
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Abstract

Periodontium presents a rich sensory innervation from the trigeminal
maxillary and mandibular divisions, besides that, it presents sympathetic
innervations, which function has been lately studied. In this way, sympathetic
nervous system influences on the evolution of inflammation is known in several
organs, such as synovial joints, digestive, respiratory and urinary tracts. However,
a sympathetic possible influence on the expression of some neuropeptides from
the trigeminal ganglion neurons innervating rat’s gums, particularly on
experimental gingivitis, has not yet been evaluated. And once periodontal
illnesses, mainly represented by gingivitis and periodontitis, are pathological
conditions of inflammatory origin, it is very important to check how sympathetic
modulation on inflammation can influence the expression of some
neuropeptides in tigeminal ganglion neurons, involved in gingival nociceptive
processing.

For that, sensitive neurons from the trigeminal ganglion that innervates
gums of rats upper left first molar has been traced trough deposition of the
retrograde neuronal tracer (“true blue”). Animals had been disposed in three
groups: A) conftrol group, animals with normal gums; B) gingivitis group, animals
with carrageenan induced gingivitis; C) gingivitis — sympathectomy group,
animals that passed through sympathetic denervation by the removal of the
superior cervical ganglion and gingivitis induced by carrageenan.

Further, twenty days after the deposition of the retrograde neuronal

tracer (all the groups) and 48 hours after the gingivitis induction (groups B and



C), all the animals were killed by transcardiac perfusion , the trigeminal ganglion
was cryosectioned and subjected to indirect immunofluorescence using for
that, antibodies for substance P (SP). The neurons that innervate gums and that
had expressed SP immunorreactivity were counted using epifluorescence
microscopy and subjected to statistical analysis. The quantitative analysis
revealed that the SP expression of the neurons innervating gums with
inflammation had a significant rise (P<0.05) in the sympathectomized animals
group if compared with the other experimental groups.

The results had shown that intact sympathetic innervations are basic to
keep nociceptive neural processing homeostasis mediated by the trigeminal

ganglion, during gingivitis evolution.

Keywords: Periodontium. Sympathetic innervations.
Inflammation. Nociceptive processing.

Sympathectomy. Indirect immunofluorescence.
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1 INTRODUCAO
1.1 Inervagado do periodonto

O nervo trigémeo € responsavel pela inervacdo dos tecidos
periodontais. A partir das divisdes maxilar e mandibular partem ramificacoes
responsdveis pela inervacdo sensitiva do periodonto, dentre as quais se
destacam o ramo alveolar superior (ramo do nervo maxilar) e o ramo alveolar
inferior (ramo do nervo mandibular). Esta inervacdo é responsavel em estruturar
os receptores de dor (terminacdes nervosas livres) e mecanoreceptores
(terminacdes nervosas encapsuladas) no periodonto.

Da mesma forma, a presenca de inervagoes simpdticas no
periodonto & conhecida, sendo que essa inervacdo simpdtica dos dentes
deriva do gdnglio cervical superior e as fibras nervosas pos-ganglionares sdo
distribuidas paralelamente aos vasos sanguineos derivados da artéria cardtida
superior. Observa-se que algumas fibras pds-ganglionares se unem ao nervo
trigémeo, por meio do ganglio trigeminal, e alcancam os dentes e periodonto
através das divisdes maxilar e mandibular desse nervo (MATTHEWS e ROBINSON,
1980; MARFURT et al., 1986). Apesar da conhecida funcdo do sistema nervoso
simpdtico, em especial na modulacdo vascular e imunoldgica, pouco se sabe
sobre sua real influéncia na modulacdo sensorial. Assim, estudos recentes tém
apontado um significante papel da inervacdo simpdtica na modulacdo do

processamento nocicepfivo.



1.2 Importancia da inervagdo simpdatica no processo inflamatério.

A inervacdo simpdtica tem importante papel modulador sobre o
processo inflamatério, que € um processo complexo, e o sistema nervoso
simpdtico pode influencid-lo em diversos estdgios por vezes com resultados
controversos, como obtido em alguns estudos dependendo das condicdes em
que o0s experimentos sdo realizados. Segundo Besedovsky ef al, os nervos
simpdticos e seus neurotransmissores normalmente possuem efeito inibitdrio
sobre o processo inflamatdrio e a resposta imunoldgica (BESEDOVSKY et al.,
1979; DEL REY et al., 1981; KRUSZEWSKA et al., 1995; DE LUIGI et al., 1998;
NAGATOMI et al., 2000). Nesse sentido, a noradrenalina, por exemplo, pode ter
acdo inibitéria ou indutora no processo inflamatério, dependendo de fatores
como presenca de determinados receptores especificos nas células
imunoldgicas, natureza do agente causador e idade (TIEGS et al., 1999;
ELENKOV et al., 2000; SAGIYAMA et al., 2004). Além desses aspectos, outros
estudos relatam que a liberacdo tecidual de noradrenalina afeta a producdo e
circulacdo de linfocitos e influencia o processo de reabsorcdo ossea atravées da

alteracdo do numero de osteoclastos.

1.3 Inervagdo simpdatica e as doengas periodontais.

A periodontfite e a gengivite sdo desordens dos tecidos
periodontais, frequentemente iniciadas pela presenca de micro-organismos
que geram a destruicdo dos tecidos periodontais, incluindo o osso alveolar, na
periodontite. Apesar de depender da presenca de micro-organismos para se
desenvolver, a doenca periodontal € grandemente influenciada pela resposta

tecidual as bactérias patogénicas e seus produtos, bem como a presenca de
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células inflamatdrias, que pode ser alterada a partir da liberacdo de certos
neurotransmissores pelo sistema nervoso simpdatico.

Adicionalmente, fatores psicoldgicos também estdo envolvidos
no surgimento e desenvolvimento de alteracoes periodontais. O estresse e seus
efeitos sdo também resultado da producdo e liberacdo de neurotransmissores
pelo sistema nervoso simpdtico, e pode facilitar a colonizacdo de bactérias

patogénicas (KIM et al., 2009).

1.4 Neuropeptideos do ganglio trigeminal

Os neuropeptideos sdo mediadores de composicdo protéica e,
diferentemente dos outros neuromediadores sdo sintetizados apenas nos
pericdrios neuronais, sendo em seguida estocados e distribuidos por todo
neurbnio, atfravés de vesiculas de secrecdo. Quando este neurbnio é
estimulado, os neuropeptideos sdo secretados para o meio exfracelular, onde
agem como neurotransmissores ou exercem funcdes moduladoras (GASPERSIC
et al., 2006).

1.5 Substancia P

A substdncia P (SP) € um oligopeptideo de 11 aminodcidos
classificada como neuropeptideo que atua através da interacdo com o
receptor NK1, um receptor metabotrépico acoplado a proteina G (GPRC),
levando & formacdo dos segundos mensageiros IP3 (trifosfato de inositol) ou
DAG (diacil-glicerol) (MANTYH et al., 1989, PETITET ef al., 1991). Este
neuropeptideo é encontrado em grande concentracdo nos neurdnios sensoriqis

ganglionares (TOHYAMA e TAKATSUJI, 1998).
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Dessa forma, a SP tem sido muito estudada por seu envolvimento
no processamento de informacdes nociceptivas e, em gdnglios sensitivos, como
o gdnglio trigeminal, a SP & produzida exclusivamente por neurénios de
pequeno diGmetro, associados com fibras do grupo C e As (LEHTOSALO et al.,
1984; LAWSON et al.,, 1993). Esse neuropeptideo pode ser liberado pelas
terminacdes nervosas de fibras no sistema  nervoso central, como
neuromediador, ou no oOrgdo-alvo onde promove o aumento da
permeabilidade venular e, além disso, edema local e vasodilatacdo arteriolar
(HOLZER 1992). Alguns frabalhos mostram que a SP é capaz de estimular a

capacidade endocitolitica de macréfagos e neutrofilos.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi verificar se a denervacdo simpdatica
nos tecidos periodontais era potencialmente capaz de modificar a expressdo
de um neuropeptideo nociceptivo, em particular substé@ncia P (SP), nos
neurdnios sensoriais do ganglio trigeminal durante a inducdo de inflamacdo
gengival no primeiro molar superior de ratos, além de verificar a utilizagcdo da

carragenina como indutor do processo inflamatoério.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados quinze ratos, machos, Wistar adultos-jovens
(Rattus novergicus) do Biotério de manutencdo do Setor de Morfologia do
Departamento de Ciéncias Bdsicas da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (UNESP). Estes animais foram separados em gaiolas, cada uma com
cinco animais, alimentados com racdo granulada e dgua ad libitum e mantidos
sob ciclo de claro/escuro de 12/12 horas a 22 + 2°C e 50+10% de umidade
relativa até o inicio dos procedimentos experimentais.

ApOos sofrerem intervencdes cirdrgicas, os animais foram mantidos
individualmente em gaiolas nas condicdes citadas anteriormente. Para os
procedimentos experimentais de deposicdo de tracador neuronal fluorescente
“true blue” na gengiva ou inducdo de gengivite com carragenina, 0s animais
foram previamente anestesiados com injecdo intra-muscular de solucdo de
cloridrato de ketamina (25 mg/kg, Vetanarcol, Laboratérios Kénig, Argentina) e
xilazina (10 mg/kg, Coopazine, Coopers Brasil, Brasil). E para o sacrificio por
perfusdo foi empregada solucdo anestésica de pentobarbital de sdédio
(i.0.100mg/kg, Cristdlia, Brasil).

Os procedimentos de manipulacdo dos ratos seguiram as normas
estabelecidas pelo “Canadian Council on Animal Care - Guide to the Care and
Use of Experimental Animals”, e os protocolos experimentais foram previamente
aprovados pelo Comité de Efica e Experimentacdo Animal da Faculdade de
Odontologia e Medicina Veterindria de Aracatuba (UNESP - protocolo niumero
1261/2011 - CEUA).
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3.2 Grupos Experimentais

Os grupos experimentais delineados foram os seguintes:

3.2.1 GRUPO I (controle)

Animais (n=5) que apds serem devidamente anestesiados,
receberam apenas deposicoes de “frue blue” (10 ul, Sigma, MO, USA) nas
regioes mesial, vestibular e lingual da mucosa gengival que circunda o primeiro
molar superior esquerdo, e depois de 28 dias foram submetidos a eutandsia

(perfusdo transcardiaca com fixador histolégico, sob anestesia).

3.2.2 GRUPO Il (gengivite)

Animais (n=5) que apds serem devidamente anestesiados,
receberam deposicoes de “frue blue” (10 ul, Sigma, MO, USA) nas regides
mesial, vestibular e lingual da mucosa gengival que circunda o primeiro molar
superior esquerdo, 28 dias antes da eutandsia. Além disso, apds serem
devidamente anestesiados, receberam injecdes de solucdo salina 0,9%
acrescida de 5% de carragenina (9 ul, Sigma, MO, USA) nas regides mesial,
vestibular e lingual da mucosa gengival que circunda o primeiro molar superior
esquerdo, 2 dias antes da eutandsia (perfusdo franscardiaca com fixador

histologico, sob anestesia).
3.2.3 GRUPO Il (gengivite - simpatectomia)
Animais (n=5) que, apds serem devidamente anestesiados, foram

submetidos d remocdo cirirgica do gdnglio cervical superior esquerdo, 30 dias

antes da eutandsia, e receberam deposicoes de “true blue” (10 ul, Sigma, MO,
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USA) nas regides mesial, vestibular e lingual da mucosa gengival que circunda o
primeiro molar superior esquerdo, 28 dias anfes da eutandsia. Além disso,
também receberam injecdes de solucdo salina 0,9% acrescida de 5% de
carragenina (2 wl) nas regides mesial, vestibular e lingual da mucosa gengival
que circunda o primeiro molar superior esquerdo (Sigma, MO, USA), 2 dias antes
da eutandsia (perfusdo transcardiaca com fixador histoldgico, sob anestesia).
Para os procedimentos de injecoes de “true blue” e carragenina
utilizou-se uma seringa Hamilton (Sigma, MO, USA) com capacidade de 10 ul,

acoplada a uma agulha de anestesia odontoldgica (30 Gauge, BD, SP, Brasil).

3.2.4 Ganglionectomia

Para o procedimento de ganglionectomia, inicialmente, foi
realizada uma incisdo parasagital na pele da regido infra-hioidea, de
aproximadamente de 10 mm de extensdo, incluindo tfambém o musculo
platisma, com a finalidade de se obter acesso a gldndula submandibular, que
foi dissecada e rebatida, mantendo-se, contudo a intfegridade de seu pediculo
vasculo-nervoso. Posteriormente a esta manobra a confluéncia dos musculos
esternohioideo, omohioideo e esternocleideomastoideo foi acessada. Com
auxilio de um microscopio estereoscopio cirdrgico (MCMS5, DF Vasconcellos, SP,
Brasil), os muUsculos foram parcialmente afastados, até a completa visualizacdo
da bifurcacdo da artéria cardtida comum. Esta artéria foi fracionada
lateralmente, com auxilio de pinca fixada a sua tunica adventicia. A partir de
sua exposicdo, o ganglio cervical superior foi dissecado e removido, através de
manobra de divulsdo do tecido conjuntivo adjacente e, seccdo do tronco
simpdtico e de seus ramos comunicantes. Posteriormente, os musculos e a
gldndula submandibular foram reposicionados e a pele suturada com pontos

interrompidos.
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Apds a eutandsia por perfusdo franscardiaca, com fixador
histologico, a maxila e o ganglio frigeminal do lado esquerdo foram dissecados

e fixados.

3.3 Fixagado histolégica por perfusdo

Os animais foram anestesiados e submetidos & perfusdo
transcardiacca no periodo das 9:00 as 11:00 horas. Para a perfusdo
transcardiaca, oS animais receberam previomente injecdo
infraventricularmente de heparina (0,1 ml / 5.000 U.I/ml) e apds 20 segundos
foram perfundidos (bomba peristdltica, Masterflex, CA, USA), via aqorta
ascendente, com solucdo salina a 0,9% (100ml), seguido de solucdo fixadora
(500 ml) de paraformaldeido (Sigma Chemical Co., MO, USA) a 2% em tampdo
fosfato de sodio (PB) (Sigma Chemical Co., MO, USA) a 0,1 M, pH 7,4 a 4°C. Os
ganglios frigeminais e a maxila foram imediatamente dissecados e fixados na
mesma solucdo fixadora durante 120 minutos a 4°C. Em prosseguimento, os
ganglios trigeminais foram transferidos para uma solucdo crioprotetora
constituida de tampdo fosfato de potdssio em salina (Sigma) (KPBS) 0,02 M, pH

7.4, acrescida de 30% de sacarose, durante 12 horas a 4°C, sob agitacdo.

3.4. Processamento histolégico

Cortes histologicos longitudinais do ganglio trigeminal com 20 um
de espessura foram obtidos em micréotomo de congelacdo (Jung SMR2000,
Leica, Alemanha), coletados em placas de cultura. Os cortes coletados foram
mantidos na placa de cultura com solucdo anti-congelante constituida de 30%

de efileno glicol (Sigma), 20% de glicerol (Sigma) em PBS, 0,05 M, pH 7,3 e
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estocados a -20°C até serem processados para a técnica de

imunofluorescéncia.

3.5 Método da imunofluorescéncia indireta

Os cortes histoloégicos do gdnglio trigeminal foram submetidos as
seguintes etapas de lavagens e incubacoes sob agitacdo a 20 rom: a) duas
lavagens de 10 minutos em KPBS a temperatura ambiente; b) blogueio de
reacoes inespecificas, durante 12 horas, utilizando soro normal de burro (1:33,
Sigma), diluido em KPBS 0,02M, pH 7,4 contendo 0,3% de friton X-100 (Sigma); c)
incubacdo por 24 horas a temperatura ambiente, com o anticorpo primdrio
policlonal anti-SP de rato (1:5000, AB 153, Chemicom International, CA, USA)
obtidos em coelho e diluido em solucdo contendo 0,3% de triton X-100 (Sigma),
soro normal de burro (1:33, Sigma) e KPBS; d) duas lavagens de 10 minutos em
KPBS a temperatura ambiente; g) incubacdo por 1 hora, em uma solucdo
contendo anticorpo secunddrio biotinilado anti-coelho obtido em burro (1:200,
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), 0.3% de friton X-100, soro normal de
burro e KPBS; h) duas lavagens de 10 minutos em KPBS a temperatura ambiente;
i) incubacdo por 1 hora, em uma solucdo estreptavidina-Cy3 (Jackson
Immunoresearch, CA, USA), diluido em KPBS, duas lavagens de 10 minutos em
KPBS a temperatura ambiente.

Os cortes histologicos foram coletados em I&Gminas gelatinizadas,
desidratadas a temperatura ambiente e montadas com meio de montagem

glicerinado e laminulas de vidro.
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3.6 Andlise histologica

As |&minas histoldégicas foram analisadas em microscopia de
epifluorescéncia (Aristoplan, Leica). Os neurdnios exibindo fluorescéncia do
“tfrue blue” foram analisados e as imagens coletadas através de uma cdmera
digital Axiocam MRc (Carl Zeiss) com o programa de software Axiovision Rel 4.0
(Carl Zeiss). Em seguida o filtro de fluorescéncia foi trocado e os mesmos
neurdnios foram analisados quanto & imunorreatividade a SP e as imagens

coletadas de modo similar.

3.7 Andlise estatistica

Os neurdnios foram quantificados e a porcentagem de neurdénios
imunorreativos a SP foi obtida para cada grupo experimental, sendo expressa
em méedia + erro padrdo médio. Os valores obtidos foram submetidos a andlise
de variédncia para dados ndo paramétricos (ANOVA), seguido de pods-teste de

multipla comparagcdo de Bonferroni, considerando P<0.05, como significante.
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4 RESULTADOS

4.1 Andlises histolégica e estatistica

Os neurdnios que enviam fibras nervosas para a mucosa gengival
foram claramente identificados através da fluorescéncia azulada emitida a
partir do corpo celular (Figuras 1C e 1D), quando analisados no comprimento
de onda de 520 nm. Estes neurdnios apresentam pequeno didmetro quando
comparados com o di@metro dos neurdnios ndo marcados (Figuras 1C" e 1D’).
Os neurdnios que inervam a gengiva estavam localizados na divisdo maxilar do
gdnglio trigeminal, sendo que alguns poucos estavam distribuidos na transicdo
com a divisdo mandibular.

Os neurdnios imunorreativos a SP foram faciimente identificaveis
pela forte fluorescéncia emitida de seus corpos celulares e do prolongamento
axonal proximal (Figuras 1A e 1B). Uma parcela considerdvel destes neurénios

exibiu imunorreatividade a SP no grupo controle (27+6%).
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Os animais do grupo com gengivite nGdo mostraram diferenca
estatisticamente significante (30£2%; P>0.05) na porcentagem de neurdnios do
ganglio trigeminal que exibiram imunorreatividade a SP, quando comparados
com o grupo controle (Figura 2). Por outro lado, a porcentagem de neurdnios
imunorreativos a SP no grupo gengivite e simpatectomizado aumentou
significantemente (44+4%) em comparagcdo com os grupos controle (P<0,05) e
gengivite (P<0,05) (Figuras 1C" e 1D"; Figura 2). Estas mesmas avaliacoes,
quando normalizadas a partir do grupo confrole, mostraram um aumento mais
significante no grupo gengivite — simpatectomizado quando comparado com

0s grupos controle (77+x8%) e gengivite (49+10%) (Figura 2).
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Figura 2. Grdfico mostrando a variacdo em porcentagem de neurbnios que
enviam fibras nervosas a gengiva e que exibem imunorreatividade a SP,
normalizados a partir do grupo controle. Os dados normalizados foram
submetidos a andlise de variGncia (ANOVA) para dados ndo pardmetricos e
pos teste de multipla comparacdo de Bonferroni, considerando P<0,05 como

significante. * P<0,05.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo averiguou a participacdo da inervacdo
simpatica na expressdo do neuropeptideo nociceptivo substéncia P (SP) no
gdnglio tfrigeminal de ratos, submetidos a inducdo experimental de gengivite no
primeiro molar superior esquerdo. Para isso, os animais foram divididos em trés
grupos: grupo confrole (grupo |), cujos animais receberam apenas deposicoes
do neurotracador retrogrado “true blue”; grupo gengivite (grupo Il), cujos
animais receberam deposicdoes do neurofracador e de carragenind; grupo
gengivite-simpatectomia (grupo lll), cujos animais foram submetidos a remogdo
cirirgica do gdanglio cervical superior e posteriormente receberam deposicoes
do neurotracador e de carragenina. Os resultados foram obtidos a partir da
andlise de I&minas do gdnglio frigeminal submetidas a imunofluorescéncia
indireta.

A substé@ncia carragenina foi utilizada como indutor inflamatério
no presente estudo. A carragenina € um polissacarideo linear sulfatado extraido
de uma alga marinha, principalmente Chondrus crispus, e tem sido utilizada
como uma gelatina ou aditivo alimentar como fungdo de estabilizante ou
clarificante de bebidas, além de uso medicinal (FAO, 1990). Seu mecanismo de
acdo é extremamente complexo, e envolve uma série de mediadores, tais
como, histamina, serotonina, vdarias cininas, leucotrienos, prostaglandinas (DI
ROSA, et al, 1968; DI ROSA, 1972), além do envolvimento da ciclo-oxigenase
induzida (COX-2) (SEIBERT et al., 1994) e oxido nitrico (SALVEMINI et al, 1996). E €
interessante salientar que esta substncia ndo tinha sido ainda, utilizada em
estudos para inducdo de gengivite em ratos; apesar de ser comumente
empregada nos estudos de processos inflamatdrios agudos localizados, em

locais como a derme, articulagdes sinoviais, trato respiratdrios e urindrio



24

(SCHAIBLE et al., 1990; SCHAIBLE et al., 1994; LUNDBERG et al., 1996). E sabido
que a inflamacdo induzida pela carragenina na pata de ratos atinge o seu
pico trés horas apods sua administracdo, quando a resposta vascular € mdxima
e, a migracdo celular atinge seus maiores niveis. O infilfrado inflamatdrio nessa
fase caracteriza-se pela predominé@ncia quase que absoluta de
polimorfonucleares neutrdfilos (DI ROSA, 1972). Por outro lado, a evolucdo do
processo inflamatdério agudo para crénico induzido pela carragenina, difere
significantemente da evolucdo cldssica, sendo caracterizada pela presenca de
infilfrado inflamatério crénico constituido de células mononucleadas
macrofdgicas e uma discreta parcela de plasmocitos (DI ROSA, 1972;
RHADAKRISHAN et al., 2005; TESSER — VISCAINO et al., 2009).

Sabe-se que a inervacdo simpdtica estd presente nas estruturas
bucais como, por exemplo, na polpa dental e nos periodontos de revestimento
e sustentacdo, e deriva do génglio cervical superior (ANNEROTH e NORBERG,
1968; POHTO e ANTILA, 1972). Fibras pds-ganglionares simpdticas se unem ao
nervo trigeminal em seu gdnglio, a partir do qual acessam tais regides, através
dos ramos maxilar e mandibular do nervo trigémeo. Entretanto, hd pouca
énfase na parficipagcdo do sistema nervoso simpdtico na inervacdo das
estruturas dentais e periodontais, 0 que pode ser parciaimente explicado pela
pequena proporcdo de fibras simpdaticas nessas estruturas (CHRISTENSEN, 1940;
BAUMANN et al., 1976); Feher et al. relata que no dente de um adulto, por
exemplo, as fibras simpdticas ndo representam mais que 10% das fibras nervosas
totais. Talvez, por isso durante algum tempo considerava-se minimos os efeitos
da inervacdo simpdtica sobre estas estruturas dentdrias (EDWALL et al., 1985;
FRIED et al., 1988; WAKISAKA, 1990; FRIED, 1992). No entanto, experimentos
demonstraram que a noradrenalina (um dos principais neurotransmissores
simpdticos) exerce importante papel no controle do fluxo sanguineo intra-

pulpar causando diminuicdo deste fluxo (TONDER e NAESS, 1978; EDWALL et al.,
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1985; KIM, 1985), o que prova que a inervacdo simpdfica tem papel
vasoconstritor na polpa dentdria.

O papel modulador do sistema nervoso simpdtico sobre o
processo inflamatdério tem sido bastante estudado e ainda ndo estd
completamente elucidado. Neste aspecto, € importante observar a relagcdo
enfre o sistema nervoso simpdtico e o sistema imune. Estudos nas Ultimas
décadas tém demonstrado o funcionamento em conjunto do sistema nervoso e
do sistema imune, de forma que o sistema nervoso Ndo apenas recebe
informacdes do sistema imune, mas também modula seu funcionamento
(ELENKQV et al., 2000). Dessa forma, o sistema nervoso simpdatico atua como a
interface entre o sistema nervoso e o imune. (MADDEN et al., 1995; TADA, 1997;
STRAUB et al., 1998; DOWNING e MIYAN, 2000; ELENKOV et al., 2000; BEDOUI et
al., 2003).

Por sua vez, a resposta imune € um evento complexo e muitos
estudos tém mostrado que o sistema nervoso simpdatico (SNS) atua sobre ela em
diversos estagios. Geralmente o SNS exerce efeito inibitério sobre a resposta
imune e inflamatdria (BESEDOVSKY et al., 1979; DEL REY et al., 1981; KRUSZEWSKA
et al.,, 1995; DE LUIGI et al., 1998, NAGATOMI et al., 2000), apesar de que em
condicdes experimentais, a noradrenalina pode ter papel pro-inflamatorio,
dependendo de fatores como a presenca de determinados receptores
especificos nas células imunes, a natureza do agente infeccioso e a idade do
sujeito (TIEGS et al., 1999; ELENKOV ef al., 2000; SAGIYAMA et al., 2004). De forma
geral, o SNS tem acdo antiinflamatdéria, além de exercer acdo moduladora
sobre certos par@metros funcionais dos neurdnios sensoriais durante o processo
inflamatdrio e ter importante papel sobre o contfrole dos mecanismos de
homeostase.

No presente trabalho, a influéncia do SNS foi verificada a partir da
comparacdo da quantidade de neurbnios imunorreativos a substéncia P (SP)

em animais simpatectomizados e ndo-simpatectomizados. Os animais, cujo



26

ganglio cervical superior esquerdo havia sido removido, mostraram um quadro
de inflamacdo mais acentuada. Foi possivel observar macroscopicamente,
através de inspecdo clinica com microscopio estereoscoépico cirdrgico que a
margem gengival desses animais apresentava sinais claros de inflamagcdo mais
severa quando comparado com O grupo gengivite.

Nos animais simpatectomizados (grupo lll), os cortes do ganglio
trigeminal apresentaram maior proporcdo de neurbnios imunorreativos a
substancia P em comparacdo com os grupos | e Il (p>0.05). Isto demonstra que
nestes animais (grupo lll) o processo inflamatdrio foi mais exacerbado que nos
demais grupos devido a auséncia do efeito antiinflamatério da inervacdo
simpdtica. Processos inflamatdrios gengivais induzem um aumento na
concentracdo de SP no fluido crevicular, mostrando que existe uma
participacdo efetiva deste peptideo nos tecidos gengivais, atuando como um
agente da inflamacdo neurogénica (BARTOLD et al., 1994; LINDEN et al., 1997;
HANIOKA et al., 2000; PRADEEP et al., 2009). Possivelmente, hd um aumento na
liberacdo de SP nos tecidos gengivais dos ratos simpatectomizados, haja vista o
processo inflamatdrio foi mais severo, como comprovado através da andlise
comparativa dos cortes histologicos da gengiva dos animais dos diferentes
grupos experimentais.

Um estudo complementar sobre a evolucdo do processo
inflamatdrio gengival induzido pela carragenina estd sendo desenvolvido pelo
Nosso grupo de pesquisa, com o intuito de caracterizar seu emprego como
indutor de gengivite e periodontite; avaliando suas vantagens e desvantagens
em relacdo aos métodos utilizados atualmente, como fio de sutura entre outros,
gue resultam em um quadro extfremamente agressivo e sem paralelos na clinica

odontoldgica.
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6 CONCLUSOES

A inervacdo simpdtica mostrou ser importante em manter a
porcentagem de neurdnios imunorreativos a SP do gdnglio trigeminal que
inervam a mucosa gengival durante a inducdo experimental da gengivite;
corroborando com estudos que demonstraram que a inervacdo simpdatica atua

como um modulador antiinflamatério nos érgdos-alvo de inervacdo.
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