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RESUMO

O objetivo do presente estudo munohistoquimico foi avaliar a presenga ¢ mudancas nas
concentragdes dos neuropeptideos (neuropeptideo relacionado com gene da calcitonina,
pelipeptideo intestinal vasoativo e substincia P) em tecido 6sseo saudavel e em tecido
osseo da pertodontite induzida por ligaduras em ratos. Vinte e um ratos (Rarfus
norvegicus, Albinus, Wistar) machos, adultos, com peso variando de 200 a 300 gramas ¢
com aproximadamente 100 dias de idade, originanos do Biotério da Universidade
Federal de Juiz de Fora, foram selecionados. Os ratos nfo apresentaram alteragBes
sisiémicas. A doenca periodonial foi induzida através de ligaduras de seda, colocadas ao
redor do 1° molar inferior esquerdo. As ligaduras foram mantidas durante 14 e 28 dias.
O lado direito, sem hgadura, serviu como lado controle. O exame radiografico foi
realizado para constatar a perda ossea do lado experimental. Sete animais foram
sacrificados nos dias zero, 14 e 28. Os animais foram alimentados com ragio para ratos (
Purina® ) e agua "ad libitum”. Os animais foram anestesiados por via infrapentoneal
com Hidrato de Cloral a 10% na dosagem de 0,3 @/Kg de peso corporal. Area
expermmental, era necessario a apresentaco de mmagem radiografica compativel com
perda GOssea na crista Ossea alveolar. A regidio contra-lateral, sem ligadura, fo1
considerada 4rea controle. As biopsias foram preparadas pela téemica da
imunohistogquimica e analisadas em microscopio Optice com aumento de 200X e 400X
Os resultados indicaram a presenga do neuropeptideo COGRP e VIP em ostedcitos €
psteoblastos do tecido 6sseo saudavel e em ostedeitos e osteoblastos do tecido dsseo da
periodontite induzida por ligadura, ao redor de vasos sangiineos e nervos. Aos 14 dias
ndo foi possivel observar diferencas significativamente estatisticas entre as areas
controles € experimentais. Aos 28 dias foi possivel detectar, nas dreas experimentais, sua
presenca nas mesmas regides que nas dreas controles em quantidade menores (p<0.03)
dos neuropeptideos CGRP ¢ VIP em ostedcitos e osteoblastos. O neuropeptideo SP ndo
foi demonstrado, tanfo nas dreas experimentais como nas areas controles. Estudos

adicionais s30 necessarios para mapear esses neuropeptideos nos demais tecidos do



periodonto para verificar as alteragles quantitativas nesses € outros neuropeptideos, €

esclarecer o possivel papel no processo patogénico da doenga periodontal.




ABSTRACT

The aim of the present impunohistochemical study was to demonstrate the present and
change in concentration of neuropeptides (calcitonin gene-related peptide, vasoactive
intestmal peptide and substance P) in healthy bone and in bone associated to ligature
mduced pertodontitis in rats. Twenty one adult male rats (Rathus novergicus, Albinus,
Wistar), weighted between 200 and 300 grams, 100 days old, were selected. The rats
should not have any systemic disease. Periodontal discase was induced with silk
ligatures, placed around the left lower molar. The ligatures were left in place for 14 and
28 days. The right lower molar was the control side, without ligatures. Rx was done at
axperimemal and control areas, The experimental areas presented radiographical bone
loss, while the control areas didn’t present radiographical bone loss. 7 animals were
sacrificed on days 0, 14 and 28. The animals were feeded with rat food (Punna®) and
water “ad libitum”. The animals were anesthetized with 10 % “hidrato Cloral”, 0,3g/kg
of body weight. Bone loss should be observed radiographically at the experimental area.
The biopsies were prepared with imunohistochemical techniques and analyzed under
light microscopy, with magnifications of X 200 and X 400. The results showed the
presence of neuropeptides CGRP and VIP in osteocytes and osteoblasts of healthy bone
fissne and bone tissue from ligated areas, and around blood vessels and nerves. At 14
days, there was no statistically significant difference in CGRP and VIP between
experimental and control areas. At 28 days CGRP and VIF were significantly decreased
in experimental areas when compared to control areas (p<0,05). Neuropeptide SP was
not detected, either in experimental or control areas. Further studies are necessary to
map the distribution of these neuropeptides in the other periodontal tissues to observe
their quantitative levels, and clarify their possible role in the pathogenic process of
periodontal disease.
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1- INTRODUCAO

A doenca periodontal € placa dependente (LOE et al.,1965). No
entanto, sua patogénese pode envolver iniimeros mecanismos, incluindo vérios
componentes da resposta do hospedeiro (requisi¢do de componentes do soro,
liberac8o de subsiancias vasoativas, recrutamento de celulas inflamatorias,
ativacdo de fagocitos e secregdo local de mediadores inflamatorios,
imunoglobulinas e alteragdo de neuropeptideos Iocais)., sendo que cada um
apresenia potencial de informacao diagndstica em relacdo ao estado de salde
ou doenca periodontal (OFFENBACHER, 1993).

A inervacdo gengival vem sendo esfudada por inumeros
pesquisadores através de diferentes técnicas. Métodos de impregnacéo de
metal e microscopia eletronica (BERNICK,1657; DIXON,1962) revelam a uitra
estrutura nervosa da gengiva, epitélio humano (BERNICK, 1957, DIXON, 1862,
LUTHMAN et al,1988) e gengiva de rato (MARTINEZ & PEKARTHY,1974;
MAEDA et al.,1987).

Estudos imunohistoguimicos t&m sido utilizados para detectar a
distribuicdo de marcadores neuronais nas gengivas de ratos (WAKISAKA et
al.,1985; LUTHMAN et al,1988) nos vasos sanglineos gengivais de gatos
(EDWALL et al,1985) e na gengiva humana (BERNICK,1957; TEIXEIRA,

1997). Estudos indicam a evidéncia de peptideos ativos biologicamente e outros
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marcadores neuronais descritos tanto em fibras nervosas quanto em elementos
celulares (GUYTON,1982). As sinapses no sistema nervoso c:e'ntral, em sua
maioria, 8o quimicas, utilizando-se de substancias neurotransmissoras
capazes de excitar o neurdnio, inibi-ic ou modificar sua sensibilidade. Destaé
substéncias, algumas s&o mais conhecidas como a acetiicoling, noradrenaiinag,
histamina e a serotonina. No entanto, outras s&o menos conhecidas, mas com
funcbes ainda em estudo e, ao que tudo indica, relevantes dentro do process@
inflamatério como os neuropeptideos CGRP, VIP, SP (BARTOLD et al.,1994).

O Polipeptideo Intestinal Vasoativo (VIP) tem sido encontrado na$
fibras parassimpéticas junto com a acetilcoling, a Substancia P (SP) e ca
Polipeptideo Réiacionado com ¢ Gene da Calcitonina (CGRP__) coexistinda né
subpopulac@o de neurdnios no sisterna nervoso sensorial (EKBLAD et al.,1984§;
UDDMAN et al.,1985). Além disso, alteracBo na distribuicio de marcadg:e§
neuronais foi observada em gengiva humana com hiperplasia por feni_toina;
(LUTHMAN et al,, 1888). |

Os neuropeptideos si@o substlncias que interagem com 08
neurctransmissores Acetilcolina (ACH) e Noradrenalina (NA) na pré ou p6$
juncdo sinaptica. Eles estio relacionados com os nervos sensoriais (SP e
CGRP, interagindo com ATP e NA) e com os nervos motores autbnomos (VIP,
interagindo com ACH) (FURNESS et al., 1982, BARJA et al.,1983; GIBBINS e%t
al.,1985: TERENGHI et al,1986). S#o encontrados em vesiculas iso{adas_;,
proximos aos demais neurotransmissores. Sua fungdo € atuar como um

modulador, aumentando ou diminuindo a quantidade de transmissores




12

fiberados, ou como um modulador pds jungéo, por alterar o tempo de curso ou
extensdo das agbes do neurotransmissor (BURNSTOCK, 1887).

Neuromodulador & uma substdncia que modifica o processo de
neurotransmissao. Ele pode atuar como um modulador na pré-ungdo, por
diminuir ou aumentar a quantidade de transmissores liberados pelos varicositios
nervosos, ou pode atuar como um modulador pés-juncio, por alterar o fempo
de curso ou extensac da agéo do neurotransmissor (BURNSTOCK 1987).

Os neuropeptideos podem estar envolvidos no mecanismo (trophic)
de longo termo de crescimento, diferenciacio e regeneracdo dos tecidos
efetivos ou no modelo de crescimento e orientacdo de nervos durante o
desenvolvimento e regeneracio tecidual (BURNSTOCK,1981; DHALL et
al., 1986).

Os neuropeptideos sdo produzidos como parle de grandes moléculas
protéicas pelos ribossomos no corpo celular. Apds a sintese, sio transportados
para o reticulo endoplasmatico e posteriormente sio levados para o aparelho
de Golgi, onde ocorrem modificactes (estas moléculas proteicas séo clivadas
em fragmentos menores, liberande o proprio neuropepiidec ou um precursor.
No aparetho de Golgi o neuropeptideo € empacotado em pequenas vesiculas,
gue s&o soltas no citoplasma). Essas vesiculas entram no fluxo axdnico e
caminham até a extremidade da fibra nervosa {telodendro, regifio da sinapse
nervosa), onde liberam seu neurotransmissor. Quantidades muito pequenas
destes neurotransmissores sao liberadas. Eniretanto, isso € compensado por

sua poténcia que chega a ser mil ou mais vezes superior & dos transmissores
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de molécula pequena, como a serofonina e a acetilcolina (responsaveis pela
vasoregulagdo). Os neuropeptideos possuem também como -impoﬁ*anté
caracteristica sua agdo muito mais prolongada, quando comparados com outras
substéncias neurotransmissoras (BARTOLD et al.,1994).

As substancias CGRP, VIP ¢ SP atuam influenciando o sistema
nervoso e podem estar associadas tanto & patogénese da reacao inflamatéria
(neurogenic inflamation) como também ao metabolismo 6sseo (KIERMAN, 19?5;
PANERAI & SACERDOTE, 1993). O sistema nervoso central pode influenciar
diretamente no sistema imunologico. A substéncia VIP atua na homeostase e
faz a mais importante ligacdc entre ¢ sistema nervoso e o Emnno!’c‘:gic’é
(PANERAI & SACERDOTE, 1983). Estes indicativos mostram uma presenc;a-'d'é
substéncias pré-inflamatérias, tais como o neuropeptideo P (SP) e sensc:riai$
aferentes primarios mediando a reacfo inflamatéria (GAZELIUS et al,, 1987}.
Outrossim, o sistema nervoso simpatico pode também contribuir paré
muda:{;:as fisiologicas da inflamagdc e a regulagdo do metabolismo dsseo
(LEVINE et al.,1985). O processo de desnervamento- pode influenciar a
cicatrizac@o o0ssea (KJARTANHSON & DALSGAARD, 1887, OFFENBACHER &
COLLINS, 1993).

Existem varios modelos de estudo de palogenia em animais. Um dos
mais conhecidos é o da periodontite induzida por ligaduras. Esse modelo fcéi
avaliado por JOHNSON (1975) e SALLUM (1982) em ratos, LINDHE &
SUAMBERG (1974) & KARRING et al. (1993) em cdes, PAGE (1991} em

rmacacos, FISCHER (1993) em furbes e PAGE & SCHOROEDER (1982) ef‘b
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oulros animais. Mesmo assim, ©0s modelos animais ndo podem ser
considerados como ideais, pois 08 mesmos ndo reproduzem a patogenia,
evolucdo e severidade das doengas periodontais de forma idéntica & dos
humanos. Entretanto, sao de grande valia, pois podemos obter um modelo
experimental do processo da doenga periodontal mais controlado, além de ser
possivel produzir defeitos de iguais dimensdes, executar bidpsias do periodonto
de sustentacdo. Em ratos as condigOes anatémicas, fisioldgicas e imunoldgicas
sé&o bem préximas dos humanos. Através da colocagdo de ligadura ao redor do
dente, o acimulo de placa bacteriana pode desenvolver uma inflamacio inicial
e, posteriormente, com a progressao da inflamagao, ocasionar uma periodontite
(PAGE & SCHOROEDER, 1982).

O objetivo do presente estudo imunohistoguimico € avaliar a
presenca e as mudangas nas concentracdes dos neuropeptideos (CGRP, VIP,
SP) em tecido 0sseo saudave! e em fecido Gsseo da pericdontite induzida por

ligadura em ratos.



REVISAO DA LITERATURA



2-REVISAOQ DA LITERATURA

KIERMAN (1975), BURNSTOCK (1977) e PERNOW (1983) indicam
que as substancias P e ATP podem ser liberadas dos nervos sensoriais durante
o impuiso antidrébmico para promover interactes locais, € o ATP pode induzir
producio local de prostaglandinas.

LUNDEBERG (1981), LEE et al. (1985), UDDMAN et al. (1985),
relatam que os peptideos CGRP e SP iém sido mostrados em terminais
Nervosos sensonais em nervos perivasculares.

BURNSTOCK (1981) e DHALL et al. (1986) demonstram que as
substéncias P e CGRP podem estar diretamente relacionadas com o
crescimento, diferenciagio e regeneracdo dos fecidos ou com o modelo de
crescimento e orientacdo de nervos duranté o desenvolvimento e regeneragao
tecidual. |

FURNESS et al. (1982), BARJA et al. (1983), GIBBINS et al. (1985},
TERENGHI et al. (1986) relatam que o8 neurcpeptideos SP e CGRP sio
substéncias que interagem com os neurotransmissores ACH, NA na pré ou pés
juncéo sinaptica, e estes, estdo relacionados com os nervos sensoriais, onde a
substancia P e CGRP estio interagindo com ATP e NA

LEVINE et al. (1985) demonstraram que a substancia P (SP) contida

em fibras eferentes nociceptoras numa arficulagio desenvolve artrite mais
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severa, sugerindo a participac@o da 8P na injlria articular. A evidéncia direta dé
que ¢ fator favorecedor da inflamacao liberado pelos nocicepiores € a SP, &
demonstrada pela evidéncia encontrada de gue injegles de SP num}a
arficulagdo aumentam a severidade da arfrite naquela articulagéo. Mostrarar?x
ainda claramente que elementos aferentes periféricos e do sistema_ nerjvoszgo
simpatico contribuem para as manifestacdes clinicas da artr.ite experim_en_talgl.
Estés estudos sugerem que a interrupgao cirdrgica ou funcional da inervag;éé_c:
para a articu!agéo pode tomar-se clinicamente Gtil em d.oe_ng:a_s_com a artritée
reumatodide. Ainda que a patogenia da doenga n&o possa ser _ait_eradé,_
interferindo ﬁa base patologica da inflamacio, pode ser pc_;s_s_ivef__ _a!iviér
signiﬁcatiyamente a severidade dos sintomas ou da injaria articular.

LEVINE et al. (1985) evidenciaram que fibras periféricas e‘f'er_en’_tgs__ e
do sistema nervoso simpatico contribuem para manifestagdes clinicas c_ia &};’_t_l_‘ité..

STANISZ et al. (1987) concluiram que as substéancias ViP _e_S_é?
atuam influenciando o sistema nervoso. Concluiram também, que 08 nervos e
og fatores que regulam o crescimento tecidual e substancias dos tecidés
nervosos podem ter profundo efeito sobre as células do sistem_a imunolégico e
que o sistema nervoso central pode diretamente influenciar a imunidade. |

BURNSTOCK (1987} relata que a neuromoduiacio, assim como a
neurofransmissdo, ocorrem numa Jungio neuromuscular _vascular. _Ugn
neuromodulador € definido com uma substancia que modifica O processo cﬁe
neurotransmissao. Ele pode atuar como um modulador pré-jiungéo s_ine’z_pticé:a

(aumentando ou diminuinde a quantidade de transmissores liberados peité)s
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varicositios nervosos) ou como um modutadar pés-juncéo sindptica por alterar o
tempo de curso ou extens@o da acfo do neurotransmissor. Afirma também,
ocorrer fala cruzada (cross talk) entre os peptideos SP e CGRP {em nervos
sensoriais) e VIP (em nervos motores autdnomos) com NA, ACH e ATP. Por
exemplo, a interacdo da substdncia VIP com a ACH em nervos
parassimpaticos. O VIP é liberado dos mesmos nervos, especiaimente sob
freqliéncias de alta estimulagdo, para produzir vasodilatag@o marcada. Ele atua
comn um neuromodulador para ganhar, substancialmente, o efeito pds-juncao
sinaptica da ACH na secrecso da célula acinar € a liberar a ACH das vesiculas
nervosas via receptores pré-juncio sinaptica.

LUTHMAN et al. {1988} evidenciaram a presencga da substéncia P e
CGRP nos nervos sensoriais. Us nervos da inervaggo auténoma tém mostrado
imunorreatividade para ¢ polipeptideo intestinal vasoative (VIP), CGRP & SP.
{Os outros autores indicam que fibras varicosas nervosas imunorreativas para
CGRP ou SP foram encontradas na lamina prépria, usualmente na vizinhanga
do epitélio. Contudo, algumas vezes foram enconiradas nas partes basais do
epitélio. As fibras positivas para CGRP tém uma distribuicdo similar, isto &, em
tormno dos vasos sangliineos. No entanto, foram observadas fibras SP isoladas
na lamina propria e, em muitas veias, préximas ou no epitélio, sem conexao
gbvia com vasos sangilineos. Tanto SP como CGRP tém sido observados na
pele humana, onde tém uma funcio sensorial. Nao foi possivel determinar onde
SP & CGRP coexistem na fibra nervosa, mas a distnbuicio das fibras

imunorreativas indicam gue SP e CGRP estdo localizadas juntas na fibra
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nervosa sensoriat gengival.

LUTHMAN et al. (1988) mosfraram que & gengiva humana ccm
hiperplasia induzida por fenitoina, apresenta a vista uma inervacdo menc;s
densa de fibras neurofilamentos imunorreativas, embora nenhuma madiﬁcagéo
dbvia possa ser observada pela ocorréncia dos neuropeptidens SP e CGRP.

LUNDEBERG et al. (1989) demonstraram a presenca cioé
neuropeptideos na inervagdo simpética e parassimpatica perivascular. |

NARHI (1989) mostrou a presenca dos neuropeptideos na reagé’ib
inflamatéria da polpa, através da ativacdo de nervos simpaticos por receptore‘és
sensoriais intradentais. '

LUTHMAN et al. (1989) encontraram fibras nervosas imuno-reativafs
para neuropeptideos densamente distribuidas e mais profundamente no te‘citi&
conjuntivo de sitios periodontais afetados. .

RAMIERI et al. (1990) observaram a rica inervacio gengival em
dreas sspecializadas do figamento periodontal, sua distribuicBo durante a
erupcao dental e durante a doenga periodontal.

ITOTAGAWA (1990) encontrou numerosas fibras contendo
neuropeptideos no tecido conjuntivo da mucosa do palato duro, aigumas;
penetrando no epitélio. Na gengiva, encontrou especiaimente no suico, abaixé
do epitélio juncional e ao redor de vasos sangtliineos na mucosa do palato duro.f

OFFENBACHER et al. (1993) mostraram gque a patogénese da
destruicdo dos tecidos periodontais envolve uma sequéncia de ativag‘.éé

originada de vérios componentes da resposta do hospedeiro, cada uma deiaé
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podendo potencialmente fornecer informacbes que dizem respeite ao estudo da
satide ou doenga dos tecidos periodontais. Os produtos produzidos localmente
na patogénese periodontal incluem 4 categorias, dentre elas: 1- produtos de
degradag8o tecidual, 2- marcadores de lise celular 3- destruicdo de tecido
conjuntivo 4- secrecio de mediadores inflamatoérios.

PANERAI & SACERDOTE (1993} afirmam que a substéncia VIP
pede induzir a quimiotaxia de mondcitos humanos, O efeito dos polipeptidecs é
mediado por recepiores especificos que foram demonstrados serem idénticos
aos receptores cerebrais. Demonstram, também, que as concentracbes de VIP
nas células monucleares do sangue periférico ndo aumentavam com a idade
nas pessoas examinadas entre 20 a 99 anos. Os autores relatam que a
importancia da substancia VIP na homeostase € a mais importante ligacao
entre o sistema nervoso e o imunoldgico.

HEYERAAS et al {1993) evidenciaram que © dente e os tecidos de
suporte nséc abastecidos por nervos vindos do ganglio trigeminal e por nervos
simpaticos. identificaram também que o ligamento periodontal esta ricamente
suprido com fibras nervosas apicais, laterais e no 0sso alveolar, estendendo
nervos adiacentes para o cemento celular radicular.

FRISTAD et al. (1994) concluiram que 08 nervos imunoreativos para
os neuropeptideos 8P e CGRP seguem a mesma distribuicio e
desenvolvimento cronomeétrico das estruturas dentais.

SUGAYA et al. (1995) relataram que fibras nervosas na gengiva ndo

tém somente fungbes somatosensoriais e nociceptivas, mas iambém de
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colaborar na regulagdo do processo inflamatério. Citam também que as ﬁbra'?.s
nervosas sensoriais sdo especialmente mais numerosas no epitélio juncionat dé)
gue no igamento periodontal.

NOREVALL et al. (1995) mostraram que o ligamento periodontal ferfn
duas fungdes importantes: a transmissdo de impulsos nociceptivos centrais e
liberagdo de neuropeptideos periféricos.

TEIXEIRA et al. (1997) demonstraram a presenca dos
newropeptidecs CGRP, VIP e SP em sitios saudaveis e em sitios com doeng:é
periodontal. Demonsiraram, tambeém, que 0s neuropeptideos -estav'arin
diminuidos gquantitativamente nos silios experimentiais quando comparado%s

com Os sitios controles.
2.1.- Inflamagdo

LINDHE {1989} demonstrou gue 08 mediadores enddgenos d}a
inflamacdo e suas fungbes estao relacionados com as seguintes substéﬁéia;s
dentre outras: histaminas (aumento da permeabilidade e vasodilatagéo), cininaés
(relaxamento e contracio da musculatura lisa dos vasos, aumento da
permeabilidade vascular, migracio de leucdcitos e dor), sistema complemenféa
{mobilizacdo, aderéncia, quimiotaxia de leucocitos, produgdo de linfociné,
reabsorgdo 0ssea), prostaglandinas (vasodilatacdo, permeabilidade celular, do},
reabsorgio ossea, modulagio de leucdcitos), efc. .

CARRANZA (1992) descreveu gque reagles imunes sdo respostas de
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protecdo do hospedeiro a presenca de substancias, como bactérias e virus.
Estas s&o denominadas: tipo | (anafilaxia: quando anticorpos, IgE e IgG, podem
sensibilizar os mastocitos para reagbes de hipersensibilidade, gerando a
liberacio de compostos vasoativos das células sensibilizadas, causando
respostas inflamatOrias e induzindo a destruicdc tecidual da doenga
periodontal), fipo H {citofdxicas: anticorpos, IgG e 1gM, ativam o sisiema
complemento, ocasionando lise celular, leséo tecidual pelo aumenio da sintese
e liberagdo de enzimas lisossdmicas dos PMNS revestidas com antigeno), tipo
W {reacdo de Arthus: guando existem elevados niveis de antigeno, fazendo
com que haja precipifacio dos complexos, levando a lesdo tecidual. Pela
atracdo de neutrdfilos que fagocitam estes complexos e liberam substéncias
danosas a¢ tecido), tipo IV (reacfes mediadas por células gue tém como
caracteristicas: infiltrado de PMNs, desiruicdo de tecido conjuntivo normal) ¢
reagles por citotoxicidade celular dependente do anticorpo.

CARRANZA (1992} relatou a importancia do fluido sulcular (agéo
protetora), da permeabilidade do epitélio, dos leucdcitos (predominantemente
neutréfilos, com capacidade fagocitica e destrutiva) e da saliva (eliminacdo de
acidos produzidos pela placa, controle da atividade bacteriana, contem
anticorpos reafivos para placa e lisosima) na resisténcia a placa e a injurias
mecanicas.

WILSON & KORNMAN (1998) relataram que a resposta inflamatoria
& uma seqiéncia de reacdes vasculares e celulares que caracterizam a reagéo

do organismo a uma injiria. Sendo assim; rubor e calor (devido a um aumento
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do fluido sangliinec na area), tumor {devido ao movimento do fluido -vascu!ér
para tecidos exiravasculares), dor (devido a liberaggo de mediadorés
neurogénicos na area inflamada) e, por altimo, a perda de funcéo, sao 0s sinais
gque caracterizam a reacdo inflamatdria. Os eventos vasculares sééca
caraclerizados, principalmente, por aumento ou diminuicdo da -permeabilidadfe
vascular, liberagdo de histamina, bradicinina e plasmina por células de defesé,
como os mastécitos e o aumento do numero de neutrGfilos circuianté

caracteriza a resposta celular.
2.2- inflamacgdo Neurogénica

COHEN-COLE et al. (1981) observaram que havia relacao entre umé
vida estressante e as doengas gengivais agudas, demonsirando qué
depressfes {ransitérias da guimiotaxia para neutréfilos no sangue periférico er;%*t
pacienjfes com GUNA (Gengivite Ulcero-Necrosante Aguda), havendo aument%:
da susceptibilidade a doenga periodontal.

SHEPHERD et al. (1988) concluiram que procedimentos de sedax;éé
diminuem os parametros laboratoriais do esiresse emocional, pela mensurag:éé
dos sinais vitais, trocas no soro e do horménio de crescimento humano. .

GENCO (1992) concluiv que o0s neuropeptideos tém papeéi
importante no estresse, mediando mecanismos de defesa do hospedeiro n§
eixo psico-neuro-imunoldgico. A avaliago do papel do estreséé g estados dé

angistia, pareados com medidas de anormalidades nervosas, endécrinas ou
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imunoldgicas em pacientes com severas formas de doenca periodontal talvez
fornegam como objetivos bésicos para a identificacio dos individuos com risco
de desenvolver uma doenca pericdontal.

MURAYAMA et al. (1994) citaram 0 papel do estresse psicolégico na
GUNA, sugerindo efeitos psicossomaticos no periodonto, através do sistema
neurc-endocrinoc-imune.

HART et al. {(1994) concluiram que a defesa do hospedeiro e a
resposta inflamatéria s8o controladas e ampliadas por receptores. Os PMNs
tém receptores de catecolaminas para neuropeptideos e glucocortictides. Nos
periodos de estresse, seus niveis aumentam. Assim, interagfes entre o sistema
imune e o sistema nervoso talvez sejam significantes nas doengas periodontais.
0 estresse atua na alteragdo da resposta dos PMNs as bactérias
pericdontopaticas, entdo, fatores ambientais e © estresse estdo correlacionados
com as doencas periodontais.

BARTOLD et al. (1994} tinham a hipttese de gue a inflamacio
neurogénica talvez haja complicando ou modificando a doenga periodontal.

SUGAYA et al. {(1995) relataram que fibras nervosas sensoriais na
gengiva tém ndo s funcles somalosensoriais e nociceptivas, mas também
colaboram na regulacéo inflamatoria e na resposta imune, através da ltheracao
de neuropeptideos. Sendo assim as regides que séo afetadas pela inflamagao
neurogénica (liberacéo de neuropeptideos e substéncias com vérias fungbes
inflamatériag) dependem das ramificacBes nervosas.

Sugeriram tambem que a inflamagao gengival possa ter aigumas
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causas que incluem resposta vascular e inflamag8o neurogénica. O epité!i?o
juncional @ um sitioc de atividade de defesa contra a infecgio -beicteriané,
processo que talvez seja regulado pela densa inervacdo peptidérgica nesﬁe
tecido. Concluiram, também, que fibras nervosas trigeminais fornecem u:fn
substrato que facilita a difus&o da inflamacdo de um lado para outro da gengivéa

por Macanismos neurogénicos.
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3- PROPOSICAQ

O objetivo do presente estudo imunohistoquimico €& avaliar a
presenga € as mudangas nas concentragfes dos neuropeptideos (CGRP, VIP,
SP) em tecido dsseo saudavel e em tecido &sseo da periodontite induzida por

ligadura em ratos.



MATERIAL E METODOS



4-MATERIAL E METODOS

Vinte & um ratos (Raltus norvegicus, Albinus, Wistar) machos,
adultos, com peso variande de 200 a 300 gramas e com, aproximadamente,
100 dias de idade, origindrios do Biotério da Universidade Federal de Juiz de
Fora, foram selecionados. Os ratos ndo apresentaram alteragbes sistémicas,
Os animais foram alimentados com ragdo de ratos (Purina®) e agua "ad

fibitum”.

4.1~ INDUGCAOD DA DOENCA PERIODONTAL

Qs animais foram anestesiados por via intrapentoneal com Hidrato
de Cloral a 10% na dosagem de 0,3 g/Kg de pesc corporal, usando uma seringa
fipo Luer de 3cc. A doenca perivdontal {oi induzida através de ligaduras de seda
preto da marca Guiternam n® 10, Ligaduras foram colocadas ao redor do 1°
molar inferior esquerdo, e deixadas por 14 e 28 dias. A regido contra-lateral,

sem ligadura, foi considerada area controle.

4.2- EXAME RADIOGRAFICO E SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Exame radiografico periapical da area experimental e controle foram

feitos de cada animal, apds os animais serem sacrificados por inalagao de éter
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gtilico sendo suas mandibulas removidas, divididas na sinfise mentoniana Ege
fixadas em formol & 10% durante 24 horas.

As hemi-mandibulas foram posicionadas com a superficie lingual
sobre o filme radiografico periapical da marca Kodak Ep 21, com as cﬁspidés
vestibulares e linguais no mesmo plano horizontal.

O aparelho de Raio X utilizado foi o da marca Siemens Heiiodeﬁt
ajustado para 07TmA e 70 kVp e tempo de exposicio de 0,25 seg. a_uméa
distancia foco filme de 24 cm. |

O processamento radiografico foi efetuado empregando-se umf_a
processadora automatica modelo Level 360 da marca J. Morita, sendo usadés
solugbes de processamento da marca Kodak. |

Para andlise do nivel de perda ¢ssea foi utilizado um apareih%o
Ampligraph Castells®. As radiografias eram ampliadas 10 vezes, e a disténcié
da clspide meésio vestibular até a crista Gssea foi medida com. auxilio de um
compasso de ponta cega e régua milimetrada. As medidas foram em niiiimetr;

(MAIA, 1988).
4.3- COLETA DA AMOSTRA

Sete animais foram sacrificados nos dias zero (0), 14 e 28. Em
seguida, 2 bidpsias do periodonto de protecdo e sustentacdo de cada éreé;
experimental e controle foram removidas cirurgicamente de cada rato. Aé,

bicpsias foram removidas a 5§ mm da mesial do 1° molar até a distal do 2¢ molag_r




de cada area, usando-se para corte uma tesoura de tamanho médio. Nesse
momento, foi cbservado se as ligaduras permaneciam nas areas experimentais.
Apbs a refirada das bidpsias, os tecidos foram imediatamente, fixados em
paraformoldeido a 10% por um periodo de 24 horas. A seguir, os materiais
gxperimental © de controle enfraram na fase de processamento para

histopatologia e imunchistoquimica, conforme descri¢ao a seguir,
4.4- PROCESSAMENTO PARA HISTOPATOLOGIA & IMUNOHISTOQUIMICA
4.4.1- Fase da descalcificacao

As biopsias foram colocadas no descalcificador RDO (rapido
descaicificador osseo- Dako. Novacastra®), 3 partes de RDO para 1 de agua

desftilada, por 24 horas.
4.4.2- Fase da desidratagao

As bidpsias foram colocadas em banho de alcool absoluto durante 30
minutos, em uma estufa a 56 graus, repetindo-se esse procedimento (banho)

frés vezes.
4.4.3- Fase de diafanizacao

As bidpsias foram colocadas em banho de xilol durante 30 minutos

em uma estufa a 56 graus. Esse procedimento foi repetide por mais uma vez.
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4.4.4- Fase impregnacao de parafina

iniciada com um banho de parafina durante 1 hora em uma estufa a

60 graus, repetindo-se 0 mesmo procedimento mais uma vez.
4.4.5- Fase inclus&o do material .

Todas as bidpsias foram incluidas em blocos de parafina. Forafn
executados cortes histologicos seriados vestibulo-linguais até i:iué 63 mesmcé:s
apresenfassem foda a extensio da raiz mesial, ligamento e Processo aiveola@r‘
Apés o posicionamento ideal, 4 cortes com 5 um em cada bloco forarén
realizados. Apds 0s cories histoldgicos, uma [Amina experimental e uma iéminﬁa
controle de cada animal foi corada com procedimento pela hematoxilina e
eosina (HE) {BECAK & PAULETE,1976). Em seguida, outros {rés cortes das
bidpsias experimental e confrole foram preparados para a reacfo dé

imunoimistoquimica.
IMUNOHISTOQUIMICA

O preparo em imunuhistoquimica segue o roteiro subseqgiente. As

fases de 1 a 5 foram as mesmas realizadas para HE.
4.4.6- Filmagem das laminas

As ldminas foram colocadas em uma solugao de Aminbpropii—triethoki




Silano (SIGMA®) com o objetivo de aderir ¢ corte & [amina.

4.4.7- Solucio de filmagem

Na solucéo de filmagem foram seguidas as seguintes efapas:

12 Etapa- Preparo das laminas

A- Lavar com solugdo sulfocrdnica por 24 horas;

B- Lavar em agua correnie por 5 min;

C- Deixar em alcoo! absoluto por 24 horas;

D- Deixar secar em estufa a 37 graus por 10 min.
22 Etapa - Filmagem

A- Preparar 2 mi de Silano em 100 mi de acetona P.A.;

B- Deixar as laminas nesta solu¢ao por 2 minutos;

{- Lavar em agua destilada {para limpeza),

D- Secar em estufa a 37 graus por 30 min;

E -L.amina pronfa para receber o corte histoidgico de 5 um;

F-Lamina em estufa a 56 graus, para iniciar a Técgnica de

Imunohistoguimica do Método Avidina-Biotina (para desparafinar).
4.4.8-Técnica de imunohistoquimica: Método Avidina-Biotina

A- Desparafinar em 3 banhos de xilol por 10 minutos cada,
B- Passar por 3 banhos de alcoo! absoluto por 5 minutos cada,;

C- Retirar as {&minas do alcool e colocar em solugao alcodlica amoniacal a



34

10% por 10 minutos para a retirada de pigmento de formol;

D- Lavar em agua corrente por § minutos;

E- Colocar em solugdo de agua oxigenada a 10% em lmetanoi (meio a
meio), por 30 minutos, para a inibicdo da peroxidase enddgena;

F- Lavar em agua corrente por 5 minutos;

G- Lavar em tampao solugéo salina hidroxymethyl aminomethan (Tris) pH
7.8 em 3 banhos de 3 minutos cada; .

H- Enxugar ao redor do corte com papel de filtro;

I- Pingar soro normal, Goat Kit ABC Vector Pk 4001-Rabbit, e colocar
durante 20 minutos a 37 graus na cdmara Umida (blogueio de fundo),

J4- Escorrer 0 soro normal e gotejar o anticorpo priméric overnight erﬁ
camara umida e deixar na geladeira {24 horas); .

K- Lavar 3 vezes em Tris, sendo cada banho por 3 minutos. Secar ao
redor do corte e golejar o anticorpe secundario anti-Rabbit iFé
biotinilado por 30 minutos e deixar em uma camara Gmida a 37 graus; é

L- Lavar 3 vezes com Tris durante 3 minutos cada banho;

M- Secar ao redor do corte e pingar o reagente ABC Vector Avidina}
Biotina e deixar durante 30 minutos em c@mara Gmida a8 37 graué
{marcador); .

N- Lavar com Tris em 3 banhos de 3 minutos cada;

0- Revelacdo com Diamino Benzidimo Dako Liguido (DAB). Substraté
Cromogeno coloragao controle positivo no microscopio, téfhpd varia dé

2 a5 min.
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P- Contracorar com Hematoxilina de Mayer durante 1 minuto {(especifica
de nlcleo para contraste, facilita a visualizagao},

Q- Lavar em agua corrente por 5 min;

R- Lavar em agua amoniacal a 1%, merguthando e tirando;

S- Lavar em agua corrente por § min;

T- Passar as laminas em 4 banhos de &lcool absoluto e em 3 banhos de
xilol {(para desidratar as laminas);

U- Montar com bélsamo.

As diluicbes usadas para 0s anticorpos primarjos foram 1.5 para a
Calcitonina (Sigma®), 1:5000 para SP (Chemicon®) e 1:500 para VIP
{Chemicon®); diluidos em BSA (Albumina bovina, SIGMA®). Controle negativo
& positivo foram executados para todos os neuropeptideocs, confirmando que o0s
mesmos estavam em condigdes ideais de uso.

Apbs o termino da técnica, as ldminas foram analisadas por
microscopio 6ptico, marca Nikon modelo Micropholt com um aumento de 200X

e 400X.

4.5- Analise histopatdlogica

As amosfras foram incluidas em parafina, seccionadas com
espessura de 5 um e coradas com hematoxilina e eosina (HE) (BECAK &
PAULETE ,19786).

Foi considerada area nommal a biopsia de gengiva que exibisse



epitélio escamoso estratificado, sem alleracOes histolégicas significativas (serfn
aumento exuberante da vascularizacBo, sem exocitose neutrofilica, senfj
hemacias exiravasadas & sem hiperpiasia epitelial), discreto aumento da
vascularizagdo. Leve infiltrado inflamatéric inespecifico era aquele que aé.
bidpsias da gengiva exibissem epitélio escamoso estratificado, sem alteragée§
histoldgicas significativas, discreto aumento da vascularizagio e -exmitasé
neutrofilica leve. Moderado infitfrado inflamatdrio inespecifico era aguele que aé
bidpsias da gengiva exibissem epitélio escamoso estratificado, presenca dé
pequeno numerc de mononucleares e neuirdfilos. Hemacias ievementé
extravasadas, vascularizago moderada, hiperplasia epitslial moderada;
Acentuado infiltrado inflamatdrio inespecifico era aguele que as bidpsias da
gengiva exibissem epitélic escamoso esiratificado, presenga de grande -niimerc}i
de mononucleares e neutrdfilos (com exocitose acentuada). '-Heméeias;

extravasadas, vascularizacéo moderada e hiperplasia epitelial moderada.

4.6- Analise Imunohistoquimica com anti-calcitonina, anti-

polipeptidec intestinal vasoativo e anti-substancia P

Sabendo-se que 0% neuropeptideos neuwronais CGRP, VIP e 8P sﬁo
enconfrados na lamina propria da gengiva humana (COONS,1958; DHALL e’él
al., 1986}, ao redor de vasos sanglineos, nervos (COONS,1988; DHALL: e’é:'
al.,1986) e em células oOsseas (in vitro s&o estimuladas pelo CGRP, -'para%

formagdo Gssea), (FRISTAD et al.,1994) e também foi encontrado além dos
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focals ja descritos, marcagdo no epitélio para © neuropeptideo CGRP
(TEIXEIRA,1997). A andlise do presente estudo foi assim padronizada. Apés
percorrer toda a lAmina, foi feita a contagem de células e a guantificacdo da
marcagao seguiu os seguintes critérios segundo SANNINO & SHOUSA (1984).

e«  Score zero (0) - negativo (Foto 8)

» Score um {1} - levemente positivo (1+/3+) até 1/3 de células coradas
{Foto 9)

s Scors dois (2) - moderadamenie positivo (2+/3+) até 2/3 de células
coradas (Foto 10) &

s Score trés (3} - infensamente bositivo (3+/3+) mais que 2/3 de células
coradas (Foto 11).

A andlise da imunchistoguimica foi executada por outro profissional

que ndo conhecia a area experimental e controle para ndo interferir nos

resultados.
4,7- Analise Estatistica

QO tteste para amostras pareadas fol utilizado para verificar
diferencas nos grupos experimentais e controles no dia zero, 14 e 28. O valor

de p foi estabelecido em 0.05.
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5- RESULTADOS

5.1- HISTOPATOLOGIA

A histopatologia foi incluida neste trabalho para corroborar com os
achados radiograficos, uma vez que nédo & possivel fazer exame clinico em
ratos para demonstrar doenca periodontal.

Os quadros 1, 2 e 3, em apéndice, mostram os resultados da
histopatologia de todos os animais. Cada animal esta dividido em dois grupos
(experimental e controle) para sacrificio com 14 e 28 dias. O grupo com
sacrificio no dia zero representa o grupo controle. Este grupo apresentou um
achado de tecido normal (n=4) e um leve infiltrado inflamatério inespecifico
(n=3) (quadro 1). Os animais de 8 a 14 e de 15 a 21 foram considerados os
grupos experimentais com sacrificio no dia 14 e 28 respectivamente. O grupo
com sacrificio com 14 dias apresentou um achado de moderado infiltrado
imflamatério inespecifico (n=5) e acentuado (n=2). (quadro 2). O grupo com
sacrificio com 28 dias, apresentou um achado de leve infiltrado inflamatorio
inspecifico (n=1) e moderado(n=6). (quadro 3).

A seguir, nas fotomicrografias 1, 2, 3 e 4 sdo ilustrados alguns
achados histopatolégicos.

Na fotomicrografia 1 € mostrada uma bidpsia de gengiva normal

exibindo epitélio escamoso estratificado, sem alteragdes histologicas



significativas e discreto aumento da vascularizacao.
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Foto 1: Gengiva normal com HE. (aumento 200x).
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Na fotomicrografia 2 € mostrada uma bidpsia de gengiva com um leve
infiltrado inflamatorio inespecifico presente no epitélio escamoso estratificado,

sem alteracdes histoldgicas significativas e exocitose neutrofilica leve.

Foto 2: Leve infiltrado inflamatério corado com HE (aumento 400x).
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Na fotomicrografia 3 & mostrada uma bidpsia de gengiva com
presenca de moderado infiltrado inflamatorio inespecifico presente no epitelio
escamoso estratificado e tecido conjuntivo, constituido por pequeno numero de
mononucleares e  neutrofilos.  Hemacias levemente  extravasadas,

vascularizacao moderada, hiperplasia epitelial moderada.

Foto 3: Moderado infiltrado inflamatorio inespecifico corado com HE. (aumento

200x).
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Na fotomicrografia 4 & mostrada uma biopsia de gengiva com um
acentuado infiltrado inflamatorio inespecifico presente no conjuntivo e epitélio

constituido por grande nimero de mononucleares e neutrofilos (com exocitose

acentuada). Hemacias extravasadas e vascularizacdo moderada.

Foto 4; Acentuado infiltrado inflamatorio inespecifico corado com HE. (aumento

200x).
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Nos quadros 1, 2 e 3, em apéndice, sdo apresentadas as descricdes dos

resultados nistopatologicos dos dias zero, 14 e 28 dos vinte e um ratos

5.2-DAD0OS RADIOGRAFICOS

-

Na foto 5 €& mostrada uma imagem radiografica normal, sem

alteracdes radiologicas.

Foto 5: Imagem radiografica normal, controle dia zero {aumento 4x )




Na foto 6 € mostrada uma imagem radiografica com perda oOssea

com 14 dias.

Foto 6° Imagem radiografica com perda ossea, experimental 14 dias (aumento

4x).
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Na foto 7 € mostrada uma imagem radiografica com perda 0ssea

com 28 dias.

Foto 7 : Imagem radiografica com perda 0ssea, experimental 28 dias. (aumento

4x)
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Na tabela 1 sdo mostrados os resultados dos achados radiograficos

de todos os animais tanto da area controle como da area experimental.

TABELA 1: RESULTADOS DAS ANALISES RADIOGRAFICAS NOS DIAS

ZERO, 14 e 28.
Dia 0 Dia 14 Dia 28
) Contole: Exp. | Controle Exp. Controle
R1 ! 14 R8 | 22 14 R15 23 14.5
N R2 13.5| RO 22 14 R16 25 15
R3 14 | R10 20.5 14 R17 20.5 14.5
R4 13.5 | R11 20 14 R18 24 14.5
R5 13.5 | R12 19 14 R19 25.5 14
R6 13.5 | R13 16.5 13.5 R20 21 13.5
R7 14 | R14 20.5 13.5 R21 23 14
Média- 1371 |Média 20.07* 13.85 | Média 2314Y* 1428
DP- 026 |pp 1.90 %29 pp 1.88 0.48

Medidas em mm. Exp. = experimental.

4 p<0.05 comparando exp. com controle dia 14

Y p<0.05 comparando exp. com controle dia 28

38 p<0.05 comparando exp. 14 com exp. 28

Rx = Rato x
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5.3- IMUNOHISTOQUIMICA COM ANTI-CALCITONINA, ANTI-POLIPEPTIDEO

INTESTINAL VASOATIVO E ANTI-SUBSTANCIA P

Sabemos que os neuropeptideos CGRP, VIP e SP sao encontrados
na lamina propria da gengiva humana _(CO.ONST 1958; DHALL et al.,1986;
TEIXEIRA,1997), ao redor de vasos sanglineos e nervos (COONS, 1958,
DHALL et al ,1986; TEIXEIRA, 1997) e no epitélio para o CGRP (TEIXEIRA,
1997). A quantificagdo da marcacao dos neuropeptideos no tecido 6sseo no
presente estudo foi feita seguindo os critérios de SANNINO & SHOUSA (1994)
conforme ilustrado a seguir:

Na fotomicrografia 8 ndo ha nenhuma marcagdo em tecido 6sseo de

neuropeptideo CGRP, sendo considerada com score zero.

Foto 8: VIP score zero, controle dia zero (aumento 400x)




49

Na fotomicrografia 9 pode ser observada uma marcagdo em tecido 6sseo

levemente positiva, sendo considerada com score 1.

Foto 9: VIP levemente positivo, score 1, controle 14 dias (aumento 200x)
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Na fotomicrografia 10 pode ser observada uma marcag@o em tecido

6sseo moderadamente positiva, sendo considerada com score 2.

Foto 10:

VIP moderadamente positivo, score 2, controle 28 dias (aumento 200x)
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Na fotomicrografia 11 pode ser observada uma marcagéo em tecido

0sseo intensamente positiva, sendo considerada com score 3.

Foto 11: VIP intensamente positivo, score 3, controle 28 dias (aumento 200x)

Nos resultados obtidos para a CGRP & possivel observar a presenca
no tecido 6sseo dos seguintes scores: zero (foto12), 1 (foto13) e 2 (foto 14). Os
achados para a VIP foram: zero (foto15), 1 (foto 16), 2 (foto 17) e 3 (foto18).
Para SP nao foi encontrada nenhuma marcacdo tanto na area experimental

como na area controle, fotos 20 e 21.
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POLIPEPTIDEQ RELACIONADO COM O GENE DA CALCITONINA (CGRP)

Foto 12: CGRP score zero, controle dia zero. (aumento 200x)




Foto 13: CGRP levemente positivo, score 1, controle 28 dias (aumento 200x)
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Foto 14: CGRP moderadamente positivo, score 2, controle 28 dias (aumento 200x).




POLIPEPTIDEO INTESTINAL VASOATIVO (VIP)
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Foto 15: VIP score zero, controle dia zero. (aumento 400x)
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Foto16: VIP levemente positivo, score 1, controle 14 dias (aumento 200x)




Foto 17: VIP moderadamemte positivo, score 2, controle 28 dias (aumento 200x)
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Foto 18 : VIP intensamente positivo, score 3, controle 28 dias (aumento 200x)




SUBSTANCIA P (SP)

Foto 19: SP score zero, controle 28 dias (aumento 200x)
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Foto 20: SP score zero, experimental, 28 dias (aumento 200x)

As tabelas 2, 3 e 4 mostram os resultados da imunohistoquimica de
todos os animais para os trés tipos de neuropeptideos (CGRP, VIP e SP). Cada
animal esta dividido em dois grupos (experimental e controle) para sacrificio
com 14 e 28 dias. Para o grupo com sacrificio no dia zero possui apenas 0
grupo controle. Os animais de 1 a 7 foram considerados o grupo controle
(tabela 2). Os animais de 8 a 14 foram sacrificados com 14 dias (tabela 3) e os
animais de 15 a 21 foram sacrificados com 28 dias, onde as ligaduras
permaneceram do dia zero até os respectivos sacrificios em cada grupo (tabela

4), sendo estes grupos os experimentais.
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No dia 14 os neuropeptidecs CGRP e VIP estavam presentes,
embora nd&o houvesse diferenca significativa entre as &reas controles e
experimentais. No dia 28 os neuropeptideos CGRP e VIP estavam presentes e
havia um aumento significativo nas areas controles quando comparados com as
areas experimentais {p<0.05). O neurcpeptideo SP ndo foi encontrado em

nenhuma das bidpsias tanto para o dia zero, 14 e 28.

TABELA 2: RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA O CGRP, VIP E
8P NO DIA ZERO SEM LIGADURA

CGRP ViP sP

Animal Controle Controle Controle

1 1 1 0

2 1 1 0

3 2 1 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 3] 1 0

7 1 2 0
Média 0.71 0.85 0
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TABELA 3: RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA O CGRP, VIP E

SP COM 14 DIAS DE LIGADURA

CGRP

VIP

SP

Animal

Cont.

Exp.

Cont.

Cont.

8

0

9

10

WA

11

12

13

- PR IR RPN

14

-—*D—*OD-—*M_%-I

[ 0 S e T e I s B o

i

OO0 OIO IO |O

clo|lo|lojiolo.

Média

Q.71

¢.42

1.57

1.87

%}

0.75

a.78

0.53

0.78

Exp. Experimental. Cont. Controle.
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TABELA 4: RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA O CGRP, VIP E

SP COM 28 DIAS DE LIGADURA
CGRP VIP
Animal Exp. Cont, EXL.JL Cont. E Exp. Cont.

15 0 2 2 2 0 0

16 0 1 2 | 2 0 0

17 0 0 2 | 3 0 0

18 0 1 2 | 3 0 0

19 0 0 2 3 0 0

20 | 1 2 2 2 | o 0

21 0 0 0 2 0 0
Madia .14 085 1717 2.42 0
0P 037 ; (.89 0.75 0.53 4]

Exp. Experimental. Cont. Controle.
* p<0.05 comparando exp. x cont, CGRP

Y p<0.05 comparando exp. X cont. ViP



DISCUSSAO



6- DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo imunohistoquimico foi avaliar a
presenca e as mudancas nos niveis dos neuropeptideos (CGRP, VIP, SP) em
tecido dsseo saudével e em tecido dsseo da periodontite induzida por ligadura
em ratos, viéto que 0s neuropeptideos podem participar no processo
inflamatorio levando a destruicio de osso e coldgeno.

O sistema nervoso, também, pode influenciar a patogénese da
doenga periodontal, através de substancias neurofransmissoras. Estas sfo
capazes de induzir, diminuir ou aumentar as reagoes inflamatérias, atuando em
células do sistema imunoldgico, como linfocitos Te B, e células comuns de
defesa celular, como os PMNs (KIERMAN, 1975, GAZELIUS et al, 1987;
PANERAI & SACERDOTE, 1993).

Os newopeptideos sao substancias que interagem c<om 08
neurotransmissores acetilcolina- e noradrenalina, Estdo relacionados com os
nervos sensoriais e autbnomos. Eles s80 produzidos nos ribossomos do corpo
celular e sao encontrados em vesiculas isoladas que se siluam nas
extremidades das fibras nervosas, onde 0% mesmos sao liberados em
guantidades peguenas. Sua poléncia chega a ser mil ou mais vezes superior
que o8 outros neurotransmissores.

Existem vanos modelos de estudo de patogenia em animais. Um dos
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mais conhecidos € 0 da periodontite induzida por ligaduras. Esse modelo foi
avaliado por JOHNSON (1975) E SALLUM (1982) em ratos, KARRING et al.
(1993} e LINDHE & SUAMBERG (1974) em cdes, PAGE (1991) em macacos,
FISCHER (1993) em furfes e PAGE & SCHOREDER (1982) em oufros
animais. Mesmo assim, os modelos animais ndo podem ser considerados como
ideais, pois 0s mesmos nao reproduzem a patogenia, evolucdo e severidade
das doengas periodontais, idénticas as dos humanos. Entretanto sdo de grande
valia, pois podemos obter um modeio experimental do processo da doenca
periodontal mais controlado, produzir defeitos de iguais dimensbes, executar
bidpsias do periodonto de sustentacdo (PAGE & SCHOROEDER,1982). Em
ratos, as condigbes anatOmicas, fisioldgicas e imunoldgicas sdo bem proximas
as dos humanos. Através da colocag@e de ligadura ao redor do dente, o
acimulo de placa bacteriana pode desenvolver uma inflamagéo inicial, e
posteriormente, com a progressic da inflamaco, ocasionar uma periodontite:

Por esses motivos, o rato foi o animal escolhido no presente estudo.
6.1-HISTOPATOLOGIA

Em virtude da pesquisa comparar areas saudaveis e patolégicas, ©
estudo da histopatologia foi incluido para demonstrar a presenca de salde
gengival ou doenga periodonial nas bidpsias (EKBLAD et al, 1984). Os cortes
histologicos demonstraram que as bidpsias das dreas experimentais tiveram

sempre um achado de moderado infilirado inflamatdrio inespecifico (n=5) e
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acentuado (n=2) para o grupo com sacrificio de 14 dias (quadro 2) e um achado
de leve infiltrado inflamatério inespecifico (n=1) e moderado (n=6) para o grupo
com sacrificio de 28 dias (quadro 3). As bidpsias das areas controle no dia zero
tiveram um predominic de tecido normal (n=4) e um peguéno nimero de leve
infiltrado inflamatdrio inespecifico (n=3) (quadro 1). As biépsias controle nos
dias zero, 14 e 28 que manifestaram um leve infiltrado inflamatdrio ndo
apresentavam perda Ossea visivel nas radiografias (tabela 1). Provavelmente,
havia um infiltrado inflamatéric sub-clinico. Essa fase € denominada de fase
precoce segundo SCHOROER & PAGE, (1972). Animais com mais de 100 dias
de vida podem desenvolver doenga periodontal natural, ocacionada por
bactérias e impaccho de pelos (PAGE & SCHOROEDER,1982). No presente
trabaiho isso ndo foi observado. Aparentemente, a analise histopatoidgica
demonstrou que as bidpsias experimentais e controles selecionadas para ©

estudo possuiam um padrido compativel com a selegdo realizada.

8.2-DAD0S RADIOGRAFICOS

O estudo radiografico foi incluide para corroborar os achados da
histopatologia, visto gue, em ratos, fica impossivel fazer exames clinicos como
sondagen gengival, indice de sangramento e nivel de inser¢do de sondagem.
Podemos observar na tabela 1 que as areas de tecido Ossec saudavel nao
apresentavam imagem compativel de perda ¢ssea guando comparados com as

areas patoldgicas onde apresentavam imagem compativel com perda dssea.
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Aog 14 dias ha perda dssea significantemente maior (p<0.05) nos grupos
experimentais quando comparados com 08 grupos controle. Aos 28 dias ha,
tambem, perda oOssea significantemente maior (p<0.05) nos grupos
experimentais quando comparados com 0s grupos controle. Quando
comparamos o0s grupos dos 28 dias com os de 14 nas areas experimentais, ha
perda dssea esiatisticamente significativa para o gurpo de 28 dias (p<0.05)
{tabela 1). Desta forma, podemos confirmar que as ligaduras induziram a

periodontite, como 0s oulros estudos demonstraram (PAGE, 1991).
6.3-IMUNCHISTOQUIMICA

E sabido que a doenga periodontal é placa dependente (LOE e‘i
al. 1865). Entretanto, o diagnéstico de atividade da doenga ainda é un’i
problema. A patogénese periodontal pode envolver intmeros mecaniémoé, e
cada um pode apresentar um potencial diagnéstico importante. Assim sendo, a
presente estudo poderia oferecer mais um ponto importante no entendimento
da patologia periodontal.

A ocomréncia de peptideos biologicamente ativos, denire eles ©
CGRP, 0 VIP & o SP (BURSNTOCK,1987; GAZELIUS et al, 1987) e outros
neuropeptideos neuronais quimicos tem sido recentemente descrita em gengiva
normal de humanos (TEIXEIRA, 1997). Tem sido demonstrado que esses
peptideos bioativos estdo localizados em estruturas neuronais e néo neuronais?;

Muitos deles tém originariamente sido considerados como tendo efeitos
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hormonais. No entanto, evidéncias obtidas através de estudos morfoldgico e
fisioldgico mostram que pelo menos alguns podem atuar como
neuromoduladores e ou neurctransmissores. (COONS, 1958).

Os neuropeptideos CGRP, VIP e SP s3o descritos como
gnconfrados na l&mina propria gengival de humanos, ao redor de vasos
sanglineos e nervos (COONS, 1988; DHALL et al., 1988; TEIXFIRA, 1997).
Nas tabelas 5, 6 e 7 podemos observar que os neuropeptideos CGRP e VIP
estdo presentes no tecido 6sseo normal e no tecido Ossec da doenca
periodontal induzida por ligaduras, e que nos tecidos controles foi observada
uma tendéncia a valores maiores que 0s correspondentes dos tecidos
experimentais. 18s0 poderia ser explicado por um consumo maior dessas
substancias no processo destrutivo. O neurcpeptideo SP n3o foi observado
nem na area controle nem na experimen_taf‘ Esse achado, provavelmente, nio
deve ser considerado um defeito na iécnica, pois existe um controle intemo
onde foi observada marcagdo no conjuntivo e epitélio. Qutra possibilidade para
essa observagic pode ser a técnica de imunohistoguimica utilizada. Os
trabalthos anteriores (BERNICK, 1957, COONS,1958; DIXON, 1962, BLOOM &
EDWARDS,1980; EDWALL et al., 1985; DHALL et al,, 1986, AARESTRUP et
al., 19958) usaram a técnica de congelamento a fresco, enquanto que no
presente estudo foi usada a técnica de fixagdo em formol. Na técnica utilizada
nesse frabatho perde-se na qualidade da marcacdo, mas ganha-se na
preservacdo do material (BECAK & PAULETE, 1978). Resultados diferentes em

refacdo @ marcagéo para estes neuropeptideos podem ser explicados atraves
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da técnica da imunchistoguimica método Avidina-Biotina, pois 0 mesmo nos
permite uma maior preservacio do material, visto que as bidpsias sfo fixadas e
incluidas em parafina e cortadas em um micrétomo. Quando utilizamos a
tecnica a fresco, temos uma melthor marcagao, porém perdemos na qualidade
de preservac8o de tecidos integros que s&o cortados em um creostato (BECAK
& PAULETE 1876). A presenca de marcacido ndo pode ser considerada como
uma reagdo cruzada, uma vez que ndo € relatada pelo fabricante existéncia da
mesma em ostedcitos e osteoblastos. Além disso, foi realizado controle

negativo gue nao demonstrou reacdo cruzada.
6.3.1- Imunohistoquimica para o neuropeptideo CGRP

Neuropeptideo CGRP vem sendo mostrado coexistindo né
subpopulacidc de neurdnios do sistema nervoso sensorial (GAZELIUS et
al.,1987; BARTOLD et al,1984). O CGRP interage com © neurotransmzssor
ATP e NA (LOE et al., 1865; LUNDEBERG et al., 1985; LUTHMAN et al., 1988;
LUTHMAN et al., 1988) e € encontrado em vesicuias isoladas r.iu préxi.mo aoé
demais neurotransmissores. Seu papel ainda ndo esta totaimente ccmprovadaj.
Entretanta,. alguns trabalhos indicam que ele possa atuar”no pracessé
inflamatoric gengival e periodontal (COONS, 1958, PERNOW, 1983). |

O neuropeptideo CGRP tem sido relatado na gengiva ﬁumané
(RARESTRUP et al ,1985), gengiva hiperplasica induzida por" fenitoin%a

(COONS, 1958), vasos sanglineos (LUTHMAN et al., 1988, LUTHMAN et ai'_f_’
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1982; TEIXEIRA1997) e no tecido conjuntivo (LUTHMAN et al, 1988,
ITOTAGAWA, 1990; TEIXEIRA 1997). O CGRP participa nos processos de
vasodilatag8o facilitando a dispersdo de produtos oriundos da placa 2 do
hospedeiro do sangue para os tecidos e para o sulco (BGRUTZNER et al., 1992;
HEYERAAS ef al., 1893, FRISTAD et al, 1994; KEREZOUDIS et al., 1994
REED & BYERS, 1994), Atua ainda sobre macrofagos e leucécitos (REED &
BYERS, 1984) e na diminuicdo do plasma neurogénico (proteinas plasmaticas
que agravam o processo inflamatdrio), beneficiando preventivamente a
inflamac&o oral e procedimentos invasivos dentais (GRUTZNER et al,, 1982
HEYERAAS et al,, 1993; FRISTAD et al, 1994, KEREZOUDIS et al, 1994;
REED & BYERS, 1994).

O CGRP tem um potente efeito nos leucocitos, macrofagos,
neutréfilos e, especialmente, monoécitos. A presenca de CGRP na gengiva pode
difundir a inflamagao para outras areas e outros sitios dos dentes. Com isso, a
inflamac@o gengival pode ter alguma causa na resposta vascular
potencializando a inflamacao neurogénica (TEIXEIRA, 1997).

No presente estudo, foi possivel detectar a presenga do
neuropeptideo CGRP em ostedcitos e osteoblastos do fecido dsseo saudavel e
em ostedcitos e osteoblastos do tecido 6sseo da periodontite induzida por
ligadura, a0 redor de vasos sangliineos e nervos (tabela 2, 3 e 4). Aos 14 dias
ndo foi possivel observar diferencas significativamenie estatisticas entre as
areas controles e experimentais {tabela 3). Aos 28 dias foi possive! detectar na

area experimental sua presenga nas mesmas regides que nas areas conirole
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em gquantidade - significativamente menores (p<0.05) (tabela “4)." Estudos
analisaram oulros tecidos, tais como, gengiva normal em areas com
periodontite (AARESTRUP et al., 1995; TEIXEIRA, 1897), fluido gengival de
pacientes com periodontite ({LUNDY et al., 1999). Nestes estudos a mesma
tendéncia de diminuicdo do CGRP foi encontrada nas areas experimentais

quando comparados com as areas controles.
6.3.2- imunohistoquimica para o neuropeptideo VIP

O neuropeptidec VIP vem sendo relatado nas fibras pérassiimpéticés'
junto com a acetiicolina (BURNSTOCK, 1987, GAZELIUS et a!..,'1'9'8;?). .Efé e
gncontrado nas mesmas regides descritas para o marcador CGFEP'..' E .ca"pa'z. de
fazer uma importante ligacdo entre o sistema nervoso e o imuncldgico
(KIERMAN, 1975). | o

O neuropeptideo VIP pode atuar mais inicialmente hos" éstégids dalz
gengivite, causando vasodilatacio (BURNSTOCK, 1987; LUNDEBERG, 1989j,::'
facilitando a dispersdo de produios oriundos da placa e do hoépedeiro dcg
sangue para os tecidos e para o sulco e promovendo quim’iotaxié de mondcitos,
cuja disfuncBo estd relacionada com a periodontite juve.nil' ioéalizada, :.
periodontite de progressao rapida e periodontite pré—pabere' (CARRANZA,:
1892). A perda Ossea rapida e acentuada (CARRANZA, 199'2{)" c:bszérva&"::i'E
nesses tipos de periodontite pode estar associada a este neurdbeﬁtideo ?:;uei

atua na reabsorcdo Ossea (LUTHMAN et al., 1989).
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O VIP relaciona-se com a imunidade, podendo inibir a2 sintese de
DNA peios linfécitos (STANISZ, 1987, PANERA! & SACERDOTE, 1993),
celulas de defesa imunoldgica presentes desde fases iniciais da gengivite até
as lesGes periodoniais avancadas. Assim, estas células imunolbgicas néo
profiferam de forma a colaborarem na supressfic do processo inflamatério
gengival, 6 que podemos associar & progressdo da doenca e a dificuldade do
hospedeirs em se defender (LINDHE, 1989),

No presente estudo, foi possivel defectar a presenca do
neuropeptidec VIP em osledcitos e osteoblastos do tecido 6sseo saudavel e em
ostedcitos € osteoblastos do tecido dsseo da periodontite induzida por ligadura,
ao redor de vasos sangiiineos e nervos (tabela 2, 3 e 4). Acs 14 dias néo foi
possivel observar diferencas significativamente estatisticas entre as areas
- controles e experimentais (tabela 3). Aos 28 dias foi possivel detectar na area
experimental sua presenga nas mesmas regides que nas areas controle em
quantida;ie significativamente menores (p<0.05). (tabela 4). Da mesma maneira
que o neuropeptideo CGRP, a comparaco com outros estudos € dificil, pois
existe pouca literatura a respeito. No entante, TEIXEIRA (1997) demonstrou a
mesma tendéncia na diminuicdo do VIP nas areas com periodontite quando

comparados com as areas de gengiva normal.
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6.3.3- Imunohistoquimica para o0 neuropeptideo SP

O neurcopeptidec SP ¢ mostrado tendo uma relaggdo com os_:
neurdnios do Sistema Nervoso Central (BURNSTOCK, 1987, GAZELIUS et al.,___
1987). Este neuropeptideo interage com ATP e NA (LOE et ai.,. 1965,_;
LUNDEBERG et al., 1985, LUTHMAN et al, 1988, LUTHMAN et al, 1986). __
Suas fungdes sugerem o seu envolvimento na palogenia da doe.nt;.a periodonta!, ;
como: 1) efeitos guimiotaticos para neutrdfilos (FRISTAD et al., 1994; SUGAYA.
et al, 1995) (células de defesa com capacidade fagocitica e destrutiva), 2)
vasodilatac8o (facilitando a dispersdo de substdncias) (MURAYAMA et al.,
1994; NARH!, 1989; SUGAYA et al, 1995) 3) extravasamenio de piasma_:na;_
inflamac&o neurogénica (em sua maior parte formado por proteinas piasméticas:
que, aumentadaé, elevam o processo inflamatdrio) (BARTOLD et al,, 1994;
FRISTAD et al.,, 1994), 4) acio sobre macrofagos, principalmente, nos estég_ic_;s:
inictais das gengivites, caracterizados pela presenga de infiltrado de células
inflamatdrias. ”

Algumas fungbes estéo mais relacionadas com a periodontite do_.
adulto, a periodontite de progress&o rapida e a periodontite juvenil, sendo::
inducao sobre os mastdcitos a liberarem histamina {(substéncia aumentada em
lesGes gengivais de longa duragBo, aumentando a vasodilatacdo e a;
permeabilidade) (BURNSTOCK, 1987; STANISZ, 1987, NAHRI, 1989
BARTOLD et al, 1994; KEREZOUDIS et al, 1994; SUGAYA et al., 1895),

mitose celular (BARTOLD et al., 1994), cicatrizacao (estimulando proliferacéo e
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conexao celular nas etapas finais da doenga) (LUTHMAN et al., 1988) e atua
sobre monocitos {cuja disfuncdo estd associada com a destruicio rapida dos
tecidos periodontais).

Esta relacionado juntamente com o neuropeptideo VIP no aumento
da sintese de DNA (STANISZ, 1987, BARTOLD et al., 1994; SUGAYA et al.,
1985), pelos linfocitos, na sintese de IgA e IgM e, também, modula respostas
munes nos tecidos mucosos, colaborando, entéo, para a diminuicdo dos
processos inflamatdrios gengivais e periodontais, através da imunidade
(STANISZ, 1987; BARTOLD et al., 1894; SUGAYA et al,, 1995).

Somando-se estas fungbes e relacionando-as com 0 processo
inflamatorio gengival e periodontal, observamos gue o neurcpeptideo SP é uma
substancia pré-inflamatéria (LUTHMAN et al, 1989), podendo induzir
inicialmente, aumentar tais processos ja iniciados ¢, também, podendo diminui-
los atraves da indugdo de fatores da imunidade.

E relatédo na literatura que O SP é enconirado similarmente com os
neuropeptideos CGRP e VIP no tecido conjuntivo, vasos sangliineos e nervos.

No entanto, TEIXEIRA (1997) demonstrou a presenca de SP em
concentractes menores nas areas com periodontite quando comparados com
as argas de gengiva normal. No presente estudo nao foi possivel observar
marcacdo em ostedcitos e osteoblastos em tecido dsseo para as Areas
controles e experimentals (tabela 2, 3 e 4).

Maiores estudos deverdo ser feilos tentanto mapear esses

neuropeptidecs nos demais tecidos do periodonto para verificar as alteragbes
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guantitativas nesses e outros neuropetideos, e esclarecer o possivel papel no

processo patogénico da doenga periodontal.
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7- CONCLUSOES

1. Neste estudo foi possivel dentificar a existéncia dos neuropeptidecs CGRP,
e VIP em ostedcitos e osteoblastos do fecido Osseo, tanio nas &areas

experimentais e controles.

2. Aos 14 dias, foi possivel identificar que o neurcpeptideo VIP estd nas
mesmas concentracdes, nas areas experimentais quando comparadas com

as areas confroles.

3. Aos 14 dias, foi possivel identificar que ¢ neuropeplideo CGRP esta
aumentado quantitativamente, sem diferencas estatisticas, nas areas

experimentais quando comparadas com as areas confroles.

4. Aos 28 dias, foi possivel identificar que os neuropeptideos CGRP, e VIP
estdo significantemente diminuidos guantitativamente{p<0.05) nas areas

experimentais quando comparadas com as areas controles.

5. Nos dias zero,14 e 28 néo foi possivel identificar 0 neuropeptideo SP tanto

nas areas experimentais como nos sitios controles.
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APENDICE

QUADRO 1: RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DAS BIOPSIAS
CONTROLES NO DIA ZERO.

IDENTIF. DESCRICAO

R1-C0 Biépsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado, sem
alteragbes  histologicas  significativas, discrefo  aumento da
vascularizacao.

CONCLUSAQ: Normal.

R2-C0 Biopsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estralificado, sem
alteracbes  histologicas  significativas, discreto  aumento da
vascularizacio e exocitose neutrofilica leve.

CONCLUSAQ: Leve processo inflamatério inespecifico.

R3-CO Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso, sem alteragbes
histolégicas significativas, discreto aumento da vascularizaggo e
exocitose neutrofilica leve.

CONCLUSAQ: Leve processo inflamatério inespecifico.
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R4-CO Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado, sem
alteragbes  histoldgicas  significativas, discreto aumento da
vascularizagéo e exocitose neutrofilica leve.

CONCLUSAOQ: Leve processo inflamatério inespecifico.

R5-CO Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado
ceratinizado, sem alieracbes histoldgicas  significativas, neutrdfilos |
estromais discretos.

CONCLUSAQ: Normal.

R86-CO Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado sem
alteracbes histoldgicas  significativas, discretc aumento da
vascularizagdo.

CONCLUSAQ: Normal.
R7-CO Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso - estratificado

ceratinizado, sem alteragbes histoldgicas significativas, discreto
aumenio da vascularizacao.

CONCLUSAQ; Normal.

Fx-C0= rato x bidpsia controle dia zero.
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QUADRO 21 RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DAS BIOPSIAS
EXPERIMENTAIS E CONTROLES COM 14 DIAS,

IDENTIF. DESCRICAO

R8-E14 |Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado
cerafinizado, presenga de grande numero de mononucieares e
neutrofifos (com exocitose acentuada). Hemacias exiravasadas,
vascularizacio moderada, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Acentuado processo inflamatéric inespecifico.

R8-C14 |Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado
ceratinizado, sem alteracbes histologicas significativas, discreto
aumento da vascularizagfo. Pequeno ntimero de neutréfilos no
conjuntivo,

CONCLUSAO: Normal

RO-£14 | Bidpsia de gengiva exibindo epitélioc escamoso estratificado, presenca
de pequenc numero de moncnucleares e neutréfilos. Hemacias
levemente exiravasadas, vascularizagdo moderada, hiperplasia
epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Moderado processo inflamatdrio inespecifico.
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R2-C14

Biopsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado
ceratinizado, sem aleragbes histologicas significativas, discreto
aumento da vascularizacao

CONCLUSAO: Normal

R10-E14

Biépsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado presenca

de moderado niimero de mononucieares e neutrdfilos {com exocitose
moderada). Hemacias levemenie extravasadas, vascularizagdo
moderada, hiperplasia epitelial leve.

CONCLUSAQ: Moderado processo inflamatério inespecifico.

R10-C14

Biopsia de gengiva exibinde epitélio escamoso, sem alteragbes
histolégicas significativas, discreto aumento da vascularizacéo.

CONCLUSAQ: Normal

R11-E14

Biopsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado
ceratinizado, presenca de moderado nimero de mononuclearss e
neutréfilos (com exocitose moderada). Hemaécias 1e\arem-f'-,n*teE
extravasadas, vascularizacdo leve, hiperplasia epitelial leve.

CONCLUSAQ: Moderado processo inflamatério inespecifico.

R11-C14

Bidpsia de gengiva exibindo epitelio, sem alteragbes histolégicas
significativas, discreto aumento da vascularizacao.

CONCLUSAQ: Normal
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R12-E14

Bidpsia de gengiva exibindo epitélioc escamoso estratificado presenca
de pequeno numero de mononucleares e neutrdfilos. Hemacias
levemente extravasadas, vascularizag8o moderada, hiperplasia
epitelial moderada.

CONCLUSAO: Moderado processo inflamatorio inespecifico.

R12-C14

Biopsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado
ceratinizado sem alleragbes histoldgicas significativas, discreto
aumento da vascularizacBo. Pequeno numero de neutrdfilos no
conjuntivo.

CONCLUSAQO: Normal

R13-E14

Bispsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado presenga
de grande nUmero de mononucleares e neutrdfiios (exocitose
neutrofiica  acentuada). Hemacias levemente extravasadas,
vascularizacgo moderada, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Acentuado processo inflamatdrio inespecifico

R13-C14

Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamosc estratificado sem
alferacbes histologicas  significativas, discreto aumento da
vascularizacao. Raros neutréfilos marginados.

CONCLUSAOQO: Normal
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R14-E14

Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado presenca
de grande namero de mononucleares e neuirdfilos (exocitose
neutrofilica  moderada). Hemacias levemente  exiravasadas,
vasculariza¢cao moderada, hiperpiasia epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Moderado processc inflamatdrio inespecifico.

R14-C14

Bidpsia de gengiva exbindo epitélio escamoso estratificado sem
alteracOes  histologicas  significativas, discretoc aumenio da
vascularizagdo. Pequeno numero de neutrdfilos no conjuntivo.

CONCLUSAQ: Norma

Rx-E14 = rato x bidpsia experimental com 14 dias

Rx-C14 = rato x bidépsia controle com 14 dias
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QUADRO 3: RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DAS BIOPSIAS

EXPERIMENTAIS E CONTROLES COM 28 DIAS.

IDENTIF.

DESCRICAO

R15-E28

Bibpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado presenca
de mononucleares e neutrdfilos. Hemacias exiravasadas,
vascularizacao exuberante, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Moderado processo inflamatdrio inespecifico.

R15-C28

Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado sem
alteracbes  histologicas  significativas, discretc  aumento da
vascularizagio.

CONCLUSAQ: Normal

R18-E28

Biopsia de gengiva exibindo epitélic escamoso esiratificado presenca
de mononucleares e neulrdfilos. Hemacias extravasadas,
vasculanzacdo moderada, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAD: Moderado processo inflamatorio inespecifico.

R16-C28

Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado sem
alteragdes  histoldgicas  significativas, discretc aumento da
vascularizacao.

CONCLUSAO: Normal
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R17-E28 |Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso eé.tratiﬁcac!o preséngé
de mononucleares e neutrdfifos. Hemacias éxtré\#a'sadas,
vascularizacao moderada, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAQ: Moderado processo inflamatorio inespecifico.

R17-C28 |Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificado ;sem;;
alteragbes  histologicas  significativas, discreto  aumento  da
vascularizagao.

CONCLUSAOQ: Normai

R18-E28 | Biopsia de gengiva exibindo epitélioc escamoso presenca de peqﬁ&rﬁa?
nimero de mononucleares e neutrofilos. Hemacias. t-»(tra\fasa{:ias,E
vascularizacao exuberante, hiperplasia epitelial moderada.
CONCLUSAO: Moderado processo inflamatério inespecifico.

R18-C28 Bidpsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estr’atiﬁcadq sem
alteragbes  histologicas  significativas, discreto aumente da
vascularizacao.

CONCLUSAO: Normal
R19-E28 Biopsia de gengiva exibindo epitélio escamoso .presenga de raros

mononucleares e neutréfilos. Hemacias extravasadas, vascularizagéo
moderada, hiperplasia epitelial moderada

CONCLUSAO: Leve processo inflamatério inespecifico.




g9

Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado sem

R19-C28
alteracbes  histoldgicas  significativas, discreto  aumento da
vascularizaco.

CONCLUSAO: Normal

R20-E28 Bidpsia de gengiva exibindo epitélic escamoso presenca de
mononucleares & neutrofilos. Hemacias extravasadas, vascularizacio
exuberante, hiperplasia epitelial moderada.

CONCLUSAO: Moderado processo inflamatorio inespecifico.

R20-C28 Biopsia de gengiva exibindo epitélic escamoso estratificado sem
alteragbes  histoldgicas  significativas, discretc aumenio da
vascularizacio.

CONCLUSAQ: Normal

R21-E28 Biopsia de gengiva exibindc epitelio escamoso presenga de
mononuclieares e neulrofilos (com exocitose). Hemacias extravasadas,
vascularizacdo exuberante, hiperplasia epitelial moderada.
CONCLUSAOQO: Moderado processo inflamatério inespecifico.

R91-C28 Bidépsia de gengiva exibindo epitélio escamoso estratificade sem

alteracBes  histoldgicas  significativas, discreto aumenio da
vascularizacao.

CONCLUSAO: Normal

Rx-E28 = rato x bidpsia experimental com 28 dias

Rx-C28= rato x bidpsia conirole com 28 dias




