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Tedeschi, V.P.N. Participacdo do nervo trigémio e do mediador
prostaglandina na febre induzida por endotoxina no periodonto de ratos.
[dissertacao]. Ribeirdo Preto: FORP — Universidade de Sao Paulo; 2006.

A inducdo sistémica de citocinas e prostaglandinas tem um importante
papel no desenvolvimento da febre. Porém, a possivel inducdo de febre por LPS
local e indugédo de prostaglandinas localmente nos tecidos periodontais nunca
foram avaliados. Desse modo, nds testamos a hipétese que o trigémio € uma via
neuronal termoaferente que sinaliza o cérebro durante a periodontite aguda e esta
resposta envolve participacdo das prostaglandinas. Portanto, ratos receberam
uma injecdo ‘intra-pouch" gengival de solucdo salina ou Escherichia coli
lipopolissacarideo (LPS), 10 e 100 ng/kg. Alguns animais foram pré-tratados com
0 anestésico local mepivacaina ou tiveram 0S seus nervos maxilares
transeccionados. Um outro grupo de animais foram pré-tratados com o inibidor
nao seletivo das cicloxigenases diclofenaco. A temperatura corporal (Tc) foi
medida por biotelemetria antes e apés as injecdes. O LPS elicitou um aumento na
temperatura dose dependente, que foi abolido pela mepivacaina, transeccao
bilateral do nervo trigeminal maxilar e pelo diclofenaco. Resultados indicam que ha
uma ativacdo dos nervos periodontais para induzir a febre por LPS. Eles também
mostram que formacao local de prostaglandina participa no desenvolvimento da
febre. Além disto, imunohistoquimica detectou expressao de c-fos no subnucleo
caudal do nucleo trigeminal espinhal e na area pré-optica do hipotdlamo (POA)
duas e trés horas ap6s a injecdo de LPS, confirmando novamente o papel do

trigémio sinalizando o cérebro na periodontite aguda.

Palavras chave: febre, diclofenaco, periodontal, nervo trigémio, lipopolissacaride
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3. INTRODUCAO
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INTRODUCAO

A infeccdo dos tecidos bucais e sua relagdo com a saude geral tem sido
estudada ha mais de um século. A disseminacdo dos microrganismos, ou de suas
toxinas, pelo corpo, advindos de uma infeccdo bucal local, pode iniciar ou
exacerbar uma doenca sistémica ou danificar tecidos distantes (Daland, 1916,
Gilmer, 1916, Hunter, 1921, Thompson, 1925, Van Dyke et al., 1986). Esse
conceito tornou-se conhecido como Teoria da Infec¢cdo Focal (cf. Murray, 2000).

Existe a possibilidade de microrganismos advindos de infec¢cbes bucais
terem a capacidade de induzir artrite reumatdide (Goadby, 1911). Ha
comprovagdes cientificas que os microrganismos advindos de bacteremias bucais
séo responséaveis por mais de 25 por cento dos casos de endocardite bacteriana e
outras doencas cardiacas, incluindo defeitos valvulares e defeitos congénitos
(Abrahamson, 1931, Geiger, 1942).

As bacteremias de origem bucal sdo provenientes de infeccdo do 6rgao
dental ou dos tecidos periodontais e podem ser precipitadas por procedimentos de
manipulag &o da cavidade bucal, como uma simples escovacao dental (Rise et al.,
1969, Sconyers et al,, 1973), procedimentos de raspagem e alisamento radicular
ou mesmo por profilaxia (DeLeo et al., 1974), além, obviamente, de procedimentos
mais invasivos como o tratamento endodontico (Leonardo et al.,, 2004), ou
extracdes (Eisenbud,1962).

A probabilidade de ocorréncia de um disturbio sistémico advindo de um foco
de infeccdo bucal € maior em individuos suscetiveis com uma resposta imune
reduzida, dentre eles incluimos os pacientes cirréticos, (Borowsky et al., 1979),
pacientes que fazem uso regular de esteréides (Latronica e Shukes, 1973),
criangcas com idade precoce e pacientes idosos (Navazesh et al.,, 1995). Outros
autores tém sugerido que existe uma relacdo entre doenca periodontal e aborto

espontaneo e nascimentos de bebés prematuros (Boyd et al, 1994) e doenca
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periodontal e nascimentos de prétermos com baixo peso (Offenbacher et al.,
1996).

A febre de origem desconhecida tem sido descrita como um possivel
sintoma de infeccdo bucal na literatura médica ha muitos anos (Alt e Barker,1930,
Petersdorf e Beeson, 1961) e a infeccdo bucal associada com a saude geral tem
sido relatada em muitos casos clinicos (Berry e Silver, 1976, Levinson e
Barondess, 1979, Hedstrom et al, 1980, Siminoski, 1993). O envolvimento dos
pirbgenos com o canal radicular (Shinoda et al, 1987) ou com a doenca
periodontal (Katz et al., 1992) tem sido citada como a mais provavel causa de
febre, nestes pacientes. Desta forma, caracteriza-se uma liga¢ 8o entre 0s varios
disturbios bucais e as doencas sistémicas (Van Velzen et al, 1984, Meurman,
1997). A presenca de endotoxinas em bolsas periodontais de pacientes apresenta
um grande potencial pirogénico. LPS coletado de bolsas periodontais humanas
ocasionaram febre bifasica quando inoculadas em coelhos (Kurimoto et al., 1986).
De modo similar, a resposta febril e a perda de peso corporal tem sido relatados
em um grande numero de pacientes que apresentavam abcessos periodontais
(Schroder, 1979). Ja& em criancas, ha relatos de doenca periodontal causando
febre e neutropenia (Fukai, 1989).

A importancia da regulacdo da temperatura corporal (Tc) € reconhecida
pela ciéncia ha muito tempo. Em 1808 James Curry ja havia relatado que a
capacidade de um animal preservar seu proprio calor frente as variacdes da
temperatura do meio em que vive, é fundamental para a manutencao da vida (c.f.
Milton, 1998).

De fato, a importancia da termorregulacéo fica evidente observando-se o
efeito da temperatura sobre diversas fungfes fisioldgicas e bioquimicas bésicas,
como, por exemplo, nos seguintes processos: reacdes enzimaticas (Dejours,
1981), contratilidade muscular (Wasserstrom & Vites, 1999), interacdo hormonio-
receptor (Hinkle et al., 1980), atividade neuronial (Aihara et al., 2001) e funcdo
imunolégica (Wenish et al., 1996).

A temperatura corporal € mantida constante através de dois mecanismos: o

mecanismo termorregulador comportamental, mais eficiente e mais econdémico,
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pois envolve a troca de calor de forma passiva, do organismo com o ambiente por
ele selecionado (Cabanac, 1998) e os mecanismos autonémicos, que independem
das condi¢cdes ambientais, sdo regulados de maneira involuntaria e consistem em
mecanismos de ganho de calor (producédo e conservacédo) e mecanismos de perda
de calor. A producédo de calor da-se pelo metabolismo basal, pela termogénese
por tremor e por ndo-tremor, enquanto que a conservacdo de calor ocorre,
principalmente, por vasoconstricdo periférica e piloerecdo. J& os mecanismos de
perda de calor envolvem vasodilatacdo periférica, ofegacdo e sudorese. Todos
esses mecanismos sao controlados pelo sistema nervoso autbnomo e o balanco
entre ganho e perda de calor determina a temperatura corporal do animal
(Szelényi & Székely, 1979; Werner, 1998).

Desta forma, podemos definir o “set point” termorregulatorio (ponto de
regulagem), que é o fator determinante da ativacdo ou ndo dos mecanismos de
ganho ou perda de calor e corresponde a um valor de temperatura ou faixa de
valores em torno da qual a temperatura corporal é regulada (Dinarello et al., 1988;
Boulant, 2000). Se a Tc nao coincidir com esse ponto de regulagem, mecanismos
termorreguladores apropriados sdo ativados para corrigi-la. Dessa forma, se a Tc
estiver acima do set point, sdo ativados 0s mecanismos compens atorios de perda
de calor e inibidos os mecanismos de ganho de calor, proporcionando a reducéo
da Tc ao seu valor normal. Ao contrario, se a Tc estiver diminuida, séo ativados os
mecanismos de ganho de calor, enquanto que os mecanismos de perda de calor

sao inibidos, elevando a Tc ao seu valor de normalidade.

A febre € descrita como um aumento regulado da Tc (Kluger, 1991). A
resposta febril € uma reacdao fisiologica complexa que ocorre em consequéncia a
invasdo do organismo por agentes infecciosos dentre eles virus, leveduras e
bactérias.

Estes agentes invasores desencadeiam o processo inflamatério. Este
processo inflamatério vem acompanhado de respostas de fase aguda e tardia,
sendo a primeira responsavel pela restricdo do dano e a segunda pelo reparo
tecidual (Blatteis et al., 2000; Zeisberger, 1999). A resposta de fase aguda (RFA) é
caracterizada por multiplas respostas mediadas pelo SNC incluindo febre, cefaléia,
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alteracdo na secrecdo de horménios adrenais e hipofisarios, mudancas no ciclo
sono-vigilia, anorexia, inatividade, nduseas e emese. Dentre essas respostas, a
mais predominante € a febre (Blatteis et al., 2000; ElImquist et al., 1997).

Na febre os mecanismos de producéo e conservacao de calor passam a ser
controlados mediante um novo ‘et point”, mais elevado que o normal. Dessa
forma, mecanismos autonémicos e comportamentais sdo ativados, resultando em
aumento da producdo e conservacao de calor. (Saper & Breder, 1994). As
mudancas comportamentais tipicas incluem a procura por ambientes mais quentes
e a adicao de roupas, enquanto que as alteracbes autondmicas incluem
vasoconstricao, termogénese por tremor e por nao tremor (Blatteis, 2000).

A febre € um mecanismo que vem sendo preservado ao longo da evolugéo,
sendo um forte indicio de que ela deve possuir papel protetor e adaptativo. De
fato, estudos demonstraram que pequenas elevagbes na temperatura corporal
aumentam a eficiéncia do sistema imunologico em combater agentes invasores, a
saber: (a) estimulacdo da migracdo de neutrofilos (Nahas et al.,, 1971); (b)
estimulacédo da secrecdo de produtos antibacterianos (Van Oss et al.,, 1980); (c)
aumento da producéo e atividade do interferon (Downing et al., 1987; Heron &
Berg, 1978); (d) ativacdo dos linfocitos T. Além disso, a febre representa
condicbes desfavoraveis para o crescimento da maioria dos microorganismos
patogénicos (Garibaldi, 1972; Grieger & Kluger, 1978).

Alguns estudos revelaram que a febre moderada tem efeito benéfico na
mortalidade e morbidade durante infec¢cdes. Nesse sentido, foi observado que
peixes, lagartos e mamiferos apresentam maior sobrevida frente a infeccdo
guando desenvolvem febre (Kluger et al., 1975; Kluger, 1991; Hasday & Garrison,
2000) e a reducédo da febre com agentes antipiréticos aumenta a mortalidade em
lagartos com infeccdo viral (Bernhein & Kluger, 1976) e coelhos com infeccéo
bacteriana (Vaughn et al., 1980). Estudos clinicos também mostraram correlagdo
entre febre e diminuicdo da morbidade e mortalidade em uma variedade de
infeccBes (Bryant et al., 1971; Mackowiak et al., 1980; Weinstein et al., 1978). E
importante destacar que apesar de diversas linhas de evidéncias indicarem que a

febre é uma resposta benéfica, deve-se considerar, no entanto, que valores de
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temperatura corporal muito elevados e por periodos prolongados podem ser
prejudiciais para o bom funcionamento do organismo, podendo levar até a morte
(Kluger et al,, 1975).

O modelo mais usado e universalmente aceito para reproduzir
experimentalmente a febre é a injecdo de lipopolissacarideo (LPS), que é um
componente da membrana externa de bactérias gram-negativas (Kluger, 1991).

A endotoxina comecgou a ser descoberta por volta do ano de 1870, quando
pesquisadores demonstraram que bactérias produzem doencas por meio da
producdo de toxinas. Inicialmente identificaram as exotoxinas, substancias
secretadas ativamente por muitas bactérias como aquelas responsaveis pela
difteria, tétano e botulismo. Hoje sabe-se que as exotoxinas sdo geralmente
proteinas, que na época foram caracterizadas pela susceptibilidade a inativacéo
pelo calor c.f. Rietschel & Brade, 1992). Em 1892, pesquisadores descreveram
toxinas que ndo se ajustavam ao perfil das exotoxinas. Richard Pffeifer identificou
uma substancia resistente ao calor, que parecia ser liberada de bactérias
desintegradas. Assumindo que essa substancia estaria dentro das bactérias,
Pffeifer a nomeou de endotoxina (do grego, endo, dentro). Trabalhos
subsequentes revelaram que as endotoxinas, na verdade residem na superficie de
bactérias gram -negativas e ndo no seu interior, mas essa terminologia permanece
até os dias de hoje (cf. Rietschel & Brade, 1992).

Somente nas décadas de 1930 e 1940 a estrutura das endotoxinas
comecou a ser conhecida e foi observado que elas s@o constituidas por moléculas
de polissacarideos, lipideos e proteinas, e a parte mais virulenta desse LPS é
denominada de Lipideo A que é a estrutura responsavel pela citotoxicidade e
pelos efeitos pirogénicos da endotoxina. O Lipideo A é formado, principalmente,
de acucares (glicosamina) ligados a fosfatos e longas cadeias de &cidos graxos,

cada um com cerca de 14 a&tomos de carbono (Raetz & Whitfield, 2002).

Uma célula bacteriana contém aproximadamente 3,5 x 10° de moléculas de
LPS que ocupam uma area de 4,9 nm?. Isso significa que ¥% da superficie celular

bacteriana consiste de LPS, sendo a area remanescente composta por proteinas
(Rietschel et al., 1994).
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Estas moléculas de LPS sé&o liberadas da superficie da bactéria gram-
negativa quando as bactérias morrem ou se multiplicam. Uma vez livres, elas ndo
produzem seus efeitos diretamente, mas ligam-se as células particulares
induzindo-as a secretarem moléculas mediadoras. Os macréfagos sao os alvos
principais. Inicialmente, o LPS liga-se a proteina ligadora de LPS (LBP),
principalmente na porcao do Lipideo A (Tobias et al., 1989). O complexo LPS/LBP
interage com um receptor conhecido como CD-14, presente na superficie dos
macrdéfagos (Wright et al., 1990). Esse receptor ndo tem capacidade de gerar sinal
transmembrana, pois esta associado a proteina G inibitéria, no entanto, interage
com outro receptor, conhecido como Toll-Like 4 (TRL4) (Hoshino et al., 1999;
Chow et al., 1999). O TRL4 ativado, recruta uma proteina adaptadora (MyD88)
que interage com uma proteina quinase serinatreonina (IRAK) (Wesche et al.,
1997; Medzhitov et al.,, 1998). A IRAK é auto-fosforilada e ativa a via das MAP -
quinases, gerando uma cascata de eventos que resultam na ativacdo e
fosforilacdo da IkB-quinase (IKK). A IKK fosforila o IkB (inibidor do NF-kB),
induzindo a liberagdo do NF-kB, o qual juntamente com outro fator de transcricdo
(AP-1), membro da familia JUN e FOS, transloca para o nucleo e ativa a
transcricdo de genes de mediadores (Barnes & Karin, 1997; Karin & Ben-Neriah,
2000).

O Lipideo A é capaz de estimular macréfagos a produzirem trés grupos de
mediadores: proteinas, radicais livres de oxigénio e lipideos. Dentre as proteinas,
temos principalmente as seguintes citocinas: o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
(Blatteis & Sehic, 1997), as interleucinas 1, 6 e 8 (IL-1, IL-6 e IL-8), e o interferon-
? (IFN-?) ). Dentre os radicais livres, temos os radicais livres de oxigénio como, por
exemplo, os super oxidos e oxido nitrico (NO) (Steiner e Branco, 2001) e dentre os
lipideos temos a prostaglandina E (PGE;), tromboxana A e o fator de ativacéo
plaquetaria. Quando o nivel destes mediadores produzidos € baixo temos efeitos
benéficos ao organismo como uma febre moderada, estimulo generalizado do
sistema imune e a morte microbiana. Porém quando esses mediadores sao

superproduzidos, temos efeitos prejudiciais ao organismo, como grandes
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alteracdes na temperatura corporal, hipotensao, alteracdes da crase sanguinea e
choque séptico (Rietschel e Brade, 1992).

Para que a resposta febril ocorra, é necessaria a comunicacao entre o
sistema imune e o SNC, onde ocorre a regulacdo da Tc. Sinais da periferia
alcancam o SNC por meio de trés principais vias: 1) via fibras aferentes que
trafegam principalmente pelo nervo vago e fazem sua primeira sinapse no ndcleo
do trato solitario (NTS) (Blatteis et al., 2000); 2) via 6rgdos circunventriculares
como o organum vasculosum laminal terminalis (OVLT) e o6rgédo subfornical, os
quais ndo contém barreira hemato-encefalica (Takahashi et al., 1997); e 3) via
interacdo com células localizadas na interface hemato-encefalica, i.e., células
endoteliais (Tilders et al., 1994) e perivasculares (Elmiquist et al., 1997). Essas
vias aferentes transportam o0s sinais pirogénicos para a regido pré-6ptica do
hipotalamo (POA), onde a informacdo € integrada e uma resposta efetora
apropriada é elaborada (Boulant et al., 1998). A POA é considerada o principal
sitio termorregulador do organismo. A POA, além de possuir sensibilidade térmica
local, recebe informag¢des dos termorreceptores periféricos, o que possibilita a
integracdo de informacbes térmicas locais e ambientais para a geracdo de
respostas termorreguladoras apropriadas (Boulant, 1998; 2000). Os
termorreceptores periféricos sdo terminacdes nervosas livres de pequeno
didmetro, ndo mielinizadas, ou seja, fibras aferentes do tipo C. Existem dois tipos
basicos de termorreceptores periféricos: 0s sensiveis ao frio e 0s sensiveis ao
calor. Os termorreceptores sensiveis ao frio aumentam sua freqiiéncia de disparo
com a diminuicdo da temperatura, enquanto que os termorreceptores sensiveis ao
calor elevam sua atividade com o aumento da temperatura. Na POA, essas
células especializadas recebem informacdo térmica ndo somente periférica, mas
também dos proprios termorreceptores centrais localizados na medula espinhal
(Boulant & Hardy, 1974). Assim, como resutado da comparacéo e integracédo das
informagbes térmicas centrais e periféricas, a POA pode provocar respostas
termorreguladoras mais apropriadas as condi¢des internas e ambientais (Boulant,

bY

2000). Isso é possivel gracas a comunicacdo da POA com areas efetoras
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especificas presentes no tronco encefalico que controlam mecanismos

autondmicos de producéo e perda de calor (Kanosue et al.,, 1994; 1994b).

Estudos indicam que a PGE, é o mediador mais proximal que age nos
neurdnios termossensiveis na POA, alterando a sensibilidade dos neurdnios dessa
regido, e assim, desencadeando a resposta febril (Blatteis & Sehic, 1998).

No entanto, a febre e outras respostas patoldégicas mediadas pelo SNC
podem também ocorrer na auséncia de aumento substancial do nivel sanguineo
circulante destas citocinas, desta forma, o estimulo dos nervos sensoriais
periféricos transporta os sinais da ativacdo do sistema imune para o SNC (Ross,
et al., 2003).

Encontramos na literatura recente, protocolos que simulam infec¢des
localizadas no corpo de animais por meio de uma bolha de ar (“air-pouch”), (Miller
et al., 1997 e Cartmell, et al., 2003), ou de implante de uma canula de polietileno
(Ross et al., 2000), no dorso de animais como ratos e cobaias onde podem ser
injetados LPS e outras substancias a serem testadas. Este modelo experimental
de febre tem sido empregado no qual o LPS é administrado ndo sistemicamente,
mas localmente em bolha de ar subcutédnea no dorso de animais (algumas vezes
combinado com implantagéo de canula subcutanea), neste modelo experimental o
LPS néo é detectado na circulagdo (Roth et al., 2000).

Experimentos piloto foram realizados em nosso laboratério no intuito de
adaptar estes procedimentos ao periodonto de protecdo de ratos. Encontrou-se
dificuldade para manutencdo dch bolha de ar, mas a técnica do implante de uma
canula de polietileno foi muito bem sucedida. Portanto esta metodologia, que
nunca foi aplicada ao periodonto, simula uma infeccao local e contrasta com a
injecdo de LPS intraperitonial ou intravenosa, as quais mimetizam infeccdo
sistémica.

A inervacdo somatossensorial da face e da cavidade bucal de mamiferos é
suprida principalmente pelos ramos maxilar e mandibular do nervo trigémio
(Lazarov, 2001 e Byers e Dong, 1989). H& evidéncias que indicam que a lesdo dos
ramos dos nervos do sistema trigeminal difere daquelas encontradas apos injlrias

dos nervos periféricos (Fried et al., 2001). Adicionalmente, em humanos, a dor
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craniofacial também mostra algumas diferencas da dor envolvendo nervos
espinhais (Matthews, 1989; Menetrey e Basbaum, 1987; Nakamura e Ferreira,
1987 e Sessle, 1986). Todavia, as possiveis diferencas entre os papéis exercidos
pelos mediadores inflamatérios seguidos de injarias dos sistemas de nervos
trigeminais e periféricos nunca foram estudados.

Recentemente a proteina FOS, produto da expressédo do proto-oncogene c-
fos, detectada por meio de imumocitoquimica, tem sido amplamente utilizada
como marcadora da atividade neuronal (Morgan e Curran, 1989). A expressao de
FOS é induzida no SNC de animais por estimulos farmacolégicos, elétricos,
cirrgicos e alguns estimulos fisiolégicos. A expressdo desta proteina tem sido
muito utilizada por possibilitar um mapeamento da atividade neuronal e elucidar as
interacOes entre os diversos circuitos neuronais do SNC (Morgan e Curran, 1989).

A expressao de c-fos foi detectada na medula espinhal por estimulo
inflamatério e nociceptivo (Hunt et al., 1987), no sistema trigeminal, também por
estimulo nociceptivo (Magdalena et al., 2004; Coimbra e Coimbra, 1994) e em
resposta a administracdo de endotoxina intraperitonialmente em varios nucleos
cerebrais (Valles et al., 2005). Entretanto, ndo existe relatos na literatura sobre a
possivel expressdo de c-fos nos ndcleos do sistema trigeminal apos injecao de
LPS no periodionto.

Deste modo, evidencia-se que ha uma rica producdo de conhecimento em
relacdo as respostas fisio-patoldgicas frente a infeccdo sistémica, principalmente
utilizando-se do modelo da injecdo sistémica de LPS. Por outro lado, as respostas
as infeccdes locais, utilizando-se o modelo de “air-pouch”, sdo bem mais escassas
(Miller et al., 1997 e Cartmell, et al., 2003). Ainda mais especificamente, em

relacdo as infec¢bes bucais praticamente nada é conhecido.
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4. PROPOSICAO
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PROPOSICAO

Nosso objetivo foi testar a hipdtese de que as prostaglandinas,
produzidas no periodonto em resposta ao LPS, estimulam as aferéncias
nervo trigémio e este transmite os sinais da cavidade bucal ao SNC,
principalmente para a area pré-oOptica do hipotalamo (principal centro
termointegrador) na inducédo da febre. Para tanto, visou-se o delineamento
de um modelo que servisse ao estudo das infec¢des odontolégicas que
levam a alteracdes na saude geral de nossos pacientes, em especial en
criangas muito jovens, as quais apresentam sistema imune imaturo.

Baseado nas informag0es acima, este projeto teve como objetivos:

1. Testar a validade do modelo proposto para o estudo da infeccédo
localizada no periodonto de protecdo de ratos com a implantagdo da
canula de polietileno.

2. Verificar as provaveis mudancas na temperatura corporal de ratos apés
injecoes locais de diferentes doses de LPS no periodonto.

3. Verificar a participacdo das aferéncias do nervo trigémio na transmissao
de sinais da cavidade bucal ao SNC na inducéo da febre.

4. Verificar a participacdo das prostaglandinas como o mediador local no
periodonto.

5. Verificar se ha ativacdo neuronal no nucleo trigeminal e na POA, apos

administracdo de LPS no periodonto.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 ANIMAIS

Os experimentos foram realizados em ratos Wistar (Rattus
novergicus, Rodentia) machos, pesando entre 250 e 300 g no dia do
experimento, fornecidos pelo biotério central do campus da USP de
Ribeirdo Preto — SP. Os animais foram acondicionados em caixas
individuais e mantidos a uma temperatura controlada (25 + 1°C) com
livre acesso a &gua e racdo, em um ciclo claro:escuro 12:12 h, com as luzes
se ascendendo as 6:00 h. Para que ndo ocorram possiveis mudancgas na
temperatura corporal dos ratos devido as variacdes cir cadianas, todos os
experimentos tiveram inicio as 09:00 horas. O estudo foi aprovado e foi
conduzido de acordo com os protocolos da Comissio de Etica no Uso de
Animais do Campus de Ribeirdo Preto da Universdade de S&o Paulo
(Protocolo N° 04.1.350.53.8).

4.2 CIRURGIA PARA IMPLANTAGCAO DA SONDA DE BIOTELEMETRIA
Osanimaisforam anestesiados com injecao intraperitoneal (i.p.) de 2,2,2-
tribromoethanol (250 mg/kg). Uma sonda de biotelemetria (Modelo:
ER4000; Mini-Mitter Co. Inc., Sunriver, OR) foi colocada na cavidade
abdominal dos ratos, através de uma incisio na parede abdominal
(laparotomia medial). Apos a colocacdo da sonda, foi realizada a sutura
da parede abdominal em dois planos. musculo e pele.

4.3 CIRURGIA PARA IMPLANTACAO DA CANULA DE POLIETILENO NO
PERIODONTO DE PROTECAO

Em todos os grupos experimentais, com o animal ainda anestesiado, foi
implantada no periodonto de protecdo uma canula de polietileno (PE 10) de 4,5
centimetros de comprimento por 0,28 milimetros de diametro (Intramedic Tubing

PE 10 — Becton Dickinson), soldada a uma cénula de polietileno (PE 50) de 1,0
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centimetro de comprimento por 0,58 milimetros de diametro (Intramedic Tubing PE
50 — Becton Dickinson), exteriorizada na regido superior do pescoco, entre as
orelhas. No ponto de solda foi realizada a sutura da canula na pele do animal. O
aumento de diametro da céanula foi realizado para possibilitar a injecdo. Apds a
implantacdo, a extremidade da canula localizou-se na regido gengival anterior da
maxila, simulando um “air pouch” gengival. Um pequeno volume de ar (5 pL) foi
injetado através de um filtro de 0.2 um para delinear o “air pouch”. Foi realizada
uma profilaxia antibiotica com penicilina (benzilpenicillin-160,000 U/kg,
streptomicina-33.3mgkg e diidroestreptomicina-33.3 mg/Kg, i.m.) e um periodo de
trés dias foi aguardado para recuperacao cirirgica do animal. Duante este
periodo a canula foi mantida fechada com a utilizacgdo de um mandril
confeccionado com agulha hipodérmica com calibre semelhante ao PE 50. Esta
canula possibilitou a injecdo das drogas com o animal consciente, sem
necessidade de anestesia no dia do experimento, ndo gerando estresse ao

animal.

4.4 CIRURGIA PARA IMPLANTACAO DE CATETER PARA COLETA DE
SANGUE

Em um outro grupo experimental, um cateter adicional, também
confeccionado de polietileno (Intramedic Tubing PE 50 — Becton Dickinson) foi
implantado na artéria femoral para coleta de sangue, que foi utilizado para

dosagem de endotoxina.

4.5 CIRURGIA DE TRANSECCAO DO RAMO MAXILAR DO NERVO TRIGEMEO

Outro grupo de animais foi submetido a cirurgia de transecc¢éo bilateral dos
ramos maxilares do nervo trigémeo. Apds anestesia com injecdo intraperitoneal
(i.p.) de 2,2,2-tribromoethanol (250 mg/kg) os nervos foram seccionados pelo
seguinte procedimento: incisdo de 1 centimetro na pele, acima do arco zigomatico,
localizando o forame infra-orbital. Exposicdo do ramo maxilar do nervo trigémio,
gue emerge deste forame. Isolamento do nervo, corte do nervo bilateralmente e

sutura da pele do animal. Animais com operacdo ficticia (“sham”) foram
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submetidos ao mesmo procedimento, porém 0s nervos nao foram seccionados.

Foram aguardados 7 dias para recuperacao cirdrgica do animal.

4.6 MEDIDA DA TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura corporal dos animais foi monitorada continuamente
utilizando-se biotelemetria (Mini-Mitter Co. Inc.,, Sunriver, OR). Os
registros foram feitos a intervalos de 5 minutos durante 1 hora antes e
cinco horas apo6s a administracéo das drogas e foram plotados no grafico
a cada intervalo de 15 minutos. A temperatura basal dos animais foi
determinada pela média das dez Ultimas anteriores a injecdo das drogas.
Os dados foram obtidos e processados em um computador |BM
utilizando-se o programa Vital View (Mini-Mitter Co. Inc., Sunriver,
OR).

4.7 DROGAS

As drogas utilizadas foram: o LPS de Escherichia coli (0111:B4
Sigma, St Louis, MO, EUA), dissolvido em solucdo salina estéril 0.9% e
apirogénica. O LPS foi injetado internamente via canula de poligileno
com seringa Hamilton de 10 pL, nas doses de 10 e 100 pg/kg.

O inibidor ndo sdletivo das ciclooxigenases, diclofenaco de sodio
(Calbiochem, LA Jolla, CA), dissolvido em 95% de solucéo salinae5% de
etanol, efoiinjetado na dose de 5 mg/kg.

O anestésico local cloridrato de mepivacaina a 3% (MEPISV-DFL,
Jacarepagua — Rio de Janeiro, Brasil) com composicdo: 30 mg de
cloridrato de mepivacaina, 6 mg de cloreto de sodio e 1,0 mL de agua
destilada, foi injetado na dose de 1.2 mg/kg.
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O volume injetado de LPS foi de 3,5 yL por rato. Previamente a
injecdo do LPS foi injetado 3,0 uL de ar e ap0s a injecdo também foi
injetado 3,0 L de ar, smulando um “air pouch” gengival. A mepivacaina
e o diclofenaco foram injetados em volume de 12 ul por rato. Antes e apos
as injecoes das drogas foram njetados 3,0 uL de ar. Todas as drogas
foram injetadas via canula com o auxilio de seringa Hamilton de 10 ou 25
UL . Doses foram escolhidas em experimentos piloto em nosso laboratério
e baseados em estudos prévios (Ross &t al., 2000).

48 COLETA DO PLASMA E DOSAGEM DA CONCENTRACAO DE
ENDOTOXINA

Sessenta minutos apos a injecéo de LPS (100 pg/kg) no periodonto
(via canula), uma amostra de sangue foi coletada do cateter femoral intra-
arterial com seringa estéril e heparinizada e foi imediatamente
centrifugado e o plasma separado e mantido a — 70°C até o
processamento. As concentracbes de endotoxina foram medidas pelo
método enzimatico, de acordo com o protocolo padronizado por Cambrex
Bio Science Walkersville, Inc. (Walkersville, DM 21793). O limite de
deteccio do teste de endotoxina € de 10 pg/mL. O tempo para coleta foi
selecionado com base em estudos prévios (Ross et al., 2003).

4.9 PROCEDIMENTOS HISTOLOGICOS

4.9.1. Pefusdo transcardiaca e cortes cerebrais. em um outro grupo
experimental, animais foram anestesiados intraperitonialmente com uma
mistura de Ketamina (ketamina Agener, Embu-Guacu, Sdo Paulo, Brasil)

e Xylazina (Dopaser, Calier S. A., Barcelona, Espanha) na dose de 90:10

30



mg/kg. Este anestésico foi selecionado porque néo interfere nos resultados
da expressdo da proteina Fos de acordo com a literatura e com
experimentos piloto, sendo o mais utilizado para este fim (Magdalena et
al., 2004). Ap0s a anestesa, os animais foram perfundidos
transcar diacamente com solucdo tampao fosfato-salina (PBS 200 mL —
pH 7.4), seguidos por paraformaldeido previamente preparado a 4% em
tampdao fosfato 0.1 M (200 mL —pH 7.4). Os cérebros foram rapidamente
removidos e mantidos na mesma solucéo fixadora por 4 horas (4°C) e
depois crioprotegidas por imersao durante a noite em tampé&o fosfato-
sacar ose a 30% . Estes cérebros foram congelados em gelo seco, montados
em cryostato (Frigocut 2800, Leica, Wetzlar, Alemanha) e cortados em
seccgOes coronais de 40 pum, estes cortes foram armazenados a - 20°C em
solucdo crioprotetora (tampéo fosfato de sodio 0.05%, pH 7.3, 30%
etilenoglicol, 20% gliceral).

4.9.2. Imunohistoquimica para Fos. Cada terceira sesdo das éreas de
inter esse foram processadas para imunohistoquimica para Fos. O método
selecionado para imunohistoquimica foi o método de “free floating”.
Primeiramente os cortes foram lavados por 3 vezes em PBS (0.01 M, pH
7.4) e incubados em PBS contendo 1% de perdxido de hidrogénio por 10
minutos parainativar a atividade das peroxidases endégenas. Apos varias
lavagens em PBS por 30 minutos, os cortes foram colocados em soro
normal de carneiro a 5% (NGS, Vector, Burlingame, CA) por 45 minutos
e depois foram incubados por 24-48 horas a 4°C com 0 soro anti-c-fos
policlonal obtido de coelhos (Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA).
O soro foi diluido (1:1000) em PBS contendo 1% de soro de albumina

bovina e 0.5% de triton X-100. Ap6s 3 lavagens em PBS, os cortes foram
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incubados por 1.5 horas a temperatura ambiente com o0 segundo
anticorpo biotinilado de carneiro (anti-rabbit I1gG - 1:400; Vector).
Subsequentemente, eles foram lavados por 3 vezes em PBS e colocados
por 30 minutos em um complexo de avitina-biotina peroxidase (kit ABC,
Vectastain, Vector, Burlingame, CA). Neurbnios marcados foram
visualizados apés 5 a 10 minutos de incubacdo com 0.05% de 3,3 -
diaminobenzina tetracloride e 0.1% de perdxido de hidrogénio. Os cortes
foram novamente lavados e montados em |aminas gelatinizadas, deixados
secar durante a noite e no proximo dia desdratados em séries
ascendentes de etanol e xilol e em seguida, as [aminas foram cobertas com
laminulas, utilizando-se o Entellan. O anticorpo utilizado neste estudo
reconheceu c-fos e proteinas relacionadas ao Fos, os neur 6nios mar cados
foram descritos como Fosimunorreativos (FOSIR). No controle negativo
da imunohistoquimica foi omitido o primeiro anticorpo (soro anti-c-fos
policlonal gerado em coelhos — Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA).

4.9.3. Andise da immunohistoquimica: Os cortes foram analisados por
microscopia de luz e neur 6nios mar cados foram registrados com o uso de
um sistema de analise de imagens (Keiss KS 300). Para quantificacdo, um
corte cerebral de cada nucleo (subnucleo caudal do nucleo trigeminal

espinhal e area pré-optica do hipotdlamo) foi selecionado para contagem
unilateral para cada rato. Os cortes foram selecionados baseados no Atlas
Paxinos e Watson (Paxinos e Watson, 1998) e as se¢des que apr esentaram
0 maior numero de céulas Fos reativas (FOSIR) foram contadas

unilateralmente.
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4.10. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.10.1. PROTOCOLO 1
Avaliacédo do efeito da administracdo de LPS no periodonto na temperatura

corporal de ratos:

As alteragbes na Tc de ratos foram monitoradas apoés injecéo de LPS
internamente na canula de polietileno implantada no periodonto. O LPS
foi diluido em solucéo salina e de acordo com experimentos pilotos as
doses selecionadas foram de 10 e 100 pg/kg. As doses propostas na
literatura para ratos sdo de 100 ny/kg de peso corporal quando injetado
inter namente em bolha de ar no dorso do animal (Cartmell et d., 2003) e
a mesma dose quando injetado intra-peritonialmente (Per otti et al., 1999).
O volume final injetado foi de 10 pL (3pL de ar, seguido de 3.5 uL de
solucdo de LPS e finalmente 3.5 yL de ar), utilizando uma seringa
Hamilton de 10 uL. A Tc dos animais foi medida durante 1 hora antes da
injecdo do LPS, em intervalos de 5 minutos, para determinacdo da
temperatura basal. Ap6s a administracdo do LPS, foi verificada a
evolucdo temporal da temperatura de 5 em 5 minutos, por mais um
periodo de 5 horas. Animais controle receberam injegdes do mesmo
volume de solucgéo salina a 0,9% inter namente na canula.

4.10.2. PROTOCOLO 2
Dosagem de LPS no plasma de ratos 1 hora apds administracdo local de 100
Hg/kg de LPS no periodonto:

Para verificar se o LPS injetado via canula no periodonto de
protecdo entraria na circulacdo sanguinea, amostras de sangue foram
coletadas e aconcentracdo de endotoxina foi dosada uma hora apos a
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injecéo de LPS (100 pg/kg). Foi selecionado este tempo apos a injecdo
porque de acordo com a literaratura o pico da concentracao de LPS no
plasma se da apés 1 hora da injecéo (Ross, 2003).

4.10.3. PROTOCOLO 3
Avaliacdo do efeito do anestésico local mepivacaina na febre induzida por

LPS no periodonto de ratos:

Para verificar o possivel efeito do anestésico local na febre induzida
por LPS, as alteracdes na temperatura corporal de ratos foram
monitoradas apés injecdo (via canula) no periodonto de ratos de
mepivacaina (1.2 mg/kg) sem vasoconstrictor 10 minutos antes da injecéo
de LPS (100 pg/kg), também via canula. As doses foram definidas em
experimentos pilotos em nosso laboratorio. A Tc dos animais foi medida
durante 1 hora antes até 5 horas apés a injecao das drogas. Animais
controle receberam injecbes do mesmo volume de veiculo da mepivacaina
(solucéo salina estéril e apirogénica) e LPS (100 ug/kg). Para verificar sea
acdo da mepivacaina era local ou sistémica, um outro grupo de animais
receberam injecdo intra-peritonial (i.p.) de mepivacaina na mesma dose
(2.2 mg/kg), injetada em volume de 1 mL/kg, 10 minutos antes da injegao
de LPS (100 pg/kg) no periodonto de protecéo.

4.10.4. PROTOCOLO 4.
Avaliacdo do efeito da transeccdo bilateral dos ramos maxilares do nervo
trigémio na febre induzida por LPS no periodonto de ratos:

Para confirmar a participacdo do nervo trigémio na febre induzida por LPS,
animais foram submetidos a transeccéo bilateral dos ramos maxilares do nervo

trigémeo, e uma semana apos a cirurgia eles foram injetados com LPS (100 pg/kg)
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via canula no periodonto. Animais “sham” também foram injetados com LPS na

mesma dose.

4.10.5. PROTOCOLO 5:
Avaliacéo do efeito do inibidor ndo seletivo das ciclooxigenases (diclofenaco

de sédio) na febre induzida por LPS no periodonto de ratos:

Para verificar o possivel efeito das prostaglandinas locais na febre
induzida por LPS, as alteragdes na temperatura corporal de ratos foram
monitoradas apés injecdo (via canula) no periodonto de ratos de
diclofenaco de sodio (5 mg/kg) 10 minutos antes da injecéo de LPS (100
Hg/kg), também via canula. As doses foram definidas em experimentos
pilotos em nosso laboratdrio e de acordo com aliteratura (Ross, 2003) ea
resposta termoregulatéria a dose de 5 mgkg foi a mais consistente e
reprodutivel nos protocolos experimentais. A Tc dos animais foi medida
durante 1 hora antes até 5 horas apés a injecao das drogas. Animais
controle receberam injecdes do mesmo volume de veiculo da diclofenaco
(95% de solucéo salina estéril e apirogénica e 5% de etanol) e LPS (100
ug/kg). Para verificar se a agdo do diclofenaco era local ou sistémica, um
outro grupo de animais receberam injecao intra-peritonial (i.p.) de
diclofenaco na mesma dose (5 mg/kg), injetada em volume de 1 mL/kg, 10

minutos antes da injecao de L PS (100 pg/kg) no periodonto de protecao.

4.10.6. PROTOCOLO 6
Verificacdo e quantificacdo da expressao de proteina Fos imunorreativa no
nucleo trigeminal espinhal (caudal, interpolar e oral) e na area pré-6ptica do
hipotadlamo ap6s administracdo de LPS no periodonto de ratos:

Para verificar a expressao de c-fos no nucleo trigeminal espinhal e na area

pré-optica do hipotalamo, a dose de 100 upg/kg de LPS foi administrada (via
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canula) no periodonto de ratos e trés diferentes tempos de morte foram utilizados:
1, 2 e 3 horas apo0s a injecdo. Os cortes cerebrais foram processados para

imunohistoquimica e os neurénios imunoreativos foram quantificados.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os valores foram expressos como média + EPM. Alteracdes da Tc
foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) duas vias para medidas
repetidas. A diferenca entre as médias foi avaliada pelo teste de mdltiplas
comparagfes de Duncan ou pelo teste t para comparar cada ponto. Valores de p
<0.05 foram considerados significativamente diferentes.

O indice térmico foi utilizado nos protocolos 1, 3 e 4 para melhor andlise
dos dados e foi calculado como a area sob a curva abaixo da curva de
temperatura (°C h). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se anélise de
variancia (ANOVA) duas vias para medidas repetidas seguidas pelo teste de
Duncan. Valores de p <0.05 foram considerados significativamente diferentes .

O ndmero de neurbnios Fos-IR foi comparado por analise de variancia
(ANOVA) uma via para medidas repetidas, seguida por teste de Duncan, com

p<0.05 indicando diferenca estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS
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RESULTADOS

4.1 METODOLOGIA UTILIZADA

Os modelo proposto para simular uma infeccéo aguda periodontal por LPS
em ratos se adaptou muito bem as necessidades do projeto. Este modelo,
utilizando-se canula de polietileno implantada no periodonto, foi padronizado em
nosso laboratério e apresentou diversas vantagens, pois possibilitou injeces com
volume de droga constante ndo necessitando de perfuragdo na gengiva por agulha
no momento da injecdo (a puncdo gengival durante a injecdo leva a uma perda
parcial da droga por refluxo, pois a gengiva de ratos € um tecido fridvel, e uma
parte da droga pode ser perdida pela perfuracdo da agulha). Uma outra vantagem
da metodologia utilizada é que promove o minimo de estresse ao animal durante a
injecdo, pois a injecdo é realizada com o animal consciente, sem necessidade de
anestesia, realizada pelo prolongamento da canula exteriorizada na regiao
superior do pescoco. Desta forma podemos garantir sempre 0 mesmo volume e
mesma dosagem das drogas utilizadas nos protocolos experimentais e as
respostas dos animais ndo foram alteradas por nenhum estresse durante as
injecodes.
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4.2 EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LPS NO PERIODONTO NA
TEMPERATWRA CORPORAL DE RATOS

A Figura 1 mostra o efeito da injecdo de LPS nos tecidos periodontais na
temperatura corporal de ratos. As duas diferentes doses de LPS utilizadas (10
png/kg e 100 pg/kg) levaram a um aumento estatisticamente significante da
temperatura corporal dos animais, caracterizando uma resposta febril, quando
comparados com o controle, que receberam injecdo de solucdo salina estéril e
apirogénica no periodonto [Fg247= 6.96, P = 0.00]. A dose baixa de LPS (10
pg/kg) elicitou uma febre bifasica, de desenvolvimento mais lento, porém a dose
alta de LPS (100 pg/kg) elicitou uma resposta febril mais rpida e em maior
intensidade que a menor dose de LPS. Este padrdo de resposta caracteriza uma
resposta febril dose-dependente.

Podemos observar pela analise do grafico da Figura 1 que as temperaturas
corporais dos animais injetados com LPS, em ambas as doses, comecaram a
subir por volta de 1.5 a 2 horas ap0s a inje¢cdo no periodonto. Nos animais
injetados com a maior dose (00 pg/kg), o platdé (maior valor médio alcancado
pelas médias das temperaturas dos animais do grupo experimental) se deu por
volta de 3 horas ap0ds a inje¢éo e alcangcou um valor médio em torno de 38.7 °C.
Nos animais injetados com a menor dose (10 pg/kg) o platd ocorreu somente por
volta de 4 a 5 horas e alcangcou um valor médio inferior, em média 38.4 °C.

O grafico em barras da Figura 1 expressa os indices térmicos dos animais
descritos acima e foi calculado pela area sob a curva de temperaturas, facilitando

a visualizacdo das diferengas entre os grupos (*p < 0.05 vs salina).
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Figura 1. A: Resposta da temperatura corporal de ratos a injecdo de solucéo
salina ou LPS (10 e 100 pg/kg) nos tecidos periodontais de protecdo. O nimero de

animais por grupo esta nostrado entre parénteses (* p < 0.05 comparado com o
grupo tratado com solucéo salina). B: indice térmico (area sobre a curva) para

tratamentos com salina, LPS 10 pg/kg e LPS 100 pg/kg. Valores estdo expressos

como média = E.P.M. (* p < 0.05 vs salina).
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4.3 DOSAGEM DE LPS NO PLASMA DE RATOS 1 HORA APOS
ADMINISTRAGAO DE LPS (100 pg/kg) NO PERIODONTO

Para avaliar se o LPS entrou na circulagcao sistémica do sitio da injecao,
amostras de sangue foram coletadas e processadas para dosagem da
concentragcdo de endotoxina. Em dois ratos injetados com LPS (100 ug/kg),
pequenas quantidades de endotoxina (54 e 62 pg/mL) foram detectados no
plasma sanguineo. Em todos os outros animais (n=14), a concentracdo de LPS no
plasma foi menor que o limite de deteccdo do método. Aém dos resultados que
serdao mostrados na Figura 3, estes resultados corroboram a hipGtese que a
inducdo da febre causada pela injecdo de LPS nos tecidos periodontais €, de fato,

devido a acao local de LPS ao invés do escape para a circulacéo sistémica.

Tabela 1- Dosagem de LPS no plasma de ratos pelo método enzimatico

padronizado por Cambrex Bio Science Walkersville, Inc.

DOSAGEM LPS TOTAL =16 ANIMAIS
NO PLASMA
14 RATOS (87.5%) NAO FOI DETECTADO LPS
2 RATOS (12.5%) DETECTADO LPS EM BAIXAS
CONCENTRACOES (54 e 62 pg/mL)
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4.4 ACAO DO ANESTESICO LOCAL MEPIVACAINA NA FEBRE INDUZIDA
POR LPS NO PERIODONTO DE RATOS

A Figura 2 mostra a acdo do anestésico local mepivacaina na febre
induzida por LPS no periodonto de ratos. O objetivo deste protocolo foi avaliar se a
febre induzida por LPS resulta da participacdo de sinais neurais aferentes do
nervo trigémio. Para este fim ratos foram prétratados com o anestésico local
mepivacaina nos tecidos periodontais 10 minutos antes da administracdo de LPS.
Animais controle receberam inje¢cdo de veiculo da mepivacaina e LPS no
periodonto.

O pré-tratamento com o anestésico local mepivacaina reduziu
significantemente a febre induzida por LPS [Fgs324y= 2.26, P = 0.00], e esta
reducdo se deu principalmente durante o periodo de 2 a 4 horas apés a injecao.
Um outro grupo de animais recebeu a mesma dose de mepivacaina
sistemicamente (i.p.) e LPS no periodonto e neste grupo nao foram observadas
alteracbes na febre induzida por LPS, indicando que o efeito da mepivacaina na
febre induzida por LPS néo é devido a acdo sistémica do anestésico e sim a acao
local de bloqueio da transmissao dos impulsos neurais aferentes.

O grafico em barras da Figura 2 expressa os indices térmicos dos grupos
experimentais descritos acima e foi calculado pela area sob a curva de
temperaturas, facilitando a visualizagao das diferencas entre os grupos (*p < 0.05

vs veiculo + LPS).
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Figura 2: A: Efeito da mepivacaina na febre por LPS. A: Resposta da temperatura
corporal a injecdo de mepivacaina local (via canula no periodonto) ou sistémica
(i.p.) na dose de 1.2 mg/kg 10 minutos antes da injecdo de LPS (100 pg/kg) no
periodonto de ratos. Animais controle foram injetados com veiculo e LPS. O

namero de animais por grupo estd mostrado entre parénteses. (* p < 0.05
comparado com o0 grupo de animais tratados com veiculo e LPS). B: indice

térmico (area sobre a curva) resume estes resultados. Valores estdo expressos

como média = E.P.M. (* p<0.05 vs veiculo + LPS).
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4.5 EFEITO DA TRANSECCAO BILATERAL DOS RAMOS MAXILARES DO
NERVO TRIGEMIO NA FEBRE INDUZIDA POR LPS NO PERIODONTO DE
RATOS

Para confirmar a participacédo dos sinais neurais aferentes, a febre induzida
por LPS foi estudada em um grupo de animais submetidos a transeccao bilateral
do nervo trigémio. Animais controle (sham operados) foram submetidos ao mesmo
procedimento cirargico, porém o nervo ndo foi seccionado. Os animais
experimentais e sham foram injetados com LPS (100 pg/kg) no periodonto e como
resultado observou-se que a resposta febril dos animais com nervo trigémio
transeccionados foi significantemente reduzida [Fuo2e5= 9.61, P = 0.00]
comparado com os animais sham operados tratados com LPS. Estes resultados
estdo demonstrados na Figura 3.

O gréfico em barras da Figura 3 expressa os indices térmicos dos grupos
experimentais descritos acima e foi calculado pela area sob a curva de
temperaturas, facilitando a visualizagdo das diferencas entre os grupos (*p < 0.05

vs sham operados + LPS).

Este resultado € também uma evidéncia de que a febre induzida por LPS &

mediada localmente, e por meio de estimulag&o das fibras do nervo trigémio.
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Figura 3: A: Efeito da transecc¢édo bilateral do ramo maxilar do nervo trigémeo na
resposta febril induzida por LPS. LPS na dose de 100 pg/kg foi injetado nos
tecidos periodontais de protecdo de ambos 0s grupos de ratos: nervo
transeccionados e sham operados. (* p < 0.05 comparado com 0 grupo sham
operados). B: indice térmico (area sobre a curva) apds o tratamento com LPS em
ratos sham operados ou com o nervo transeccionados. Valores estdo expressos

como média = E.P.M. (* p < 0.05 vs sham operados).
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46 ACAO DO INIBIDOR NAO SELETIVO DAS CICLOXIGENASES
(DICLOFENACO DE SODIO) NA FEBRE INDUZIDA POR LPS NO
PERIODONTO DE RATOS

Para verificar a funcdo da producdo local de prostaglandinas na febre
induzida por LPS, animais foram pré-tratados com diclofenaco, que é o inibidor da
sintese de prostaglandinas. A pré-injecao de diclofenaco nos tecidos periodontais
resultou em uma redugéo significante da resposta febril [F(3s,270= 6.81, P = 0.00]
comparado com animais tratados com veiculo e LPS. Nos animais pré-tratados
com diclofenaco a febre foi praticamente abolida devido a inibicdo das
prostaglandinas pelo efeito do diclofenaco.

Além disto, injecdo i.p. de diclofenaco ndo afetou a febre induzida por LPS,
indicando que o efeito do diclofenaco na febre ndo é devido a acdo sistémica
desta droga e sim a sua acdo local no periodonto. Estes resultados estdo
representados na Figura 4.

O grafico em barras da Figura 4 expressa os indices térmicos dos grupos
experimentais descritos acima e foi calculado pela area sob a curva de
temperaturas, facilitando a visualizacdo das diferencas entre os grupos ( *p < 0.05

vs veiculo + LPS).
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Figura 4. Efeito do diclofenaco na febre induzida por LPS. Resposta da
temperatura corporal a injecdo de diclofenaco local (via canula no periodonto) ou
sistémica (i.p.) na dose de 5 mg/kg 10 minutos antes da injecdo de LPS (100
pg/kg) no periodonto de ratos. Animais controle foram injetados com veiculo e

LPS. O numero de animais por grupo esta mostrado entre parénteses. Valores
estdo expressos como média = E.P.M. (* p < 0.05 vs veiculo + LPS). B: indice

térmico resume estes resultados. Valores estdo expressos como média + E.P.M. (*

p < 0.05 vs veiculo + LPS).
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4.7 VERIFICACAO E QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINA FOS
IMUNORREATIVA NO NUCLEO TRIGEMINAL ESPINHAL (CAUDAL,

INTERPOLAR E ORAL) E NA AREA PRE-OPTICA DO HIPOTALAMO APOS
ADMINISTRACAO DE LPS NO PERIODONTO DE RATOS

Através da técnica de imunohistoquimica foi verificada e quantificada a
expressao da proteina Fos, produto do proto-oncogente c-fos, que vem sendo
amplamente utilizada como marcador de atividade neuronal, nos nucleos
trigeminais e na area-pré-optica do hipotalamo.

No grupo tratado com LPS (100 pg/kg), neurdnios Fos positivos foram
encontrados bilateralmente no subndcleo caudal do ndcleo trigeminal espinhal e
na area pré-optica do hipotalamo 2 e 3 horas apés a injecao de LPS (Figura 5). No
grupo controle (tratados com salina), o nimero de neurbnios Fos positivos foi
significantemente menor que o observado no grupo tratado com LPS (p < 0.05),
nos trés diferentes tempos de morte (figuras 5 e 6). No grupo morto uma hora
apos o tratamento, muito poucos neurbnios Fos positivos foram encontrados no
subnudcleo caudal e na area pré-6ptica do hipotadlamo, em ambos 0s grupos (p <
0.05). Além disto, nos subnuicleos oral e interpolar observamos auséncia de
neurbnios marcados. Em relagdo ao tempo apds a injecdo, foi observado que 3
horas apds o tratamento com LPS o numero de neurdnios Fos positivos foi
significantemente maior que apos 2 horas (p < 0.05), no subnicleo caudal do
nacleo trigeminal espinhal e na area préo6ptica do hipotalamo (Figura 6). O

controle negativo da imunohistoquimica ndo revelou nenhum neurénio marcado.
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5. DISCUSSAO
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DISCUSSAO

Sumula dos resultados

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o LPS presente no
periodonto de ratos causa febre e que esta resposta febril € dependente de dose.
Além disso, mostra também que o nervo trigémio é responsavel pela sinalizagcdo
aferente ao SNC para induzir a febre, através de uma abordagem farmacoldgica
(com a utilizacdo do anestésico local mepivacaina) e através de uma abordagem
cirirgica (com transeccdo bilateral do ramo maxilar do nervo trigémio). Os
resultados mostraram também que a febre induzida por LPS resultou de um
mecanismo dependente de prostaglandinas, pois o inibidor das COX (diclofenaco)
aboliu a febre induzida por LPS. Em uma abordagem mais detalhada, através de
imunohistoquimica foi constatada a ativacdo da area pré-6ptica do hipotalamo e
do subnucleo caudal do nucleo trigeminal 2 e 3 horas apdés a administracdo de
LPS no periodonto, com maior recrutamento neuronal apdés 3 horas quando

comparado com o grupo morto apés 2 horas da injecao.

Dos resultados

No presente trabalho, foi injetado LPS localmente nos tecidos periodontais
de protecdo para verificar a possivel inducdo de febre mediada pelo envolvimento
de sinais neurais aferentes periodontais. Os resultados indicam que a injecédo local
de LPS causa uma resposta febril dose-dependente, pois o0s animais que
receberam injecdo de LPS no periodonto na dose mais alta (100 pg/kg)
apresentaram uma maior elevacdo na temperatura corporal que os animais que
receberam a dose mais baixa (10 pg/kg). O comportamento dos animais também
foi alterado, coincidentemente com o aparecimento da febre, os animais ficaram
mais encolhidos e estressados na caixa, manifestando um comportamento de
doenca.

Para verificar o envolvimento dos nervos trigeminais como um sinalizador
aferente ao SNC para induzir a resposta febril, utilizourse um anestésico local

(mepivacaina), como também transeccdo do nervo trigémeo em outro grupo
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experimental. O nervo trigémio (V par craniano) é o principal nervo responsavel
pela inervagdo da cavidade bucal, inervando tanto os dentes (polpa), como os
tecidos de sustentacdo dos dentes (gengiva, ligamento periodontal e 0sso
alveolar). Ambos os tratamentos causaram uma significante reducdo na febre
induzida por LPS, que suportam fortemente a hipotese que o0s sinais neurais
provenientes da cavidade bucal, que pode ser ativada pelos estimulos
inflamatorios, séo transmitidos ao SNC para indugéo da febre pelo nervo trigémio.

Na sequéncia, esta via foi investigada em mais detalhes. Para este fim, foi
combinado o tratamento do LPS (100 pg/kg) com o inibidor local ndo seletivo das
cicloxigenases (COX), o diclofenaco. Os resultados mostraram que a febre
induzida por LPS resultou de um mecanismo dependente de prostaglandinas,
desde que o inibidor das COX (diclofenaco) aboliu a febre induzida por LPS. Desta
forma concluimos que o mecanismo de sinalizagdo das aferéncias do nervo
trigémio é dependente de prostaglandinas, no caso, possivelmente, a
prostaglandina E; mediador proximal da resposta febril.

Adicionalmente, por meio de investigacdo de c-fos, foi detectada a ativacao
neuronal no subnudcleo caudal do ndcleo trigeminal espinhal apés injecdo de LPS.
Sabe-se que este nucleo possui fibras de passagem do nervo trigémio. Além disto,
foi detectada expressao de c-fos nos neurbnios da area pré-optica do hipotalamo,
area conhecida como o centro termointegrador do Sistema Nervoso Central
(Steiner et al., 2002, Nagashima et al.,, 2000, Blatteis e Sehic, 1997 e Kruger,
1991) em resposta a injecao local de LPS no periodonto.

O efeito do anestésico local mepivacaina (atenuagéo da febre induzida por
LPS) parece nado ser devido a acao sistémica da mepivacaina, pois injecéo intra-
peritonial do anestésico mepivacaina ndo alterou a resposta febril em ratos (Figura
2). De qualquer forma, € sabido que os anestésicos podem também bloquear uma
variedade de canais ionicos (Fozzard et al., 2005), ndo somente nas células
nervosas, mas também nas células inflamatérias (Sinclair et al., 1993) afetando
desta forma a funcdo imune (Schmidt et al., 1997). A despeito desta observacao,
ha um forte argum ento indicando que o efeito dos anestésicos na funcao imune

ndo deve estar diretamente relacionada com a reducdo da resposta febril
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observada. Em estudo prévio de Ross et al., (2000), onde o LPS foi injetado
localmente nas costas de porcos da india (Guinea Pigs), foi mostrado que embora
0 anestésico local bloqueie a resposta febril, a liberacdo de interleucina 6 (IL-6)
nao € prejudicada pelo tratamento com anestésico local (Ross et al., 2000).
Novamente, suportando esta evidéncia € o fato de que a IL-6 tem sido reportada
como a Unica citocina que escapa em quantidades consideraveis do sitio da
inflamacdo local para a circulacdo sistémica (Cartmell et al., 1998).

Adicionalmente, foi aplicado um modelo de transecc¢éo bilateral dos ramos
maxilares do nervo trigémeo e os resultados foram muito similares ao tratamento
com mepivacaina. A transec¢do do nervo também bloqueou a resposta febril a
injecdo local (no periodonto) de LPS (Figura 3), novamente confirmando a funcéo
do nervo trigémeo como uma via de sinalizacéo aferente para a inflamacao local.
De acordo com nosso conhecimento, esta foi a primeira vez que este modelo de
transeccdo dos ramos maxilares do nervo trigémio foi utilizado para interromper a
rota de comunicacdo do sistema imune ao SNC. Os procedimentos cirdrgicos
foram feitos em respeito as estruturas anatébmicas e ndo afetou as temperaturas
basais dos animais. Da mesma forma, o procedimento cirirgico ndo alterou o
comportamento dos animais, 0S quais mantiveram-se normais quanto a
alimentacdo e hidratagd durante o intervalo entre a cirurgia e o dia do
experimento.

E interessante notar que uma resposta febril evidente foi observada apos
injecdo de LPS nos tecidos periodontais, apesar do fato de que, como regra geral,
periodontite crénica ndo vem acompanhada de febre. Esta discrepancia pode ser
devida ao fato de este modelo proposto reproduz quadros de periodontite aguda e
ndo de periodontite crénica. De fato, durante a periodontite aguda (abcesso
periodontal, por exemplo) microrganismos gram negativos e LPS estdo presentes,
e em grandes quantidades, e ndo € surpresa que a febre geralmente seja
observada nestes pacientes (Katz et al., 1992, Fukai et al., 1989 e Schroder,
1979).

O SNC patrticipa de funcdes centrais na coordenacédo de diversas respostas

a inflamacédo sistémica, incluindo a febre. Ele traduz os sinais febrigénicos da
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periferia e promove ajustes apropriados da atividade termoefetora para finalmente
aumentar a temperatura corporal. Recentemente, tem sido proposto que
mediadores da resposta febril produzidos por células sanguineas ndo devem ser a
Unica rota de ativacdo dos mecanismos febrigénicos, mas fibras aferentes que
trafegam pelo nervo vago podem também participar (Blatteis et al.,, 2000 e
Romanovski, 2000). Além disto, a ativacdo dos nervos cutaneos aferentes por
sinais imunes também tém sido sugeridos em terem funcdo na manifestacdo da
resposta febril (Ross et al., 2003, Ross et al., 2000 e Roth et al., 2000). O presente
estudo adicionou a este cenario a participacdo de sinais neurais aferentes
originados na cavidade bucal e transmitidos para o SNC pelo nervo trigémio.
Também é conhecido que apdés ativacdo de qualquer uma destas vias aferentes,
finalmente ocorre um aumento dos niveis de prostaglandina E, (0 mediador
proximal da febre) na area pré-Optica do hipotdlamo, que foi consistente com
nossos resultados sobre a expressdo de c-fos por ativagdo neuronal da POA
(Figuras 5 e 6).

A técnica de expressao de c-fos tem sido extensivamente utilizada como
uma marcadora da atividade neuronal e € induzda por varios estimulos, incluindo
estimulo nociceptivo da cavidade bucal, causado pela movimentacao dentaria em
ratos (Magdalena et al., 2004) e inflamacdo pulpar induzida por LPS em furdo
(Chattipakorn et al., 2002). A marcacdo de c-fos aparece no nucleo neuronial
como uma marcacao marrom, delimitando toda a extensdo do ndcleo. A proteina
Fos é produto do proto-oncogene c-fos e € produzida no citoplasma do neur6nio e
transportada ao nucleo, onde forma um complexo ligando-se ao DNA nos sitios
ligantes de proteina. No nucleo esta proteina fica armazenada, porém, apresenta
uma meia vida relativamente curta, em média de 2 horas (Morgan e Curran, 1989).

No trabalho de Chattipakorn et al., 2002, a expressao de c-fos, apos inje¢ao
de LPS em polpas de furdo, foi restrita ao subnudcleo caudal do ndcleo trigeminal
espinhal, desta forma similar aos resultados obtidos nos nossos experimentos com
injecdo de LPS no periodonto de ratos (Figura 5). Muitos estudos tém mostrado
que a parte caudal do nucleo trigeminal espinhal, € um importante sitio que

retransmite o “input” nociceptivo das estruturas orofaciais (Sessle, 1986), incluindo
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da denticdo. Além disto, tanto o estimulo nociceptivo como a febre sédo processos
que fazem parte da reacédo de fase aguda a infeccédo e a inflamacéo. No presente
estudo, nucleos neuroniais marcados por c-fos somente foram detectados nas
laminas superficiais do subnucleo caudal do ndcleo trigeminal espinhal (Iaminas |
e II). Da mesma forma, a expresséo de c-fos em resposta ao LPS pulpar também
foi detectado somente nas laminas superficiais do subndcleo caudal do nucleo
trigeminal espinhal nas primeiras horas apdés o estimulo por LPS; nucleos
neuroniais marcados por c-fos somente foram detectados nas laminas profundas
do subnucleo caudal do ndcleo tigeminal espinhal (laminas Il e 1V) em tempos
mais prolongados de exposicdo da polpa de furdo ao LPS. Em comparacéo,
estimulo transiente de dor evoca a expressao de c-fos primariamente nas regides
superficiais do subnucleo caudal do nucleo trigeminal espinhal (laminas | e II)
(Chattipakorn et al., 2002).

O aumento da temperatura corporal dos ratos apos a administracdo de LPS
no periodonto teve inicio por volta de uma hora e 30 minutos apds a administracédo
(Figura 1), ao passo que a expressao de c-fos ndo foi observada apos 1 hora da
injecdo, mas sim apos 2 e 3 horas do desafio da endotoxina (Figuras 5 e 6). Estes
resultados estdo de acordo com Valles et al., 2005 que sugerem que a resposta
de c-fos a endotoxina parece ser mais lenta e de maior duragdo que dos outros
tipos de agentes estressores, com 0 pico da expressdo de c-fos entre 2 a 4 horas
apos a administracao.

As mudancas neuroquimicas e neurofisioldgicas induzidas por injlrias aos
nervos do sistema trigeminal sdo claramente distintas daquelas vistas seguidas de
lesbes de outros nervos periféricos, como recentemente revisado por Fried et al.,
2001. Por exemplo, o comeco da nocicep¢do espontanea no caso anterior
(sistema trigeminal) € mais demorado (mas pode ser sustentado por relativamente
longos periodos) e ndo esta associada com terminais ganglionares simpaticos
(Bongenhielm et al., 1999, Tal e Devor et al., 1992). Todavia, 0 conhecimento
atual sobre os mecanismos especificos a respeito da informacdo mediada pelo
trigémio, ndo somente por origem nflamatéria, mas também neuropdtica, € ainda

notadamente esparsa. A este respeito, 0 presente estudo prové novos
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mecanismos neurofarmacoldgicos envolvidos com a resposta febril apos injecao
de LPS nos tecidos periodontais de protecdo de ratos, que é inervado pelo
sistema trigeminal. Os dados revelados nesta dissertacdo revelam uma
contribuicdo importante a respeito da inervacdo da cavidade bucal e da ativacao
local da COX associada com a febre induzida por LPS.

Apo6s serem infectados por patégenos ou por moléculas patogénicas como
o LPS, os animais apresentam varias alteracbes comportamentais, denominadas
de comportamento da doenca, que pode incluir: anorexia, adipsia, letargia e
reducdo da sociabilidade (Kluger, 1991), além da febre. Nas ultimas décadas,
grande progresso tem sido realizado no sentido de se entender os mecanismos da
febre, que € considerada como uma marca da doenca (Kluger, 1991). Mais
recentemente, o nervo vago tem sido citado por participar de uma importante
funcdo em mediar o comportamento da doenga, sendo um importante aferente
sensorial (Blatteis e Sehic, 1997) . O presente estudo prové evidéncias que 0s
nervos aferentes periodontais podem ser ativados por sinais imunes para mediar a
resposta febril e possivelmente outros componentes do comportamento da
doenca.

Como conclusao, embora existam diferencas entre o sistema trigeminal em
relacdo aos outros nervos periféricos para mediar ambas as informacdes
inflamatorias e neuropéticas (Fried et al., 2001), o estimulo do nervo e a
participacdo das COX para elicitar a febre apds injecéo local de LPS no periodonto
de ratos parece nao ser diferente daquela elicitada por LPS em outras partes do
corpo.

O conhecimento gerado neste trabalho contribui para o entendimento das
vias neurais e mediadores envolvidos quando o equilibrio entre os
microrganismos, em especial as bactérias gram-negativas, que apresentam em
sua parede celular o LPS, e cavidade bucal é rompido, gerando quadros de febre
e sintomas da doencga, muitas vezes com presenca de edema e dor. Desta forma,
demonstrou-se em modelo animal que uma infeccdo aguda do periodonto por
endotoxina causa manifestacdes sistémicas no individuo de forma generalizada,

com envolvimento de vias neurais, mediadores inflamatorios e também uma
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ativacdo do SNC frente ao ataque bacteriano. A odontologia atual visa entender os
mecanismos da doenca, para possibilitar a criacdo de medicamentos e técnicas
que sejam biolégicas e visem ndo s6 a morte bacteriana, mas também a
inativacdo do LPS, que sédo particulas das bactérias gram-negativas
extremamente agressivas aos tecidos vivos, evocando respostas sistémicas
generalizadas e muitas vezes promovendo risco a saude do individuo,
principalmente em se tratando de pacientes com a saude debilitada, criancas de

idade precoce e pacientes idosos.
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ABSTRACT

Systemic induction of cytokines and prostaglandins plays a key role in the
development of fever. However, whether fever is trigged by local injection of LPS
and the involvement of locally-produced prostaglandins in periodontal tissue has
never been assessed. We tested the hypothesis that trigeminal nerve is a
thermoafferent neuronal pathway that signals the brain during acute periodontitis,
and this response involves prostaglandins induction. Rats were given a gingival
intra-pouch injection of sterile saline or Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS),
at doses of 10 and 100 pg/kg. Some animals were pre-treated with the local
anesthetic mepivacaine or had the maxillary trigeminal nerves transected. Another
group of animals were pre-treated with the non-selective inhibitor of
cyclooxyenases diclofenac. Body core temperature (Tp) was measured by means
of biotelemetry before and after injections. LPS dlicited a dose dependent increase
in Tp, which was abolished by mepivacaine, bilateral transection of the maxillary
trigeminal nerve and diclofenac. The results indicate that there is an activation of
periodontal nerves to induce fever by LPS. Also, it shows that local formation of
prostaglandins plays a role in fever development. Moreover, immunohistochemistry
detected c-fos expression in the subnucleus caudalis of spinal trigeminal nucleus
and in the preoptic area (POA) of hypothalamus two and three hours after LPS
injection, further confirming the role of trigeminal nerve signaling brain in acute
periodontitis.

KEY WORDS: fever; diclofenac; periodontal; trigeminal nerve; lipopolysaccharide.

INTRODUCTION

Fever is a multimediated process that is part of the acute-phase reaction to
infection and inflammation, being characterized by an elevation in body core
temperature (Tp) (18). It is currently accepted that fever results from de novo
synthesis of protein mediators, especially the cytokines tumor necrosis factor-a
(TNF- a), interleukin-13 (IL-1 ), IL-6, and of mediators derived from lipid
metabolism, which is the case for prostaglandin E, (PGE,) (1). These signals from
the periphery may gain access to the brain by three routes: (a) via afferent fibers
that travel mostly through the vagus nerve and make their first synapse in the
nucleus of the solitary tract (2, 27); (b) via circumventricular organs, such as the
organum vasculosum laminae terminalis and the subfornical organ, which lack a
blood—brain barrier (2, 39); and (c) via interaction with cells located in the blood—
brain interface, i.e. endothelial (6, 41) and perivascular (32, 11) cells. Activation of
these afferent pathways ultimately increases the level of PGE, in the brain (1);
endothelial cells have been reported to play an essential role in the PGE;
production (31, 12, 10, 44). By interacting with EP3 receptors (25, 42) and
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consequently decreasing the intracellular level of cyclic AMP in preoptic neurons
(38, 37),PGE; triggers an appropriate thermoeffector responseto increase Tp.

However, fever and other brain mediated sickness responses may also
occur in the absence of a substantial raise in the circulating levels of these
cytokines, when stimulation of peripheral sensory nerves transport signals of the
activated immune system to the brain (28). To study this phenomenon, an
experimental fever model has been employed in which lipopolysaccharide (LPS) is
administered not systemically but locally into a subcutaneous air pouch in the back
of rodents (sometimes combined with a subcutaneous implanted Teflon chamber)
that does not lead to LPS appearance in the circulation (30). This approach, which
has never been applied in periodontium, contrasts to intraperitoneal or intravenous
injection of LPS, which nicely mimics systemic infection.

Somatosensory innervations of the face and oral cavity in mammals is
provided by ophthalmic, maxillary and mandibular divisions of the trigeminal nerve
(19, 5). There is strong evidence supporting that the anatomical and physiological
consequences of nerve injuries of the trigeminal system differ from those seen
after peripheral nerve injury (15). Additionally, in humans, craniofacial pain also
shows some differences from those involving spinal nerves (13, 21, 22, 24, 35, 8).
Nevertheless, possible differences between the roles played by inflammatory
mediators following injury of peripheral and trigeminal nerve system have not been
assessed. Therefore, the aim of the present study was to test the hypothesis that
LPS induces fever when injected locally in the periodontal tissue by activating
afferent trigeminal nerve and that the well-established mediator PGE takes part in
this response. We also assessed c-fos expression in the spinal trigeminal nucleus
(including the subnucleus caudalis, interpolaris and oralis) and in the preoptic area
(POA) of hypothalamus two and three hours after LPS injection to further confirm
the role of trigeminal nerve signaling the brain in acute periodontitis.

METHODS

Animals. Experiments were performed on male Wistar rats weighing 280-
310 g at the time of the experiments. All rats were maintained in individual plastic
cages, with controlled ambient temperature (25.0 £ 1.0°C) and 12:12h light-dark
cycle, (lights on at 6:00 AM). The animals had free access to water and food.
Experiments were performed between 8:00 AM and 4:00 PM. The study was
conducted in compliance with the guidelines of the American Physiological Society,
and with the approval of the University of S&o Paulo Animal Care and Use
Committee (Protocol # 04.1.350.53.8).

Surgery. All surgical procedures were performed in rats anesthetized with
2,2,2-tribromoethanol (250 mg/kg, i.p.) and protected with antibiotic
(benzylpenicillin — 160,000 U/kg, Streptomycin — 33.3 mg/kg, and
Dihydrostreptomycin — 33.3 mg/kg, i.m.). All animals were chronically implanted
with a gingival catheter (4.5 cm of polyethylene tubing — PE10) connected to 1 cm
of a PE-50 (Clay Adams, Parsippany, NJ) for injection of drugs in the periodontal
protection tissue. The catheter was inserted in the vestibular anterior maxilla. A
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small volume of air (~5uL) was injected through a 0.2 um filter to delineate a
pouch. The catheter was tunneled subcutaneously and exteriorized through the
back of the neck to be connected to a needle under conscious, freely moving
conditions at the moment of the injection. In animals designated for experiments
involving T, measurements, a miniature battery-operated temperature-sensitive
transmitter (model: ER-4000, Mini-Mitter Co, Inc., Sunriver, OR, USA) was
implanted through a medial laparotomy. Rats assigned for blood sample collection
had an additional catheter placed into the femoral artery. Another group of animals
had the maxillary trigeminal nerves bilaterally transected. This procedure involved
a 1-cm incision in the skin, above the zigomatic arc, to locate the infra-orbitary
foramen and to expose the maxillary division of the trigeminal nerve. Next, it was
isolated and cut bilaterally. The wound was cleansed and closed with sutures.
Sham operations were performed in the same way but without cutting the nerves.

Body temperature measurements. For all protocols, T, was measured by
biotelemetry (Mini-Mitter, Sunriver, OR) at 5-min intervals and plotted at 15-min
intervals, during a period of 30 min before and 5 h after the treatments. Data were
acquired and fed to an IBM computer by using the Vital View software (Mini-Mitter,
Sunriver, OR).

Drugs. LPS derived from Escherichia coli (O111:B4 Sigma Chemical, St.
Louis, MO) was dissolved in sterile 0.9% sodium chloride (saline). LPS was
injected locally at a dose of 10 and 100 ng/kg. The cyclooxyenases (COX) non-
selective inhibitor diclofenac-sodium (Calbiochem, La Jolla, CA) was dissolved in
95% sterile saline and 5% ethanol, and injected at a dose of 5 mg/kg. The local
anesthetic mepivacaine chloride were purchased as 3% solution (30 mg/mL)
dissolved in pyrogenfree saline (MEPISV-DFL, Jacarepagua - Rio de Janeiro,
Brazil) and it was injected at a dose of 1.2 mg/kg. Doses were chosen on the basis
of pilot experiments from our laboratory and of a previous study (29).

Plasma collection and measurement of endotoxin. Sixty minutes after LPS
injection (100 pg/kg), a blood sample was drawn from the intra-arterial catheter into
sterile heparinized syringe. It was immediately centrifuged and the plasma kept at -
70°C until assayed. Endotoxin levels were measured by an enzymatic assay,
according to the procedure outlined by Cambrex Bio Science Walkersville, Inc.
(Walkersville, DM 21793). The detection limit of the endotoxin assay is 10 pg/mL.
Timing was chosen on the basis of a previous study (28).

Histological procedures. Transcardiac perfusion and brain sectioning:
animals were anesthetized intraperitoneally with a mixture of Ketamine (Ketamina
Agener, Embu-Guagu, Sao Paulo, Brazil) and Xylazine (Dopaser, Calier S.A.,
Barcelona, Spain) at a dose of 90:10 mg/kg. Once anesthetized, they were
perfused transcardially with phosphate buffered saline (PBS, 200 mL- pH 7.4)
followed by freshly prepared ice-cold 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate
buffer (200 mL — pH 7.4). The brains were rapidly removed and soaked in the
same fixative solution for 4 h (4°C) and then cryoprotected by overnight soaking in
30% sucrose-phosphate buffer. They were frozen in dry ice, mounted onto a
cryostat (Frigocut 2800, Leica, Wetzlar, Germany) and cut into 40 nm coronal
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sections, which were collected in cryoprotectant solution (0.05 M sodium
phosphate buffer, pH 7.3, 30% ethyleneglicol, 20% glycerol) and stored at -20°C.

Fos Immunohistochemistry: every third section was processed for Fos
immunohistochemistry. Free-floating sections were washed in PBS (0.01 M, pH
7.4) and incubated in PBS containing 1% hydrogen peroxide for 10 min to
inactivate endogenous peroxidase activity. After several rinses in PBS for 30 min,
the sections were placed in 5% normal goat serum (NGS, Vector, Burlingame, CA)
for 45 min and then incubated for 24-48 h at 4°C with polyclonal anti-c-fos serum
generated in rabbits (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). The serum was
diluted (1:1000) in PBS containing 1% bovine serum albumin and 0.5% triton %
100. After being rinsed in PBS, the sections were incubated for 1.5 h at room
temperature with biotinylated goat antirabbit IgG (1:400; Vector). Subsequently,
they were washed in PBS and placed for 30 min in avidin-biotin peroxidase
complex (ABC kit, Vectastain, Vector, Burlingame, CA). Labeled neurons were
reveled by a 5 to 10 min incubation with 0.05% 3,3'-diaminobenzidine tetrachloride
and 0.1% hydrogen peroxide. The polyclonal anti-c-fos antibody was omitted in
negative controls. Sections were mounted on gelatin-coated slides, dehydrated
through an ascending ethanol series, xylene-cleared, and coverslipped with
Entellan. Since the antibody used in this study recognizes c-fos and Fos-related
proteins, immunoreactive neurons are described as Fos-like immunoreactive (Fos-
IR).

Fos Immunohistochemistry Analysis: The sections were analyzed by light
microscopy, and labeled neurons were registered with the use of an image
analysis system (Keiss KS 300). For quantification, one brain section of each
nucleus (subnucleus caudalis of spinal trigeminal nucleus and preoptic area of
hypothalamus) was selected for unilateral counts for each rat. Sections were
selected based on Paxinos and Watson Atlas (26) and the section that had the
largest number of FOS-IR cells were counted unilaterally, using a computerized
image analysis system (NIH System, Image J). Adobe Photoshop (San Jose, CA)
was used to enhance the contrast to the images.

Experimental Protocols:

Periodontal Injection Procedure: All injections into the periodontium were
made with the use of a 10 pL or 25 niL. Hamilton syringe. LPS was injected at a
volume of 10 pL/kg (=3 ni/animal); LPS solutions of 1 and 10 mg/mL were used to
achieve final doses of 10 and 100 ng/kg, respectively. Mepivacaine and diclofenac
were injected at a volume of 40 niL/kg (~12 nL/animal); mepivacaine and diclofenac
solutions of 30 and 125 mg/mL were used to achieve final doses of 1.2 and 5
mg/kg, respectively. Before the injection of each drug a volume of ~3 pL of air was
injected through the catheter to delineate a pouch.

1- Local injection of LPS and fever: this experiment aimed at testing whether
LPS (10 or 100 ng/kg) would cause fever when injected locally, via the gingival
catheter, into the periodontal protection tissue. Control rats were injected with
pyrogen-free saline (vehicle) instead of LPS. T, was measured during a period of 5
h after injection.
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2- Determination of the effect of the mepivacaine on LPS fever: to verify the
possible effect of local anesthetic on LPS-induced fever, animals were injected via
the gingival catheter, as described above, with mepivacaine (1.2 mg/kg). 10 min
after the treatment with mepivacaine, animals received a periodontal injection of
LPS (100 ng/kg). Control animals were injected with saline instead of mepivacaine.
To verify if mepivacaine blocks fever by acting locally or systemically, another
group of animals received an i.p. injection of the same dose of mepivacaine (1.2
mg/mL, injected at a volume of 1 mL/kg) 10 min before the periodontal injection of

LPS (100 ng/kg).

3- Determination of the effect of bilateral transection of trigeminal maxillary
nerves: to confirm the participation of the trigeminal nerve on LPS-induced fever,
animals were submitted to a bilateral transection of trigeminal maxillary nerve, and
a week after the surgery they were injected with LPS into the periodontium (100
ng/kg). Sham-operated animals were also injected with LPS (100 ng/kg).

4- Determination of the effect of the diclofenac on LPS fever: to verify the
possible effect of local prostaglandins on LPS fever, animals were injected, via the
gingival catheter, into the periodontium with diclofenac (5 mg/mL). 10 min after the
treatment with diclofenac, animals received a periodontal injection of LPS (100
ng/kg). Control animals received periodontal injections of vehicle (5% ethanol in
saline) followed by LPS (100 ng/kg). The diclofenac dose was used based on a
previous study (28) and because, when preliminary doses of diclofenac were
tested, the thermoregulatory response to the dose of 5 mg/kg was the most
consistent and repeatable in our experimental protocols. To verify if diclofenac
blocks fever by acting locally or systemically, another group of animals received an
i.p. injection of the same dose of diclofenac (5 mg/kg, injected at a volume of 1
mL/kg) 10 min before the periodontal injection of LPS (100 ng/kg).

5- Verification and quantification of the expression of immunoreactive Fos
protein in the spinal trigeminal nucleus (caudal, interpolaris and oralis subnuclei)
and in the preoptic area of hypothalamus after LPS administration on the
periodontium: to verify the expression of c-fos in the spinal trigeminal nucleus and
in the preoptic area, a dose of 100 ng/kg LPS was administered (via-catheter) into
the periodontium of rats and three different times of killing was used: 1, 2 and 3 h
after injection. The brain sections were processed for immunohistochemistry and
immunoreactive neurons were quantified.

Statistical analysis. All values are reported as means + SEM. The thermal
response to administration of LPS alone or along with pharmacological treatments
or vehicle, was compared by two-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
measures, followed by Duncan’s post-hoc test or by t-test to compare each point.
Values were considered significantly different when P < 0.05. Thermal Indexes
were used in figures 1 — 3 to improve data analysis and were calculated as areas
under the T, curves (°C h). Statistical analyses were performed on these data
using ANOVA followed by Duncan’s posthoc test. Values of P < 0.05 were
considered significant. Number of Fos-IR neurons was compared by one-way
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analysis of variance (ANOVA) for repeated measures, followed by Duncan’s post-
hoc test, with P <0.05 indicating a significant difference.

RESULTS

Fig. 1 shows the effect d injection of LPS into the periodontal tissues on T.
The low dose (10 ng/kg) of LPS elicited a slowly-developing, biphasic fever,
whereas the high dose (100 ng/kg) of LPS caused a long-lasting fever compared
with saline (Fsg 247 = 6.96; p < 0.05).

To address whether the LPS-induced fever resulted from the participation of
afferent neural signals, rats were pre-treated with the local anesthetic mepivacaine
in the periodontal tissues. Pretreatment with local mepivacaine significantly
reduced LPS-induced fever (Fss,324 = 2.26; p < 0.05), mainly during the period from
2 to 4 h. L.p. injection of mepivacaine, did not alter LPS-induced fever, indicating
that the effect of mepivacaine in LPS-induced fever is not to be due to a systemic
action of the anesthetic. These data are depicted in Fig. 2.

To confirm the participation of afferent neural signals, LPS-induced fever
was studied in a group with bilateral trigeminal nerves transections. The febrile
response in trigeminal nerves transected animals was blunted (Fig 285 = 9.61; p <
0.05) compared with sham operated animals treated with LPS (Fig. 3). This result
is also an evidence that the LPS-induced fever is mediated locally, and by means
of stimulation of trigeminal nerve fibers.

To verify the role of local produced prostaglandins on LPS-induced fever,
animals were pre-treated with the prostaglandin synthesis inhibitor diclofenac. Pre-
injection of diclofenac into the periodontal tissues resulted in a significant reduction
of the febrile response (Fss 270 = 6.81; p < 0.05) compared with animals treated with
vehicle and LPS. Also, i.p. injection of diclofenac, did not affect LPS-induced fever,
indicating that the effect of diclofenac on fever is not to be due to a systemic action
of the drug. These data are depicted in Fig. 4.

To assess whether the LPS entered the systemic circulation from the site of
injection, blood samples were collected and assayed for endotoxin. In 2 rats
injected with LPS (100 pg/kg), small traces of endotoxin (54 and 62 pg/mL) were
detected in blood plasma. In all other animals (n = 14), LPS plasma concentrations
were below the detection limit of the assay. Besides the data showed in Fig. 3, this
result corroborates the hypotheses that the induction of fever caused by injection of
LPS into the periodontal tissue is indeed due to a local action of LPS, rather than a
leak to systemic circulation.

In the LPS treated group, Fos-positive neurons were found bilaterally in the
subnucleus caudalis of spinal trigeminal nucleus and in the preoptic area of
hypothalamus 2 and 3 h after injections (Fig. 5). In control group (treated with
saline), the number of Fos-positive neurons was significantly lower than that
observed in LPS-treated group (p < 0.05), in the three different times of killing (Fig.
5 and 6). In the group killed one hour after treatment, very few Fos-positive
neurons were found in the subnucleus caudalis and in the POA, in both groups (p
> 0.05). Furthermore, in the oralis and interpolaris subnuclei, labeled neurons were
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absent. As to the time course, it was observed that 3 h after LPS the number of
Fos-positive neurons was significantly greater than at 2 h (p < 0.05), in the
subnucleus caudalis of the spinal trigeminal nucleus and in the POA (Fig. 6).
Negative control did not show any labeled neuron.

DISCUSSION

In the present study, we have locally injected LPS into the periodontal
protection tissue to verify the possible induction of fever mediated by the
involvement of periodontal afferent neural signals. Our results indicate that local
LPS injection causes a dose-dependent febrile response. To verify the involvement
of the trigeminal nerves as an afferent signal to induce the febrile response, we
used a local anesthetic (mepivacaine), as well as the trigeminal nerve transection.
Both treatments caused a significant reduction of the LPS-induced fever, which
strongly supports a role of neural signals from the oral cavity that can be activated
by inflammatory stimuli which is transmitted to the brain to induce fever. Next, we
investigated such a role in more detail. To this end, we combined the LPS
treatment with the local COX inhibitior, diclofenac. Our data show that the LPS-
induced fever resulted from a prostaglandin dependent mechanism, since the COX
inhibitor virtually abolished the LPS-induced fever. Additionally, by means of
investigating the expression of c-fos, we showed neuronal activation in the
subnucleus caudalis, where somas of the trigeminal nerve can be found, and in
neurons of the POA, known to be the thermointegrative site of the central nervous
system (37, 2, 23, 1, 18) in response to local injection of LPS in the peridontium.

The effect of the local anesthetic mepivacaine (attenuation of the LPS-
induced fever) seems not to be due to a systemic action of mepivacaine, since i.p.
injections of the anesthetic did not alter the febrile response (Fig. 2). However, it is
known that local anesthetics can also block a variety of ion channels (14) not only
on nerve cells, but also on inflammatory cells (36) thus affecting the immune
function (33). In spite of this observation, there is strong argument indicating that
the effect of anesthetics on immune function may not be directly related to the
observed reduced febrile response. In a previous study, where LPS was injected
locally, into the back of guinea pigs (29), it was shown that although local
anesthetics blocked the febrile response, IL-6 was unimpaired by the treatment
with local anesthetics (29). Further supporting this evidence is the fact that IL-6 has
been reported to be the only cytokine which escapes in considerable amounts from
the site of local inflammation into the systemic circulation (7). Additionally, we also
applied a model of transection of the trigeminal nerve, and the results were similar
to the mepivacaine treatment, i.e. trigeminal nerve transection also blocked the
febrile response to local (periodontium) injection of LPS (Fig. 3), further supporting
the role of trigeminal nerve as a afferent signaling pathway to local inflammation.
To our knowledge, this is the first time that this model of transection of the
maxillary trigeminal nerves was used to disrupt this route of immune-to-brain
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communication. The surgical procedures were made in respect to the anatomical
structures and did not affect normal baseline body temperature.

It is interesting to note that a clear febrile response was observed after LPS
was injected in the periodontal tissues despite of the fact that as a general rule
chronic periodontitis is not accompanied by fever. This discrepancy may be due to
the fact that our model reproduces an acute periodontitis and not a chronic one. In
fact, during acute periodontitis (periodontal abscesses for instance) gram negative
microrganisms and consequently LPS are present, and not surprisingly fever is
usually observed in these patients (17, 16, 34).

The brain plays a central role in coordinating several responses to systemic
inflammation, including fever. It transduces the febrigenic signals from the
periphery into appropriate adjustments of thermoeffector activity to ultimately
increase body temperature. Recently, it has been proposed that blood borne
mediators of the febrile response would not be the only route to activate febrile
mechanisms, but rather afferent fibers traveling through the vagus nerve would
also participate (2, 27). Moreover, the activation of cutaneous afferent nerves by
immune signals has been also suggested to play a role in the manifestation of the
febrile response (28, 29, 30). The present study adds the participation of afferent
neural signals originated in the mouth and transmitted to the brain by the trigeminal
nerve to this scenario. It may be true that after activation of any of these afferent
pathways, ultimately an increased level of prostaglandin E, (the proximal mediator
of fever) in the POA may take place, which is consistent with our data about c-fos
activation in the POA (Fig. 5 and 6).

c-fos expression technique has been extensively used as a marker of
neuronal activity, induced by a number of stimuli including nociceptive stimulus in
the oral cavity caused by tooth movement (20) and LPS-induced pulpar
inflammation (9). Interestingly, in the latter study c-fos expression was restricted to
the caudal subnucleus of the spinal trigeminal nucleus, which is very similar to our
findings (Fig. 5). Several studies have shown that the caudal part of the spinal
trigeminal nucleus is an important site that relay nociceptive input from orofacial
structures (35) including the dentition (4). Moreover, the nociceptive stimuli as well
as fever are a process that is part of the acute-phase reaction to infection and
inflammation. In the present study, c-fos labeling was just detected in the
superficial laminae of the trigeminal subnucleus caudalis (I and II). Accordingly, c-
fos expression in response to pulpal LPS was also detected in the superficial
layers of the trigeminal subnucleus caudalis within the first few hours of LPS
stimulus; Fos labeling did is detected in deeper laminae, but only at later time
points. In contrast, transient noxious stimulation evokes Fos expression primarily in
the superficial regions of caudal subnucleus (laminae | and II) (9).

The increase in T, started about 1.5 h after LPS administration (Fig. 1),
whereas c-fos expression was not observed at 1 h, but at 2 and 3 h after the
endotoxin challenge (Fig. 5 and 6). These results are in agreement with Valles et
al. (43) that suggest that c-fos response to endotoxin appears to be slower and
longer lasting than that of other kinds of stressors, with maximum increases in c-
fos expression between 2 and 4 h.

The neurochemical and neurophysiological changes induced by injury to
nerves of the trigeminal system are clearly distinct from those seen following
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lesions of other peripheral nerves, as recently reviewed by Fried et al. (15). For
instance, the onset of spontaneous nociception in the former case is more delayed
(but can be sustained for relatively long periods) and is not associated with
ganglionic sympathetic terminals (3, 40). Nevertheless, current knowledge about
the specific mechanisms underlying trigeminal mediated information, not only of
inflammatory origin but also neuropathic, is still remarkable sparse. In this regard,
the present study provides neuropharmacological insight into some of the
mechanisms involved in the febrile response after LPS injection in the protection
periodontal tissue of the rat, which is innervated by the trigeminal system. The data
provided in this paper reveal significant contribution of periodontal nerves and of
local COX activation associated with the LPS-induced fever.

After being infected with pathogens or challenged with pathogenic
molecules such as LPS, animals display a number of behavioral alterations,
namely sickness behavior that may include anorexia, adipsia, lethargy and reduced
sociability (18), besides fever. In the past decades, progress has been made in the
understanding the mechanisms of fever, which is considered as a hallmark of
disease (18). More recently, the vagus nerve has been reported to play a key role
in the mediation of sickness kehavior, being an important sensorial afferent (1).
The present study provides evidence that periodontal afferent nerves may be
activated by immune signals to mediate the febrile response and possibly other
components of the sickness behavior.

In conclusion, although differences between the trigeminal system in relation
to other peripheral nerves in mediating both inflammatory and neuropathic
information do exist (15), the stimulation of nerves and the participation of COX to
elicit fever after local LPS injection in the rat periodontal seems not to differ from
those elicited by LPS in the body.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. A: Body core temperature responses to saline and LPS (10 and 100 ng/kg)
injected into the periodontal protection tissue of rats. In figures 1 — 4 the number of
animals per group is shown in parentheses. (* p < 0.05 compared with saline-
treated group). B: Thermal Indexes for saline, LPS 10ug/kg and 100 pg/kg
treatments. Values are means + S.E.M. (* p < 0.05 compared with saline-treated

group).

Fig. 2. Determination of the effect of the mepivacaine on LPS fever. A: Body core
temperature response to injection of local or i.p. mepivacaine (1.2 mg/kg) 10 min
before LPS (100 ng/kg) injection into the periodontal protection tissue of rats.

Control animals were injected with vehicle and LPS. (* p < 0.05 compared with
saline-treated group). B: Thermal indexes summarize these results. Values are
means + S.E.M. (* p < 0.05 compared with LPS and vehicle-treated group).

Fig. 3. A: Effect of maxillary trigeminal nerves transection on the LPS-induced

febrile response. LPS (100 ng/kg) was injected into the periodontal protection
tissue of both groups of rats (nerve- transected and sham-operated; * p < 0.05
compared with sham-operated group). B: Thermal Indexes after LPS treatment in

sham-operated or nerve-transected rats (* p < 0.05 compared with sham-operated
group).

Fig. 4. Determination of the effect of the diclofenac on LPS fever. Body core
temperature response to injection of i.p. or local diclofenac (5 mg/kg) and LPS
(100ny/kg) into the periodontal protection tissue of rats. Control animals were
injected with vehicle and LPS (* p < 0.05 compared with saline-treated group).

Fig. 5. Photomicrography of preoptic area of hypothalamus (A) and subnucleus
caudalis of spinal trigeminal nucleus (B) showing Fos-IR neurons after single
saline or LPS (00 ng/kg) injection on periodontium in different times of killing: 2
and 3 h after injection. Negative control group did not show any labeled neuron.
AVPO: preoptic area, OX: optic chiasm, 3V: 3¢ ventricle, Sp5C: caudal part of
spinal nucleus. Al: saline, A2: negative control, A3: LPS (100 ng/kg) 2 h, A4: LPS
(100 ng/kg) 3 h. B1: saline, B2: negative control, B3: LPS (100 ng/kg) 2 h, B4: LPS
(100 no/kg) 3 h.

Fig. 6. Effect of periodontium LPS injection (100 ng/kg) on c-fos expression, in
three different times of kiling: 1, 2 and 3 h after injection. Control animals were
treated with sterile saline. Bars represent the average + SEM (n=4 animals per
group) of the number of c-fos IR neurons. A: subnucleus caudalis of spinal
trigeminal nucleus, B: preoptic area of hypothalamus (* p < 0.05 compared with
saline-treated group); nd, not detectable. Negative control group did not show any
labeled neuron.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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