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RESUMO

PINHEIRO, GVVS. Analise histolégica e imunohistoquimica de tecido 6sseo
alveolar e do ligamento periodontal em ratos apds inducdo de sepse. Ponta
Grossa, 2018, 60p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude). Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude. Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta
Grossa, 2018.

Introducdo: Estudos epidemiologicos tém apontado a doenca periodontal como a
desordem 6ssea mais prevalente em humanos. Sua etiologia é definida de forma mul-
tifatorial, em que h& influéncia de doencas sistémicas. De fato, muitos estudos relatam
esta Ultima associacao e, neste contexto, a sepse € uma doenca sistémica caracteri-
zada por uma disfuncdo organica com risco de vida, causada por uma resposta des-
regulada do hospedeiro a uma infeccdo. O objetivo deste estudo foi avaliar por meio
de andlise histologica e imunohistoquimica se a sepse é capaz de exercer influéncia
sobre o metabolismo ésseo na regido do periodonto. Métodos: Foram utilizados dois
grupos de ratos Wistar divididos em controle (n=6) e sepse (n=6). Os animais passa-
ram pelo modelo de procedimento de ligacéo e perfuracdo do ceco (CLP) e, apos 24
horas, por meio de sobredose anestésica, suas hemimandibulas foram coletadas e
submetidas a procedimentos histotécnicos. Em seguida, componentes do periodonto
como matriz 0ssea, fibras colagenas, fibroblastos, ostedcitos, células inflamatérias,
vasos sanguineos e espacos em branco do ligamento periodontal, osso alveolar e
0sso da area da furca foram avaliados e quantificados por meio de analise histomor-
fométrica. Posteriormente, foram realizadas analises por imunohistoquimica nestas
mesmas regides, visando avaliar o numero de células imunomarcadas para BMP-2/4,
osteocalcina e RANKL. Resultados: A andlise histomorfométrica ndo revelou dife-
rencas significativas entre os grupos avaliados. Entretanto, a analise imunohistoqui-
mica revelou diferencas significativas no nimero de células imunomarcadas entre o
grupo controle e sepse para osteocalcina e RANKL. Conclusdes: Foram observadas
algumas modificacdes no periodonto de ratos apds 24 horas da inducdo da sepse.
Contudo, outros estudos séo necessarios para possibilitar uma avaliacdo mais abran-
gente sobre os possiveis efeitos da sepse na regido periodontal, incluindo avaliagbes
moleculares e com periodos experimentais maiores.

Palavras-chave: sepse, doencas sistémicas, metabolismo 6sseo, periodonto.



ABSTRACT

PINHEIRO, GVVS. Analise histolégica e imunohistoquimica de tecido 6sseo
alveolar e do ligamento periodontal em ratos apds inducdo de sepse. Ponta
Grossa, 2018, 60p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude). Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Saude. Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta
Grossa, 2018.

Introduction: Epidemiological studies have pointed the periodontal disease as the
most prevalent bone disorder in humans. Its aetiology is defined in a multifactorial way,
in which there is influence of systemic illnesses. In fact, many studies report this asso-
ciation and, in such context, sepsis is a systemic disease characterized by an organic
malfunction that is life threatening, caused by a deregulated response from the host to
certain infection. The objective of this study was to evaluate through histological and
immunohistochemical analyses whether sepsis is able to have influence on the bone
metabolism in the periodontal regions. Methods: Two groups of Wistar rats were used,
which were divided into control (n=6) and sepsis (n=6). The animals were submitted to
the model of procedure cecum link and perforation (CLP) and, after 24 hours, through
an anaesthetic overdose, their hemimandibles were collected and submitted to histo-
technical procedures. Next, periodontal components such as bone matrix, collagenous
fibers, fibroblasts, osteocytes, inflammatory cells, blood vessels, periodontal ligament
blank spaces, alveolar bone and bone from the furcation area were evaluated and
quantified using the histomorphometric analysis. Later on, immunohistochemical anal-
ysis was carried out in the same regions, aiming at evaluating the number of BMP-2/4,
osteocalcin and RANKL immunolabeled cells. Results: The histomorphometric analy-
sis did not reveal significant differences between the groups under analysis. However,
immunohistochemical analysis revealed significant differences in the number of immu-
nolabelled cells between the control and sepsis groups for osteocalcin and RANKL.
Conclusions: Some modifications were observed in the periodontium of rats after 24
hours of induction of sepsis. However, further studies are required to enable a broader
evaluation of the possible effects of the sepsis on the periodontal region, including
molecular evaluations and with longer experimental periods.

Keywords: sepsis, systemic diseases, bone metabolism, periodontium.
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1 INTRODUCAO

Estudos epidemiolégicos tém apontado a doenca periodontal como a
enfermidade 6ssea mais prevalente em humanos, sendo a principal causa da perda
de dentes em adultos. Os principais fatores de risco envolvidos na etiologia da doenca
periodontal sdo o biofilme bacteriano, idade, uso de tabaco, diabetes mellitus, AIDS e
a expressao alterada de produtos do hospedeiro como os mediadores inflamatérios
(BORRELL; PAPPANOU, 2005; PAGE et al., 1997).

As doencas periodontais sdo caracterizadas por um processo inflamatorio
decorrente da presenca de bactérias organizadas sob a forma de biofilme dentario
(PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005) e também pela destruicdo dos
tecidos periodontais e reabsorcdo 0ssea alveolar (BORRELL; PAPAPANOU, 2005;
HEITZ-MAYFIELD, 2005). Somente nos Estados Unidos da América (EUA), o custo
anual para a terapia periodontal gira em torno de 14 bilhdes de dolares, o que
demonstra a complexidade enfrentada no tratamento dos pacientes
(HAJISHENGALLIS, 2010; ALBUQUERQUE et al., 2014). No Brasil, a prevaléncia da
periodontite ja foi detectada em algumas populacdes em nameros maiores que 90%,
verificando-se maior tendéncia dos casos em individuos de classe social mais baixa
(OPPERMANN, 2007).

Apesar de sua etiologia ja ser bem estabelecida, esta condicdo vem sendo
correlacionada com doencas sistémicas como diabetes (CLAUDINO et al., 2007),
artrite reumatoide (LUNDBERG et al., 2010; AL-KATMA et al., 2007), doenca inflama-
téria do intestino (LIRA-JUNIOR; FIGUEREDO, 2016; VAVRICKA et al., 2013) e
doencas cardiovasculares (LI et al., 2014; HERZBERG; MEYER, 1996).

Estudos mostram que esta influéncia parece ser decorrente da presenca dos
microrganismos e das citocinas liberadas em resposta a estes patdégenos, as quais
séo capazes de atingir sitios distantes do ponto de infeccdo original (BRADAN et al.,
2015). De fato, muitos estudos relatam a associacao entre a doenca periodontal e as
doencas sistémicas, envolvendo fatores relacionados ao estresse oxidativo e ao
processo inflamatério (NEMEC et al., 2013; CLAUDINO et al., 2012; FIGUERO et al.,
2014; NAKAJIMA et al., 2015).

Neste contexto, a sepse € uma alteracao sistémica caracterizada por uma
disfuncédo organica com risco de vida, causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro a uma infeccdo (SHANKAR-HARI et al., 2016). Seus indices de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pihlstrom%252525252520BL%25252525255BAuthor%25252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=16298220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Michalowicz%252525252520BS%25252525255BAuthor%25252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=16298220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Johnson%252525252520NW%25252525255BAuthor%25252525255D&cauthor=true&cauthor_uid=16298220
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mortalidade estdo diretamente relacionados ao niamero de o6rgaos que falham no
organismo (DELLINGER et al.,, 2013), aos componentes das vias inflamatorias e
imunoldgicas, a coagulacao intravascular disseminada e as alteracdes no metabo-
lismo energético (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011). Esta sindrome também est4
correlacionada com uma série de doencas e comorbidades como diabetes,
insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose, cancer, sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (KUMAR et al., 2011), entre outras que podem comprometer a qualidade de
vida e prejudicar a recuperacao dos pacientes (ERBS et al., 2017).

A sepse se tornou um problema global de saude publica, uma vez que é a
principal causa de morte em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) em todo o0 mundo
(JUNIOR, LCMC; SILVA, RR, 2014) e, no Brasil, ocupa 25% dos leitos de hospitais
(ILAS, 2016). Além disso, sabe-se que os pacientes internados em UTIs correm
grandes riscos de desenvolverem doenca 6ssea (NIERMAN; MECHANICK, 1998;
KOCH et al., 2017).

Assim sendo, de forma geral, apesar de parecer haver uma inter-relagéo entre
algumas doencas e sepse, em que 0 acometimento pela sindrome pode acelerar o
surgimento de doencas crénicas (YENDE; IWASHYNA; ANGUS, 2014), a maioria dos
estudos se concentra nas correlacdes da sepse com sistemas vitais (KENZAKA et al.,
2012; LAUPLAND; NIVEN, 2017; FAIRCHILD et al., 2017), enquanto poucos estudos
avaliam se, assim como outras doencas sistémicas, a sepse € capaz de exercer

influéncia sobre o metabolismo ésseo, mais especificamente, o periodonto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a possivel influéncia da sepse no ligamento periodontal e no tecido
0sseo do processo alveolar e da area de furca por meio de analise histolégica e

imunohistoquimica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca e a intensidade do processo inflamatério na crista éssea
alveolar de ratos por meio de andlise histoldégica morfolégica e morfométrica,

e Avaliar a presenca e a intensidade do processo inflamatério no tecido 6sseo da
area de furca do primeiro molar de ratos por meio de analise histolégica
morfologica e morfométrica;

e Avaliar a presenca e a intensidade do processo inflamatério no ligamento
periodontal de ratos por meio de analise histologica morfolégica e
morfométrica,;

e Avaliar o numero de células imunomarcadas para o ligante do receptor ativador
do fator nuclear kB (RANKL), proteina 6ssea morfogenética-2/4 (BMP-2/4) e
osteocalcina (OC) por meio de reac¢des de imunohistoquimica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 METABOLISMO OSSEO

O tecido 6sseo € constituido por componentes organicos e inorganicos, sendo
caracterizado por ser um tecido dindmico que se apresenta em constante processo
de remodelacdo, no qual diferentes tipos celulares estdo envolvidos como
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (VIEIRA, 1999). Desta maneira, a massa 0s-
sea € reflexo do equilibrio entre a deposicédo e a reabsorcéo tecidual (CAO et al.,
2005). Esta atividade é continua e necessaria para manter a integridade estrutural do
esqueleto e também para que as fun¢des metabdlicas de deposicao de célcio e fosforo
sejam mantidas (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

Tanto tecido 6sseo cortical, quanto tecido 6sseo trabecular sédo constituidos
principalmente de minerais inorganicos, como calcio e fésforo, e de matriz organica.
Esta matriz em sua quase totalidade é formada por colageno de tipo | €, em minoria,
por proteinas ndo colagenas como osteocalcina (OC), osteopontina (OPN),
osteonectina (ONC) e sialoproteinas (BSP) (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

Estas proteinas possuem propriedades especificas na mineralizacdo 6ssea
(KIERSZENBAUM, 2008). Destas, a OC é a mais abundante na matriz extracelular
0ssea, sintetizada por osteoblastos (DUCY et al., 1996), com alta afinidade de ligacao
aos cristais de hidroxiapatita, regulando a maturacéo mineral (HAUSCHKA; WIANS,
1989) e que possui seus niveis mais elevados encontrados quando nos estagios de
maior atividade de remodelacéo 6ssea (CHEN; TIAN; YU, 2012).

Neste processo estao presentes também as proteinas 6sseas morfogenéticas
(BMP), que pertencem a superfamilia do Fator de Transformag&o do Crescimento
(TGF-B) e que desempenham papel proliferativo em diferentes tipos celulares. Além
da diferenciacdo de células mesenquimais em células da linhagem osteoblastica
(ISSA et al., 2006) e, mais especificamente para a BMP-2/4, do aumento da liberacéao
de OC em células-tronco mesenquimais (HUANG et al., 2010).

As BMPs atuam na formacdo embrionaria e pds-natal do esqueleto. Sua
sinalizacdo ocorre por meio de receptores tipo | e tipo Il que estimulam moléculas
Smads, que, quando fosforiladas, se complexam e séo internalizadas nos nucleos de
osteoblastos. Neste momento, h& interacdo com um fator de transcricdo chamado de

Runx2 (Runt-related transcription factor), essencial para a diferenciacdo de



16

osteoblastos e ativacao da deposicéo 6ssea (ZOFKOVA, 2015). Estas proteinas, bem
como a fosfatase alcalina, sdo utilizadas como importantes marcadores para o
processo de deposicao 6ssea (MCPHERSON; PINCUS, 2012).

O osteoblasto é a célula responséavel pela sintese da matriz 6ssea e seu
principal produto de secrecédo é o colageno tipo I, além de proteinas e alguns fatores
de crescimento. A matriz 6ssea € submetida constantemente ao processo de
reabsorgéo, o qual é executado por osteoclastos. (VARGAS; AUDI; CARRASCOSA,
1997). Os osteoclastos atuam na reabsorcdo 6ssea, produzindo ions de hidrogénio
para mobilizar minerais e enzimas proteoliticas, havendo a hidrélise da matriz
organica (MCPHERSON; PINCUS, 2012). Dentro desta matriz, h4 uma rede lacuno-
canalicular onde os osteoblastos sdo aprisionados, originando 0s ostedcitos. Estes
altimos sé@o incorporados em uma matriz com proteoglicanos e sua organizagao
permite a resposta 0ssea a carga mecanica (HAN et al., 2004).

Sendo assim, o metabolismo 6sseo € regulado através da interacao de fatores
sistémicos e locais que sdo capazes de manter a estrutura 6ssea (BATAILLE et al.,
2012). Dentre estes fatores, o paratormonio e a calcitonina exercem notavel influéncia.
Em condi¢des fisiologicas, quando ha uma reducdo na calcemia, as glandulas
paratireoides secretam o paratorménio (PTH), que € um hormdnio que estimula
indiretamente a acdo dos osteoclastos. Isto porque, ele estimula osteoblastos e seus
precursores a produzirem e expressarem RANKL. Este ligante, por sua vez, ativa o
receptor RANK que é expresso na superficie de osteoclastos e de seus precursores,
0 que promove a liberacdo de célcio e fosfatos para o meio extracelular e estimula a
reabsorcdo 6ssea (MCPHERSON; PINCUS, 2012). Por outro lado, o aumento da
calcemia resulta em aumento na expresséao de calcitonina, a qual mobiliza os ions de
calcio para o interior da matriz 6ssea, contribuindo no processo de deposicédo 0ssea.
Neste contexto, a calcitonina atua aumentando a expressao de OPG. A OPG,
secretada pelos osteoblastos, é capaz de se ligar ao RANKL, impossibilitando a
interacdo RANK-RANKL, fundamental para a osteoclastogénese (LACEY et al., 1998).

De fato, o eixo RANK/RANKL/OPG pode ser influenciado por diferentes
fatores, incluindo os processos infecciosos. Neste contexto, 0S microrganismos
estimulam a expresséo de citocinas proé-inflamatérias como fator de necrose tumoral-
a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6). Estas citocinas séo importantes
mediadores do processo de diferenciacéo de osteoclastos e do remodelamento 0sseo

por serem capazes de estimular a via de sinalizagcdo RANKL/RANK/OPG (TANAKA,;
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NAKAYAMADA; OKADA, 2015; CROTTI et al., 2015). Além disso, estas citocinas
também sdo capazes de estimular a expressdao de metaloproteinases da matriz
(MMPs), importantes mediadores da degradacao de tecidos moles (GARLET et al.,
2004; BENEDETTO et al., 2013).

Assim sendo, a presenca de doencas associadas ao aumento na expressao
de citocinas pro-inflamatorias tem sido fortemente relacionada ao aumento na
reabsorcédo 6ssea (D’AMELIO et al., 2011; SCHETT, 2011; SHAW; GRAVALLESE,
2016).

3.2 DOENCAS PERIODONTAIS

O periodonto engloba os tecidos de suporte e de recobrimento dos dentes,
sendo composto por periodonto de protecdo (gengiva, epitélio juncional e insercéo
conjuntiva) e pelo periodonto de sustentacéo (ligamento periodontal, cemento e 0sso
alveolar). O periodonto de protecdo protege os tecidos subjacentes do trauma da
mastigacdo e de invasado microbiana, enquanto que o periodonto de sustentacao
constitui o aparato de insercédo dos dentes (NEWMAN et al., 2011).

Quando o periodonto de protecdo é acometido, da-se inicio as chamadas
doencas periodontais, que sdo caracterizadas como doencas inflamatorias crénicas
oriundas da presenca de microrganismos organizados na estrutura de biofilmes bucais
(PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

As doencas periodontais podem ser classificadas em dois grandes grupos,
sendo a gengivite e a periodontite. A gengivite, caracterizada pela presenca de infla-
macéao confinada ao periodonto de protecao, logo, inclui somente o tecido gengival.
Neste processo, observa-se intensa resposta vascular e infiltrado inflamatério
predominantemente mononuclear (FABRI et al., 2014). J4 a periodontite envolve o
periodonto de sustentacao, sendo caracterizada pela presenca de reabsor¢cao do 0sso
alveolar. Esta doenca é definida pela Academia Americana de Periodontologia como
uma inflamacé&o dos tecidos de suporte dos dentes, com uma alteragéo progressiva
destrutiva, uma vez que o ligamento periodontal tem um importante papel no
metabolismo do osso alveolar, ocasionando a perda 0ssea, caracterizando-se por
uma doenca de origem multifatorial (LISTGARTEN, 1994; ARMITAGE, 2004).

Dados epidemioldgicos revelaram um relevante aumento na prevaléncia das

doencgas periodontais na ultima década, enfatizando a detec¢do da doencga na forma
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grave, acometendo cerca de 11% da populacdo mundial (KASSEBAUM et al., 2014).
No Brasil, o estudo de Palma e Leite (2014) revelou que, na regido norte, adultos entre
35 e 44 anos de idade possuiam prevaléncia de doencas periodontais de 91,7%,
sendo que este indice € observado em ainda maiores propor¢des, quando se trata da
populacao idosa.

A etiologia das doencas periodontais € composta por multiplos fatores como
o envelhecimento, consumo de tabaco, estresse, fatores socioecondmicos, doencgas
sistémicas, entre outros. Contudo, a doenga periodontal ocorre somente na presenga
de biofilme no espaco subgengival (CRONIN; CLAFFEY; STASSEN, 2008; BARBATO
et al., 2015).

O microambiente periodontal € comumente colonizado por agentes
infecciosos tais como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia e Prevotella intermedia, que sao
microrganismos anaerébicos Gram-negativos (CASTILLO et al., 2011).

A parede celular das bactérias Gram-negativas apresenta um importante fator
de viruléncia, descrito como lipopolissacarideos (LPS). Os LPS sdo potentes
ativadores de células fagociticas no local da inflamacédo e capazes de aumentar a
sintese e a liberacao de citocinas pré-inflamatérias (ZOU; BAR-SHAVIT, 2002). Além
disso, os LPS sao potentes estimuladores da reabsor¢céo 6ssea em doencas inflama-
torias (NAIR et al., 1996; SUDA et al., 2004) capazes de suprimir a expressao de OPG,
estimular a expressdo de RANKL na superficie de osteoblastos e estes sdo induzidos
a secretar IL-1 e TNF-a (ZOU; BAR-SHAVIT, 2002). A IL-1 produzida por macréfagos
e/ou mond@citos, possui dois tipos conhecidos: IL-1a e IL-13. A IL-1B provoca ativacao
de ciclooxigenase-2, gerando prostaglandinas, substancia P, 6xido nitrico (NO), entre
outros produtos da inflamacéo. O TNF-a € uma citocina de tempo de meia-vida curto,
porém de aparecimento precoce nos locais lesados, sendo capaz de ativar outras
citocinas (OLIVEIRA et al., 2011).

Estudos demonstraram que IL-13 e TNF-a s&o potentes indutores e geradores
de uma regulacédo positiva na formacdo de IL-6, que € uma citocina de grande
relevancia na osteoclastogénese (BELLIDO et al., 1995; ISHIMI et al., 1990). A
presenca destas citocinas no microambiente periodontal também esta associada ao
aumento na expressado de MMPs, as quais estao relacionadas com a degradacao dos
tecidos ndo mineralizados (GARLET et al., 2004; SOUZA et al., 2012; FRANCO et al.,
2017).
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Assim sendo, estudos tém demonstrado que a presenca de doencas que
estimulam a sintese de mediadores pro-inflamatorios tais como artrite reumatoide e
diabetes exacerbam ou, até mesmo, induzem alterac6es periodontais (CLAUDINO et
al., 2007; KING, 2008; MATEEN et al., 2017). Além disso, a obesidade, consumo de
alcool, fumo, estresse também exercem notavel influéncia na homeostasia do
microambiente periodontal (GENCO; BORGNAKKE, 2013; HEITZ-MAYFIELD, 2005).

A primeira associagao feita entre obesidade e doenga periodontal ocorreu em
1977 (PERLSTEIN; BISSADA, 1997) e esta foi explanada através da producédo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-a por células do tecido adiposo
abdominal, aumentando a inflamacao gengival, o que promoveria destruicdo de 0sso
alveolar e de tecido conjuntivo. Entretanto, esta via pode ser interpretada com
dualidade e seus mecanismos ainda ndo estdo completamente estabelecidos
(KELLER et al., 2015).

O consumo de alcool jA vem sendo relatado como prejudicial em carater
sisttmico e também para a cavidade bucal (PARK et al., 2014). Isto foi bem
demonstrado no estudo de LAGES e seus colaboradores (2015), quando um grupo
de individuos dependentes de alcool foi avaliado em relacdo a outros grupos. Na
populacao de interesse, verificou-se a presenca de patdgenos importantes da doenca
periodontal no biofilme subgengival, além de altos niveis de citocinas pré-inflamatorias
como IL-18 e TNF-a na saliva dos mesmos, sinalizando uma influéncia negativa da
relacdo da substancia para a progressao da doenca.

Outra condicao importante para o desenvolvimento das doencas periodontais
€ 0 uso de tabaco, o que resulta em aumento na expressdao de mediadores proé-
inflamatorios como as interleucinas (HOLT, 1987; PALMER et al., 2005). Aléem do
prejuizo para a saude bucal do proprio fumante, estudos vém demonstrando a
influéncia deletéria do tabaco aos fumantes passivos (JAVED; AHMED; ROMANOS,
2014; RIBEIRO et al., 2017). O estresse psicoldgico também foi relacionado as
doencas periodontais por meio de varios mecanismos biologicos, incluindo o aumento
na expresséo de IL-6 e das catecolaminas (AKCALI et al., 2013).

Além destes fatores ambientais, a inter-relacao entre diferentes doencas vem
sendo relatada. Neste contexto, a ocorréncia de qualquer anormalidade adicional
distinta durante o curso clinico de uma doenca de base estudada, caracteriza o
conceito de comorbidade (FEINSTEIN, 1970). Sendo assim, diversos estudos ja

demonstraram a influéncia da artrite reumatoide sobre as doencas periodontais
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(FIRESTEIN, 2003; ARAUJO; MELO; LIMA, 2015; MCGRAW et al., 1999, QUEIROZ-
JUNIOR et al., 2012). Da mesma forma, foi demonstrado que a inducdo do diabetes
resultou também na inducdo de doencas periodontais em ratos (LIM et al, 2007;
CLAUDINO et al., 2007; CLAUDINO et al., 2012).

O meio de comprometimento destas duas doencas crbnicas pode ser
interpretado como um mecanismo de duas vias. Considerando o diabetes como
exemplo, a hiperglicemia cronica aumenta a prevaléncia e a severidade das doengas
periodontais, sendo que a presenca de doencas periodontais também exerce
influéncia, dificultando o controle da glicemia (PRESHAW et al., 2012; CASANOVA;
HUGHES; PRESHAW, 2014; NAGPAL; YAMASHIRO; IZUMI, 2015).

Atualmente, alguns estudos tém descrito a hipotese da translocacéo do sitio
de acdo dos patdgenos causadores de periodontite, presentes na microbiota
subgengival, para a corrente sanguinea (FIGUERO et al., 2014). Assim, 0s autores
descrevem que 0s microrganismos presentes no biofilme subgengival seriam
passiveis de disseminacdo pela corrente sanguinea, o que aumentaria a expressao
de mediadores pro-inflamatérios e induziria a resposta inflamatoria em diferentes
sistemas biolégicos (CULLINAN; SEYMOUR, 2013).

Ainda no contexto de que a doenca periodontal se mostra capaz de afetar a
saude sistémica estd o estudo de Nakajima e colaboradores (2015), onde a
administragao oral de P. gingivalis foi capaz de alterar a microbiota intestinal e
provocar endotoxemia, levando a inflamacéao sistémica e resisténcia a insulina. Desta
forma, o efeito da infeccdo periodontal sobre 0 0sso alveolar ja é bem estabelecido.
Contudo, sua influéncia na homeostase Ossea em ambito geral permanece
parcialmente elucidada (ANBINDER et al., 2016), principalmente no que se refere a

doencas sistémicas.

3.3 SEPSE

A primeira definicdo de sepse foi publicada em 1992 como uma reposta
sistémica a uma infeccéo instalada ou suspeita onde h& presenca de pelo menos dois
sinais da sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS), podendo ser
anormalidade na temperatura corporal, na frequéncia cardiaca, respiratoria ou
contagem de leucécitos (BONE et al.,, 1992). Por ndo se tratar de um conceito

adequado, outras definicbes foram criadas (LEVY et al., 2003) até que se
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considerasse a sepse como uma “disfuncéo organica com risco de vida causada por
uma resposta desregulada do hospedeiro a infeccdo” (SHANKAR-HARI et al., 2016).
Seus indices de mortalidade estdo diretamente relacionados ao nimero de 6rgaos
que falham no organismo (DELLINGER et al., 2013) e alteracbes no metabolismo
energético e imunoldgico (STEARNS-KUROSAWA et al., 2011).

Esta situacdo se tornou um problema de saude publica, pois € a principal
causa de morte em UTIs em todo o mundo (JUNIOR; SILVA, 2014), ocupa 25% dos
leitos no Brasil (ILAS, 2015) e nos Estados Unidos da América (EUA) mata por ano
cerca de 200.000 pessoas. Além destes indices, sabe-se atualmente que, pacientes
com sepse ou choque séptico podem apresentar a “doenca critica persistente” (PCI -
“persistent critical illness”) em que os sobreviventes enfrentam risco de morte precoce
e disfuncdo cognitiva, neuropatias, miopatias e disfun¢gdes imunoldgicas
(DEUSTCHMAN; TRACEY, 2014).

Estudos comprovam que a incidéncia de sepse esta aumentando a uma taxa
de 1,5% ao ano devido a crescente resisténcia aos antibidticos disponiveis no
mercado, ao alto tempo de internacées em UTIs (GARCIA-LOPEZ et al., 2017), ao
elevado numero de pacientes vivendo com comorbidades e imunocomprometidos e
ao grande envelhecimento da populacdo (WIERSINGA, 2011).

Os microrganismos mais predominantes nos casos de sepse Sséo
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella sp., Acinetobacter sp. e
Pseudomonas sp. E estes sdo também o0s microrganismos mais frequentemente
envolvidos nos mecanismos de resisténcias as multiplas drogas (YASEMIN et al,
2016).

A sindrome é dividida em duas fases: a inicial, onde existem maiores chances
de cura, quando utilizados antibidticos adequados e terapias que garantam a
oxigenacao tecidual; a forma tardia refere-se a infecgbes secundéarias ainda mais
debilitantes (PEDRO; MORCILLO; BARACAT, 2015). Inclusive em modelos animais,
a injuria ao sistema nervoso autbnomo e a funcéo cardiaca ja foi correlacionada com
a gravidade da sepse (PINTO et al., 2016).

Para que um microrganismo consiga colonizar o hospedeiro, € necessario que
as barreiras inerentes a resposta imune inata sejam rompidas. Assim, ap0s a invasao
do patégeno, é iniciada uma resposta inflamatoria como primeira linha de defesa
celular, visando a fagocitose do patdgeno por meio da liberacdo de citocinas e

mediadores inflamatérios (XIE et al., 2014). Estas moléculas sdo responsaveis por
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direcionarem a migracao das células imunes para o local da infec¢do e regularem a
resposta inflamatoria (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013). Ao mesmo tempo,
inicia-se a resposta relacionada a imunidade adaptativa, por meio da apresentacdo de
antigenos e recrutamento de linfocitos (TRAVIS, 2009; KUMAGAI; AKIRA, 2010).
Quando esta reacao se torna exacerbada e desregulada, o organismo passa por uma
fase pro-inflamatoria inicial seguida por um estado de imunossupressédo. Neste
momento inicial da fase aguda, a intensa liberacéo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a, IL-1, IL-6, IFN-y (interferon gama), leva a uma ativacdo da resposta imune
inata ou adaptativa, seguida entdo pela producéo de citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10 (interleucina-10), IL-4 (interleucina-4) e TGF-B. Entretanto, esta situacdo nao
ocorre como um modelo estatico e é caracterizada por um processo altamente
dindmico e interativo que gera disfungédo endotelial, ocasionando sinais clinicos como
hipotensdo, hemoconcentracdo e alteracdo de o&rgdos remotos (SCHULTE;
BERNHAGEN; BUCALA, 2013).

A sepse pode ser consequéncia de uma série de condi¢des clinicas como nos
casos de lesdo renal aguda, que, quando associadas, aumenta-se 0 risco de
desenvolvimento de doenca renal crénica pelos sobreviventes (ZARBOCK; GOMEZ;
KELLUM, 2014); bem como nos casos de encefalopatia, demonstrados pelo
consequente aumento de biomarcadores de danos cerebrais devido ao processo
inflamatério (IACOBONE et al., 2009).

Além destas circunstancias, a sindrome também esta presente em condicdes
clinicas como no pdés-operatdrio de cirurgias ortopédicas, por se tratar de uma
situacao em que sao prescritos corticosteroides que causam imunossupressao e pelo
eventual uso de ventilagdo mecéanica destes pacientes (LAKOMKIN et al., 2017).

Mesmo diante de tantos avancos terapéuticos na medicina, novos
tratamentos intervencionistas voltados para a sepse néo estdo obtendo sucesso
(BROWN et al., 2016), e os pacientes que sobrevivem a sepse, normalmente, acabam
apresentando incapacidades fisicas, psicolégicas e cognitivas a longo prazo, o que
implica em problemas sociais e aumento de cuidados de saude significativos
(PRESCOTT et al., 2014).

Em relacdo a este aumento de cuidados para esta populacdo, pouco tém-se
estudado se a sindrome é capaz de afetar o metabolismo 6sseo da mesma maneira
que em outros sistemas (HINKELBEIN et al., 2010; ANTONUCCI et al., 2014;
HOCKER, WIJDICKS, 2014), embora se saiba que os pacientes internados em UTIs



23

possuem chances elevadas de desenvolverem doencas 0sseas desencadeadas pela
reabsorcdo 6ssea mediada por osteoclastos (NIERMAN; MECHANICK, 1998;
HOLLANDER; MECHANICK, 2009; KOCH et al., 2017). Neste sentido, o trabalho de
SMITH e colaboradores (2012) demonstrou haver um aumento de reabsor¢do 6ssea
em pacientes durante a fase aguda da sepse. Além disto, ha também uma recente
descoberta em torno de um estudo genético em que se constatou uma expressao
aumentada de genes do metabolismo 6sseo em pacientes com choque séptico
(MUKHOPADHYAY et al., 2017).

Diante das situacfes expostas, pode-se perceber que a compreensao dos
diversos fatores que afetam os pacientes com sepse € de grande importancia tanto
do ponto de vista social quanto do econdmico (KUMAR G et al., 2011). Trata-se de
uma doenca complexa e que exige entendimento mais profundo sobre areas variadas.

Diversos estudos tém abordado a sepse de forma experimental, sendo que
diferentes metodologias vém sendo demonstradas para a inducdo de sepse. A
administragao endovenosa de LPS, chamada de endotoxemia, ou a administracao da
propria cepa de bactéria, bacteremia, sdo medidas praticas e reproduziveis em
diferentes modelos experimentais (BENJAMIM, 2001; REMICK et al., 2000).

Além disso, pode-se provocar uma injuria intestinal que leve a liberagdo da
microbiota bacteriana. Esta técnica pode ser feita pela CLP (cecal ligation and
puncture), que € a ligacao e perfuracdo do ceco ou pela CASP (colon ascendens stent
peritonitis), uma introducdo de cateter no célon ascendente. As duas técnicas
promovem liberacdo gradativa do conteddo intestinal para o meio peritoneal,
induzindo peritonite que pode evoluir para um quadro de sepse ou choque séptico
(BENJAMIM, 2001; WICHTERMANN et al., 1980).

4 MATERIAL E METODOS



24

4.1 SUBMISSAO A COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA)
EM PESQUISA.

Os animais utilizados neste trabalho foram oriundos de um projeto distinto
submetido a CEUA da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) aprovado pelo
protocolo de numero 45/15 (Anexo 1) e na Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG) foi configurada dispensa de aprovacédo pela CEUA (Anexo 2). Portanto, este
projeto é uma parceria entre a UEPG e a UFU.

Foram utilizados 12 animais obtidos do biotério da UFU divididos em dois
grupos: grupo de animais sépticos (n=6) e ndo-sépticos (n=6). Os animais eram ratos
machos Wistar, com peso entre 200 a 300 gramas, que passaram por ciclo
claro/escuro de 12 horas, ficaram em temperatura ambiente (23 £ 2°C) e com oferta

integral de agua e racéo.

4.2 MODELO EXPERIMENTAL CLP (CECAL LIGATION AND PUNCTURE) DE
INDUCAO DE SEPSE

Os ratos foram anestesiados por injecdo intraperitoneal com cloridrato de
cetamina (90mg/kg) e cloridrato de xilasina (10mg/kg) e, posteriormente, realizou-se
uma laparotomia onde houve a exposi¢éo do ceco e sua perfuracdo com agulha de
21 gauge por nove vezes. O ceco foi delicadamente apertado para que houvesse o
extravasamento do material fecal através da perfuracdo. A incisdo realizada foi
suturada, os animais retornaram para suas gaiolas e foram observados por um
periodo de oito horas. O grupo n&o-séptico passou por um procedimento simulado da
cirurgia, ou seja, foi submetido ao estresse da prética, porém, sem a perfuracdo do
ceco (SANTIAGO et al., 2013).

Vinte e quatro horas depois deste procedimento, os animais foram novamente
anestesiados, desta vez com sobre dose anestésica, para realizar a coleta das
mandibulas, certificando-se de que ndo havia mais reflexo corneano palpebral e o
reflexo de retirada da pata ao pingcamento digital. As mandibulas foram removidas por

disseccéo e foram posteriormente divididas em duas partes (hemimandibulas).

FIGURA 1 - Esquema de inducdo da sepse dos animais e coletas do material de interesse.
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Fonte: O autor.

O material foi fixado em solucéo de formalina tamponada a 10% por 48 horas

submetido aos procedimentos histotécnicos.

4.3 PROCEDIMENTOS HISTOTECNICOS

Apbs a fixacdo, as pecas foram submetidas ao processo de descalcificacédo
com solucdo de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), pH 7,2. O processo de
desmineralizacao foi realizado em aproximadamente 40 dias com trocas da solucao a
cada trés dias.

Posteriormente, as pecas foram submetidas a clivagem, visando facilitar a
localizagéo das regides de interesse. Os materiais foram alocados em cassetes e, em
seguida, as amostras foram desidratadas com alcool 70%, 80%, 95% e alcool
absoluto. Na sequéncia, as pecas foram diafanizadas em xilol para posterior inclusao
em parafina e os blocos submetidos a cortes longitudinais que englobassem a regiao
do primeiro molar com 5 um de espessura por meio de um micrétomo (Leica, RM
2125T, Nussloch, Alemanha).

Foram obtidos trés cortes semi-seriados para cada animal, os quais foram
submetidos a coloracdo com Hematoxilina de Harris e Eosina de Lison (HE) e
posteriormente avaliados por microscopia de luz (Olympus BX41, Tokyo, Japao). A
analise microscopica foi realizada em trés regides distintas, sendo elas: 0sso alveolar,

0sso da area da furca e ligamento periodontal (Quadro 1).



QUADRO 1 - Regides das hemimandibulas e suas caracteristicas avaliadas.
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Regiéo da Campos
hemimandibula (ampliacdo 100x)

Caracteristicas daregido

Fibras colagenas, fibroblastos, células

Ligamento _ - )
_ 13 campos inflamatdrias, vasos sanguineos e espacos
periodontal
em branco*.
Matriz 6ssea, osteocitos, vasos sanguineos,
Osso alveolar 5 campos ) ) ) .
medula 6ssea e células inflamatérias.
Matriz 6ssea, ostedcitos, vasos sanguineos,
Osso da furca 5 campos

medula 6ssea e células inflamatorias.

*Os espagos em branco correspondem ao espaco ocupado pelo liquido intercelular e/ou pelo exsudato

inflamatorio.
Fonte: O autor.

4.3.1 Andlise histomorfométrica

Por meio da plataforma Olympus CellSens (CellSens Software 1.6, Tokyo,

Japao), foram capturadas as imagens com a objetiva de imersao (ampliagcao de 100x).

Para analise do ligamento periodontal foram visualizados 13 campos, contemplando

todo o espaco ocupado pelo ligamento periodontal. Ou seja, a analise foi iniciada

imediatamente acima da crista 6ssea do 0sso alveolar seguindo até a proximidade

com o apice radicular (Figura 2). Para analise da regido da furca e do osso alveolar,

foram escolhidos 5 campos dispostos conforme imagem (Figura 3).



27

FIGURA 2 - Distribuicdo dos campos para andlise de morfometria do ligamento periodontal.

Visdo geral do primeiro molar do rato em coloragdo HE (ampliacdo 4x).
Fonte: O autor.

FIGURA 3 - Distribuicdo dos campos para andlise de morfometria do osso alveolar (A) e do osso da
furca (B).

Visdo geral do primeiro molar do rato em coloragdo HE (ampliagcdo 4x).
Fonte: O autor.
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A analise morfométrica foi realizada utilizando o programa ImageJ (ImageJ
1.50i, Bethesda, MD, Estados Unidos) visando a identificacdo e quantificacdo das
estruturas. Utilizou-se o plugin “Grid” que seccionava as imagens em 80 pontos
equidistantes e as contagens foram realizadas com auxilio do plugin “Point tool”, onde
cada estrutura era marcada e contada exatamente nestes pontos de intersecc¢des para
todos os campos (Figura 4). Para obtencdo dos percentuais, o total das contagens
destes 80 pontos foram transformados em 100% e de posse destas informagdes para
cada campo e regido, os dados foram plotados em uma planilha (Windows Excel,
Microsoft, Redmond, WA, Estados Unidos) para a anélise estatistica.

FIGURA 4 - Software ImageJ para identificagcdo e contagem das estruturas de interesse na regido do
ligamento periodontal para animal do grupo controle.

i Imagel = %
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
jolx|o| <4\ Ala] |0 ss| 4|8 2] | |»

4 PaC2100,jpg (50%) - m| % | [£] Point Tool X [
13601024 pixels; RGB; 5.3MB

‘,;

Type: lHybrid vl
Color: m
Size: lSmaII vl

[V Label points
[~ Showall

Counter: '0 vI

0

Aplicagédo do plugin “Grid” para seccionar as imagens e do plugin “Point Tool” para auxiliar na contagem
das diferentes estruturas apds a divisdo em 80 pontos equidistantes.
Fonte: O autor.
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4.4 PROCEDIMENTOS IMUNOHISTOQUIMICOS

A imunohistoquimica € uma técnica utilizada para identificar e localizar
proteinas especificas empregando anticorpos. Os cortes histoldégicos foram
submetidos a imunomarcacdo pelo método estreptavidina-biotina-peroxidase. De
forma geral, o sitio antigénico é exposto ao anticorpo primario e, posteriormente, ao
secundario, que possui alta afinidade ao anticorpo primério, formando uma ligacao
entre eles. No caso de anticorpos secundarios biotinilados, ha uma grande afinidade
na ligacdo com enzimas, servindo como uma ponte entre o complexo estreptavidina-
peroxidase e o anticorpo secundario. O complexo enzimatico estreptavidina-biotina-
peroxidase promove a conversdo de um cromdgeno incolor em um produto final que
atribui cores aos antigenos teciduais marcados. A 3,30-diaminobenzidina (DAB),
cromogeno utilizado neste estudo, confere a cor acastanhada aos antigenos (Figura
5) (HSU; RAINE; FANGER, 1981).

FIGURA 5 - Esquema basico da imunomarcacéo pelo método da estreptavidina-biotina-peroxidase.

@ * DAB - cromogeno

Anticorpo secundario
biotinilado

9

Anticorpo primério

)

Complexo estreptavidina-biotina-peroxidase

P

Antigeno

Célula-alvo

1)Ligacdo do anticorpo primario com o antigeno especifico na célula-alvo. 2)Ligacdo do anticorpo
secundario biotinilado ao anticorpo primario. 3)Ligacdo do complexo estreptavidina-peroxidase com a
biotina do anticorpo secundario. 4)Conversdo do cromégeno DAB pelo complexo estreptavidina-
peroxidase gerando coloracdo acastanhada aos antigenos marcados.

Fonte: O autor.
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As andlises de imunohistoquimica foram realizadas usando o método da es-
treptavidina-biotina-peroxidase. Para estes experimentos, os cortes parafinados foram
desparafinizados com xilol, deisdratados com solu¢des de alcool e a peroxidase en-
dogena foi bloqgueada com EnVision TM FLEX por 10 minutos em temperatura am-
biente. Em seguida, os cortes foram colocados em banho com EnVision TM FLEX
Wash buffer (Dako) por 3 vezes. Cada banho teve duracdo de 10 minutos.

Para recuperacdo dos antigenos, os cortes foram tratados com EnVision TM
FLEX Target retrieval solution (Low pH, Dako) por 20 minutos a 97 °C em microondas.
Os anticorpos primarios para RANKL (sc-7628-Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA, USA), osteocalcina (sc-365797-Santa Cruz Biotechnology, Inc.) e BMP-2/4
(sc-137087-Santa Cruz Biotechnology, Inc.) foram utilizados na diluicdo de 1:50 por
20 minutos em temperatura ambiente em camara umidificadora.

Apos a lavagem, os cortes foram incubados com EnVision FLEX/HRP por 20
minutos em temperatura ambiente, seguido pela incubac¢do com EnVision FLEX subs-
trate solution (Dakocytomation, Glostrup, Denmark) por 5 minutos em temperatura
ambiente. A imunoreatividade foi detectada utilizando DAB por 5 minutos (DakoCyto-
mation, Glostrup, Denmark). Em seguida, procedeu-se a contracoloracdo com hema-
toxilina de Harris e montagem. Todos os banhos foram realizados por 3 vezes em 10
minutos com EnVision FLEX wash buffer.

A montagem final das laminas contou com um meio de montagem aquoso
Dako Glycergel Mounting Medium (Agilent, Santa Clara, CA, Estados Unidos) e como
controle de qualidade para confirmar o desempenho de todos os reagentes utilizados,
foi utilizado um controle positivo. Para as marcacdes de RANKL, utilizaram-se cortes
histoldgicos de doenca periodontal avancada e para as marcacdes de BMP-2/4 e OC,
foram utilizados cortes histologicos de tecido 6sseo imaturo. Para cada amostra
também foi feito o controle negativo, criado por supressdo da incubacdo com o

anticorpo primario, para identificar qualquer tipo de coloragéo inespecifica.

4.4.1 Captura das imagens e avaliagdo imunohistoquimica

As laminas foram visualizadas em microscépio e as imagens obtidas em
ampliacdo de 40 vezes foram visualizadas no software ImagedJ (Imaged 1.50i,
Bethesda, MD, Estados Unidos) com camera (Canon EOS Rebel T5) e microscopio

binocular de luz (Olympus CX41). A avaliagdo imunohistoquimica foi realizada
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também utilizando o programa ImageJ (ImageJ 1.50i, Bethesda, MD, Estados Unidos)
para mensuracao das células marcadas com pigmentacdo castanha caracteristica.
Utilizou-se o plugin “Grid” que seccionava as imagens em 80 pontos equidistantes e
as contagens foram realizadas com auxilio do plugin “Point tool”’, onde cada estrutura
era marcada e contada exatamente nestes pontos de intersec¢des para todos 0s
campos (Figura 5). Para obtenc&do dos percentuais, o total das contagens destes 80
pontos foram transformados em 100% e de posse destas informacdes para cada
campo e regido, os dados foram plotados em uma planilha (Windows Excel, Microsoft,

Redmond, WA, Estados Unidos) para a analise estatistica.

Figura 6 — Software ImageJ para contagem das imunomarcac¢des na regido do ligamento periodontal.
d
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Aplicacéo do plugin “Grid” para seccionar as imagens e do plugin “Point Tool” para auxiliar na contagem
das imunomarcacfes apds a divisdo em 80 pontos equidistantes.
Fonte: O autor.

Foram avaliados 15 campos no total, sendo 5 da furca, 5 do ligamento
periodontal e 5 do osso alveolar. A quantificacdo de células positivas foi expressa

como o numero de células imunomarcadas.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados dos grupos foi utilizado teste t de Student para avaliar os
resultados encontrados na analise histolégica e imunohistoquimica. O nivel de
significancia foi fixado em p<0,05 e os calculos e graficos foram feitos usando
GraphPad Prism 7,0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA

A andlise histologica foi realizada em trés regides distintas, sendo ligamento
periodontal, osso alveolar e osso da regido de furca. Os resultados das analises
morfolégicas e morfométricas dos cortes histoldgicos foram comparadas para cada

area em cada grupo estudado (Figura 6 e 7).

Figura 7- Fotomicrografia representativa do primeiro molar de hemimandibulas de ratos do grupo
controle.

Lado esquerdo da imagem — Visao geral do primeiro molar do rato. Regio A — Ligamento periodontal em

aumento de 40x. Presenca de dentina radicular (A) e 0sso alveolar (*) Regido B — Osso alveolar em aumento de
40x. Regido C — Osso da furca em aumento de 40x. HE.
Fonte: O autor.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia representativa do primeiro molar de hemimandibulas de ratos do grupo
sepse.

v

) ‘1 \ s ”".4‘_,,&'_; |
Lado esquerdo da imagem — Visdo geral do primeiro molar do rato. Regido A — Ligamento periodontal em

aumento de 40x. Presenca de dentina radicular (A) e 0sso alveolar (*) Regido B — Osso alveolar em aumento de
40x. Regido C — Osso da furca em aumento de 40x. HE.
Fonte: O autor.

5.1.1 Ligamento periodontal

A regido do ligamento periodontal foi avaliada em um total de 13 campos pela
objetiva de imersdo (ampliacdo de 100x) e as caracteristicas do ligamento
encontradas para os dois grupos estdo descritas nos graficos abaixo.
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GRAFICO 1 - Densidade de volume das fibras colagenas e fibroblastos da regido do ligamento
periodontal nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padréo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.

GRAFICO 2 - Densidade de volume dos vasos sanguineos e das células inflamatérias da regido do
ligamento periodontal nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padrédo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.
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GRAFICO 3 - Densidade de volume dos espacos em branco da regido do ligamento periodontal nos
grupos controle e sepse.
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Os espacos em branco podem corresponder ao liquido intercelular e/ou ao exsudato inflamatério.

Os resultados representam valores da média e desvio-padrédo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.

De acordo com a analise estatistica (teste t de Student) a um nivel de
significancia de 95% (a=0,05), ndo houve alteracBes histoldégicas de processo
inflamatério e ndo houve diferenca significativa entre nenhuma das anélises feitas

para a regiao do ligamento periodontal.
5.1.2 Osso alveolar e osso da area de furca
Os dois grupos de animais foram estudados de acordo com 0s aspectos das

regides do 0sso alveolar e de furca, onde foram avaliadas as suas caracteristicas em

campos aleatorios previamente estabelecidos.



37

GRAFICO 4 - Densidade de volume da matriz 6ssea da regido do osso alveolar e de osso da area de
furca nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padrédo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)
Fonte: O autor.

GRAFICO 5 - Densidade de volume dos ostedcitos da regido do osso alveolar e de osso da area de
furca nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padrédo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)
Fonte: O autor.
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GRAFICO 6 - Densidade de volume dos vasos sanguineos da regido do osso alveolar e de osso da

area de furca nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padréo para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.

GRAFICO 7 - Densidade de volume das células inflamatérias da regido do osso alveolar e de 0sso da

area de furca nos grupos controle e sepse.
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Os resultados representam valores da média e desvio-padrao para cada um dos grupos analisados.
Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.

De acordo com a analise estatistica (teste t de Student) a um nivel de

significancia de 95% (a=0,05), ndo houve alteracbes histoldégicas de processo

inflamatoério e ndo houve diferenca significativa entre nenhuma das analises feitas

para a regido do 0sso alveolar e de osso da area da furca. Contudo, conforme ilustrado

no gréfico 7, houve uma discreta tendéncia a aumento na densidade de volume das

células inflamatorias no grupo sepse.
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5.2 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

A andlise imunohistoquimica foi realizada em trés regifes distintas, sendo
ligamento periodontal, osso alveolar e osso da regido de furca. Os resultados das
analises foram comparados para cada area e 0s controles positivo e negativo

revelaram auséncia de marcacoes inespecificas.

5.2.1 Marcacao imunohistoquimica para BMP-2/4

Os dois grupos de animais tiveram os cortes histol6gicos das hemimandibulas
imunomarcados para BMP-2/4 e avaliados em cinco campos distintos nas regides do
ligamento periodontal, osso alveolar e area da furca, observando-se os seguintes

resultados:

GRAFICO 8 - Imunomarcacéo para BMP-2/4 nas regides do ligamento periodontal, osso alveolar e
0sso da furca dos grupos controle e sepse.
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Cortes histolégicos das hemimandibulas provenientes de ratos sépticos e ndo-sépticos foram
analisados em relagdo ao numero de células marcadas para BMP-2/4 (=) através de reacbes de
imunohistoquimica. Os resultados representam valores da média e desvio-padrdo para cada um dos
grupos analisados.

Teste t de Student p>0,05. (n=6)

Fonte: O autor.

De acordo com a analise estatistica por teste t de Student a um nivel de
significancia de 95% (a=0,05), ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos
estudados (p>0,05) para nenhuma das regides analisadas.
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5.2.2 Marcacao imunohistoquimica para RANKL

Os dois grupos de animais tiveram os cortes histolégicos das hemimandibulas
imunomarcados para RANKL e avaliados em cinco campos distintos nas regides do
ligamento periodontal, osso alveolar e area da furca, observando-se o0s seguintes
resultados:

GRAFICO 9 - Imunomarcac&o para RANKL nas regides do ligamento periodontal, osso alveolar e
0sso da furca dos grupos controle e sepse.
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Cortes histolégicos das hemimandibulas provenientes de ratos sépticos e nao-sépticos foram
analisados em relacdo ao numero de células marcadas para RANKL (=) através de reacdes de
imunohistoquimica. Os resultados representam valores da média e desvio-padrdo para cada um dos
grupos analisados.

* Teste t de Student p<0,05 na regido de o0sso alveolar. (n=6)

Fonte: O autor.
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De acordo com a analise estatistica por teste t de Student a um nivel de
significancia de 95% (a=0,05), houve diferenca significativa entre os dois grupos

estudados (p<0,05) para a regido de osso alveolar.

5.2.3 Marcacao imunohistoquimica para osteocalcina

Os dois grupos de animais tiveram os cortes histolégicos das hemimandibulas
imunomarcados para osteocalcina e avaliados em cinco campos distintos nas regides
do ligamento periodontal, 0osso alveolar e area da furca, observando-se os seguintes

resultados:

GRAFICO 10 - Imunomarcacgéo para osteocalcina na regido do ligamento periodontal dos grupos
controle e sepse.
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Cortes histolégicos das hemimandibulas provenientes de ratos sépticos e ndo-sépticos foram
analisados em relacdo ao numero de células marcadas para OC (=) através de reacdes de
imunohistoquimica. Os resultados representam valores da média e desvio-padrdo para cada um dos
grupos analisados.

Os resultados representam valores da média e desvio-padréo para cada um dos grupos analisados.

* Teste t de Student p<0,05 na regido de ligamento periodontal. (n=6)

Fonte: O autor.

Quanto as marcac¢des no osso alveolar e de furca, ndo foram realizadas
contagens referentes ao nimero de células imunomarcadas, uma vez que a matriz
O0ssea se mostrou marcada de forma mais homogénea. De acordo com a andlise
estatistica por teste t de Student a um nivel de significancia de 95% (a=0,05), houve
diferenca significativa entre os dois grupos estudados (p<0,05) para a regido do
ligamento periodontal, com aumento significativo no ndmero de células

imunomarcadas para osteocalcina no grupo controle.
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos relatam que condi¢cdes sistémicas de salude parecem
exercer influéncia sobre as doencas periodontais (CLAUDINO et al., 2007,
LUNDBERG et al., 2010; AL-KATMA et al., 2007; LIRA-JUNIOR; FIGUEREDO, 2016;
LI et al., 2014), podendo intervir na saude como um todo (ANBINDER et al., 2016), o
que sugere a condigdo de comorbidade, onde uma via imunopatogenética funciona
de forma similar em distarbios distintos (SOMERS et al., 2006).

Nesta perspectiva, a sepse trata-se de uma resposta imune e inflamatéria do
hospedeiro desregulada frente a uma infeccéo. Esta resposta suscita uma disfungéo
organica, resultando em risco de morte para o individuo (SHANKAR-HARI et al.,
2016), sendo que os efeitos da sepse sobre o metabolismo 6sseo permanecem
parcialmente elucidados. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a possivel influén-
cia da sepse no ligamento periodontal e no tecido 6sseo do processo alveolar e da
area de furca por meio de andlise histolégica e imunohistoquimica.

Neste estudo, a inducao de sepse foi realizada pelo procedimento CLP, onde
ha exposicdo predominante de bactérias aerobias e anaerébias Gram-negativas.
Apesar de ainda haver uma limitacdo de informacdes sobre sepses causadas por
bactérias Gram-positivas ou por fungos (RITTIRSCH; HOESEL; WARD, 2007), o
modelo CLP é largamente utilizado para inducdo de sepse em modelos animais
roedores, uma vez que mimetiza de forma bem aproximada as condi¢des reais de um
paciente séptico (RITTIRSCH et al., 2009). Este modelo é utilizado principalmente
para estudos de mecanismos fisiopatologicos de maneira avangada (DEMIR et al.,
2016).

Os resultados encontrados revelaram auséncia de diferencas histologicas
significativas entre os grupos controle e sepse no 0sso alveolar, no 0sso da area de
furca e no ligamento periodontal. Contudo, houve uma discreta tendéncia a aumento
na densidade de volume das células inflamatdrias nas regides 0sseas dos animais
submetidos a inducdo de sepse. Além disto, as analises por imunohistoquimica
também n&o revelaram distingdo significativa com relacdo ao numero de células
imunomarcadas para BMP-2/4. Entretanto, houve um aumento significativo no nimero
de células imunomarcadas para OC na regidao de ligamento periodontal do grupo

controle e para RANKL nas regido de osso alveolar do mesmo grupo. O que sugere
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gue a sepse, neste primeiro momento, pode ser capaz de alterar a expressao de
importantes mediadores do metabolismo 0sseo na regido periodontal.

Corroborando com nossos resultados, no mesmo periodo das primeiras 24
horas ap0s a indugéo de sepse pelo modelo CLP em ratos, outros autores relataram
a presenca de achados histopatoldégicos em outros sistemas considerados vitais,
como o sistema respiratorio. Analises histoldégicas demonstraram maior infiltracéo
neutrofilica e edema intersticial nos pulm&es dos ratos do grupo sepse. Além disso,
em amostras de soro e de tecido pulmonar, foram observados indices mais elevados
de IL-6, TNF-a e marcadores de estresse oxidativo em animais com sepse induzida e
relacdo ao grupo controle (DEMIR et al.,, 2016). Da mesma forma, outros
pesquisadores também relataram a presenca de alteragcbes histolégicas no tecido
pulmonar de ratos em apenas 2 horas ap6s o procedimento CLP (GILL; ROHAN;
MEHTA, 2015).

Além destes achados, foi detectado aumento nos indices séricos de IL-1 e
TNF-a em ratos apés 24 horas da inducédo de sepse pelo modelo CLP e a analise
histolégica do tecido hepético revelou a presenca de infiltrado inflamatorio,
alargamento de sinusdides e areas de necrose (ARSLAN et al., 2016). Observa-se
ainda, injaria renal pdés-sepse que ja foi bem caracterizada, onde, apos inducédo da
sindrome por método CLP, os animais foram acompanhados por 22 dias. Os
sobreviventes da sepse que passaram por uma injuria renal programada, obtiveram
uma leséo tubular mais grave do que o grupo controle (PORTELLA et al., 2013). Estes
dados ilustram de forma bastante representativa a condicdo da sepse experimental
afetando de forma irreversivel um 6rgéo distante do ponto de infeccéo inicial (DEMIR
et al., 2016; XU et al., 2013).

De fato, a auséncia de alteracbes histologicas significativas nesse
experimento pode estar correlacionada com o tempo de evolugdo da sepse nos
animais deste trabalho, em vista do desfecho ter sido avaliado na regido do
periodonto. Diversos estudos que associam condi¢cdes sistémicas a alteracdes
teciduais localizadas neste mesmo microambiente de interesse utilizaram periodos
experimentais mais prolongados (CLAUDINO et al., 2015; LIU et al., 2015; DAl et al.,
2016). Contudo, a realizacdo de estudos desta natureza implica em um nimero maior
de animais, ja que a inducao da sepse pelo modelo CLP em ratos apresenta taxa de
sobrevivéncia de apenas 33% apos 7 dias (YOSHIKAWA, 2012).



45

Esta necessidade esta ilustrada nos dados obtidos por imunohistoquimica, os
quais revelaram diferencas entre o0 nimero de células imunomarcadas para OC no
ligamento periodontal e RANKL na regido de osso alveolar. Por tratar-se de um fator
para diferenciacéo e ativacido de osteoclastos, RANKL é uma proteina considerada
marcadora e mediadora da reabsorcdo 6ssea. Seu valor sérico ja foi correlacionado
com osteopenia tanto local quanto sistémica (STOLINA et al., 2005) e diversos
estudos demonstram sua agdo perante a osteoclastogénese (IRIE; NOVINCE;
DARVEAU, 2014; KATO et al., 2015; CHOI et al., 2017; CHOO et al., 2017). Assim,
seria possivel que um aumento na expressdo de RANKL nos animais pudesse
modular a integridade da estrutura 6ssea, tendendo a uma maior reabsorcédo. De fato,
alguns autores ja relataram aumento na reabsor¢do 0ssea em pacientes durante a
fase aguda da sepse, com persisténcia desta condi¢cdo por periodos prolongados
(SMITH et al., 2002). Ainda neste sentido, foi demonstrado aumento na expressao de
genes envolvidos na via de diferenciacdo de osteoclastos em pacientes com choque
séptico (MUKHOPADHYAY et al., 2017). Sendo assim, seria necessaria uma analise
mais prolongada dos efeitos da sepse nos ratos apds o procedimento CLP para en-
tender se esta situacao se estenderia para os animais afetados.

E ainda, a inibicdo da expressdo de osteocalcina parece fornecer uma
importante contribuicdo para a perda éssea alveolar (PACIOS et al., 2015). Na
presente pesquisa, a marcagao para osteocalcina no 0sso alveolar e da area de furca
ocorreu de maneira homogénea e, portanto, ndo foram consideradas quanto ao
namero de células imunomarcadas. Isto se deve ao fato de que a osteocalcina é a
mais abundante proteina nao-colagena presente na matriz 0ssea, sendo, desta
maneira, observada de forma mais substancial (SASAKI et al., 2013), diferentemente
das marcacgdes para BMP-2/4 e RANKL, que séo visualizadas de forma mais pontual
(ZORICIC et al.,, 2003; MORAES et al.,, 2011). Além disso, essa marcacdo foi
observada, em intensidade semelhante, tanto no grupo experimental como no grupo
controle em nossos experimentos.

Contudo, a expressao de osteocalcina demonstrou um aumento significativo
no grupo controle na regido do ligamento periodontal e este resultado pode estar
relacionado ao seu importante papel na mineralizagdo, estando, desta maneira,
inversamente associada a presenca de marcadores inflamatoérios que contribuem para
a reabsorcéo 6ssea (NEVE; CORRADO; CANTATORE, 2013).
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Os mecanismos fisiopatologicos da sepse indicam que ha uma resposta pro-
inflamatoria imediata (SCHULTE; BERNHAGEN; BUCALA, 2013; MACHADO et al.,
2014). Desta forma, tem sido demonstrado que a sepse exacerba a expressao de
mediadores pro-inflamatorios (JONG; VAN DER POLL; WIERSINGA, 2010) e o efeito
das alteracbes destes mediadores em relacdo ao metabolismo 6sseo vem sendo
amplamente discutido e demonstra impacto deletério sobre diferentes sistemas
bioldgicos (REDLICH; SMOLEN, 2012; STRAUB; CUTOLO; PACIFICI, 2015), como
nos casos do sistema renal (ZARBOCK; GOMEZ; KELLUM, 2014), cardiaco
(KAKIHANA et al., 2016) e neurolégico (IACOBONE et al., 2009). Efetivamente, a
inducdo de sepse resulta em aumento na expressao de mediadores inflamatorios e
na formacdo de NO (ZHANG et al.,, 2016). De forma mais especifica, ja foi
demonstrado que a inducdo de sepse em ratos resultou em expresséo elevada e
persistente de IL-6, IL-1B e TNF-a (RESTAGNO et al., 2016; PENG et al., 2017),
associada a reducdo na expressao de OC e CBFA-1 (YANG et al., 2014).

Sendo assim, é possivel observar que a sepse exerce relevantes efeitos sobre
diferentes sistemas, 0s quais parecem estar diretamente relacionados com o aumento
na expressao de mediadores pré-inflamatérios (RESTAGNO et al., 2016; PENG et al.,
2017, JONG; VAN DER POLL; WIERSINGA, 2010). Desta forma, estudos envolvendo
o modelo de sepse apresentam extrema relevancia, uma vez que esta é a principal
causa de morte em pacientes internados em UTIs (JUNIOR; SILVA, 2014). Portanto,
outros estudos devem ser realizados abordando amostragens maiores e periodos
experimentais mais abrangentes, visando elucidar os outros aspectos dos
mecanismos envolvidos nesta condicdo. Estes dados preliminares certamente
contribuirdo para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico e tratamento mais

efetivas no contexto da sepse.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, € possivel concluir que:

A presenca e a intensidade do processo inflamatoério na crista 6ssea alveolar,
no tecido 6sseo da area de furca e no ligamento periodontal de ratos por meio
de andlise histomorfométrica, ap6s a inducdo de sepse, ndo demonstrou
nenhuma diferenca estatisticamente significativa quando comparadas ao grupo
controle. Contudo, houve uma discreta tendéncia, nas regifes de 0sso alveolar
e furca, a um aumento na densidade de volume das células inflamatérias no
grupo sepse;

Houve diferenca significativa no nimero de células imunomarcadas para OC
na regiao do ligamento periodontal do grupo controle e para RANKL em 0sso
alveolar do mesmo grupo. Entretanto, ndo houve diferenga significativa no
namero de células imunomarcadas para BMP-2/4 entre os animais do grupo
controle e experimental;

Outros estudos no ambito da homeostase do metabolismo 0sseo sdo ainda
necessarios para a melhor elucidacdo e caracterizacao das alteracfes que
ocorrem em virtude da presenca da sepse no organismo e, para tanto, talvez
sejam necessarios periodos de analise mais tardios, que ampliem a visdo dos

efeitos transcorridos nas primeiras 24 horas.
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