MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
CAMPUS MINISTRO REIS VELLOSO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOMEDICAS

LUIZ FELIPE DE CARVALHO FRANCA

ESTUDO BIOQUIMICO E HISTOMORFOMETRICO DOS EFEITOS RENAIS
DA PERIODONTITE INDUZIDA EM RATOS

PARNAIBA — PI
2018



LUIZ FELIPE DE CARVALHO FRANCA

ESTUDO BIOQUIMICO E HISTOMORFOMETRICO DOS EFEITOS RENAIS
DA PERIODONTITE INDUZIDA EM RATOS

Dissertacao apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em
Ciéncias Biomédicas da

Universidade Federal do Piaui,
Campus Ministro Reis Velloso, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biomédicas.

Area de concentracdo: Medicina
investigativa e marcadores
epidemioldgicos.

Orientador: Prof. Dr. Daniel
Fernando Pereira Vasconcelos

PARNAIBA — PI
2018



FICHA CATALOGRAFICA

Universidade Federal do Piaui

Biblioteca Setorial Prof. Candido Athayde — Campus Parnaiba

Servico de Processamento Técnico

F814e

Franca, Luiz Felipe de Carvalho.

Estudo bioquimico e histomorfométrico dos efeitos
renais da periodontite induzida em ratos [manuscrito] /
Luiz Felipe de Carvalho Franga. — 2018.

64 f.

Impresso por computador (printout).

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biomédicas) —
Universidade Federal do Piaui, 2018.

Orientacdo: Prof. Dr. Daniel Fernando Pereira

Vasconcelos.

1. Doenca Periodontal. 2. Periodontite. 3. Inflamacéo.

4. Estresse Oxidativo. I. Titulo.

CDD: 617.632




LUIZ FELIPE DE CARVALHO FRANCA

ESTUDO BIOQUIMICO E HISTOMORFOMETRICO DOS EFEITOS RENAIS
DA PERIODONTITE INDUZIDA EM RATOS

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias Biomédicas da

Universidade Federal do Piaui,
Campus Ministro Reis Velloso, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biomédicas.

APROVADA EM 27/09/2018

BANCA EXAMINADORA:

Dr. Daniel Fernando Pereira Vasconcelos
Universidade Federal do Piaui
Departamento de Biomedicina

(Presidente e orientador)

Dr. Manoel Dias de Souza Filho
Universidade Federal do Piaui
Departamento de Biomedicina

(Examinador Externo ao programa)

Dr. Marcus Vinicius Oliveira Barros de Alencar
Universidade Federal do Piaui
(Examinador externo ao programa)



“Um pouco de ciéncia nos afasta de Deus. Muito, nos aproxima”

Louis Pasteur.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo dom da vida e por todas as
gracas derramadas sobre minha familia e as que ainda estéo por vir. Devo tudo

a ele por existir tantas pessoas maravilhosas em minha vida.

Ao meu irmao Francisco Anténio de Carvalho Franca, pela unido, forca
e batalhas que passamos diariamente, somente nds sabemos como foi dificil

chegar até aqui, tenho certeza que sem vocé néo teria conseguido.

A minha nova familia, minha cunhada Vanessa Carvalho da Silva
Franca pelos momentos descontraidos durante nossa convivéncia e apoio
durante essa longa caminhada e meu sobrinho, Dante Carvalho da Silva

Franca.

A minha segunda familia, Maria da concei¢do Carvalho Freitas, por me
acolher durante todos esses anos, orientando e guiando com seus conselhos

preciosos e experiéncia de vida.

Minhas primas Maria dos Anjos Carvalho Costa e Conceicdo de Maria
Carvalho Malveira, por serem minhas irmas que nunca tive, mostrando sempre
o real significado de uma familia, que mesmo diante das adversidades, sempre

temos uns aos outros.

Aos meus tios, Paulo Henrique Malveira e Jose maria Costa, por todos
0S momentos e ensinamentos, sempre sendo exemplos de responsabilidade e
minha tia Maria das Gracas Carvalho Franca, por me mostrar como ser uma
pessoa batalhadora e que sempre com perseveranca podemos conquistar

NOssos objetivos.

As minhas “priminhas” Maria Clara Carvalho Malveira e Julia Carvalho
Costa, que me inspiraram a ser uma pessoa melhor, visto que somos exemplos

para as criangas gque crescem ao nosso redor.



A minha namorada Isis Pires Pereira que esteve em todos o0s
momentos ao meu lado, me incentivando e apoiando em cada decisdo, além

de ser amiga, companheira e confidente.

Ao meu orientador Prof. Dr. Daniel Fernando Pereira Vasconcelos,
agradeco pelo voto de confianca e oportunidade de fazer parte da equipe
laboratorial, acolhendo me durante minha jornada académica na pesquisa
cientifica, possibilitando agregar conhecimento, além de ser um grande

profissional.

A equipe do Laboratério de Andlise e Processamento Histologico
(LAPHIS), Felipe Rodolfo Pereira da Silva, David di Lenardo, Even Herlany
Pereira Alves, Joaquina dos Santos Carvalho, Larissa dos Santos Pessoa,
Maria Luisa Lima Barreto do Nascimento, Victor Brito Dantas Martins, Luana
Silva Rodrigues, Bruno Almeida Arrais, André dos Santos Carvalho, Anténio de
Padua Rocha Nébrega Neto, Pedro Henrique Sales de Oliveira, Hélio Mateus
Silva Nascimento, Raissa Silva Bacelar de Andrade, Ayane Araudjo Rodrigues,
Juliana Gomes Galeno, Alan Leandro Carvalho de Farias e Victor lucas Ribeiro
Lopes, por toda ajuda ndo s6 durante os experimentos, mas por todos 0s
momentos que passamos de alegria e descontracdo, considero todos grandes

amigos.

Aos meus amigos de graduacgéo Lucas Eduardo Silva Oliveira, Francisco
Danilo da Silva, Tiago Almeida Peixoto, Felipe Rodolfo Pereira da Silva,
Antdnio Carlos Silva e Maélson Klever da Silva, pela amizade que fizeram

guatro anos e meio de curso bem mais tranquilos.

Aos meus amigos que encontrei ao longo da vida Académica, Lucas
Arruda Moita, Vanessa Galeno de Souza, Kelly Raphysa que sempre

contribuiram com risadas, conselhos e inUmeras xicaras de café.

As parcerias formadas juntamente ao laboratério de Fisiofarmacologia
experimental coordenado pelo prof Dr. Jand Venes Rolim Medeiros e seus

alunos que sempre estavam de prontiddo para auxiliar na pesquisa, tornando



possivel a realizacdo do trabalho, em especial a Luan Kelves Miranda de

Souza que prontificou-se participando ativamente na pesquisa.

A universidade federal do piaui, ao programa de pds-graduacio em

ciéncias biomédicas e ao conselho nacional de desenvolvimento cientifico e

tecnologico - CNPQ pelo apoio, permitindo que este trabalho fosse realizado.



RESUMO

A periodontite € uma doenca crbnica-inflamatdria, que leva a destruicao
progressiva dos tecidos de suporte e protecdo dentario em resposta a presenca
de biofilme na regido periodontal. A intensa resposta inflamatdria resulta em
efeitos sistémicos nocivos, sendo associados principalmente ao aumento de
espécies reativas de oxigénio, levando a alteracdes hepaticas, endoteliais e
cardiovasculares. No entanto, a periodontite vem sendo estudada como um dos
fatores de risco para o aparecimento de doencas renais, contudo, 0s
mecanismos dessa relacdo ainda permanecem incertos. Acredita-se que
modificacbes em marcadores de estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica
sejam responsaveis por tal associagao, visto que estes foram relacionados aos
danos observados no tecido hepético de animais com periodontite. Desta
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos sobre o tecido
renal causados pela periodontite induzida por ligadura em ratas por meio de
parametros bioguimicos e histomorfométricos. Para isso, vinte e duas ratas
foram divididas em dois grupos: controle (sem ligadura) e periodontite (com
ligadura). Para confirmacdo do modelo de inducdo periodontal, os seguintes
parametros foram avaliados: indice de sangramento gengival (ISG), mobilidade
dentaria (MD), indice de profundidade de bolsa (IPB), atividade de
mieloperoxidase (MPO) e altura 6ssea alveolar (AOA). Para os rins, os 6rgaos
foram coletados, pesados, processados e avaliados através de marcadores de
funcdo renal sorologico para albumina, creatinina, glicose, colesterol total,
ureia, além da determinacao urinaria de proteinas totais e creatinina, seguidos
pela determinacdo das concentracbes de glutationa (GSH), malondialdeido
(MDA), com posterior analise histologica e histomorfométrica. Como resultado
ISG, MD, IPB, atividade de MPO e AOA foram significativamente maiores no
grupo periodontite quando comparados ao grupo controle, confirmando o
modelo de induc&o periodantal. Dentre os marcadores de fungéo renal, apenas
o colesterol apresentou aumento significativo. Ainda, para avaliacdo bioquimica
renal, animais com periodontite apresentaram reducao de 46,2% no contetudo
de GSH e para peroxidacéo lipidica, o grupo periodontite apresentou aumento
em 266% nas concentragfes de MDA. A avaliagdo histomorfomeétrica revelou
aumento na circunferéncia da capsula de Bowman, area corpuscular, espaco
capsular de Bowman, circunferéncia glomerular, diametro glomerular e volume
glomerular no grupo periodontite, além da ruptura da borda em escova nos
tubulos renais observada pela coloracdo de &cido periédico de Schiff. Tais
alteracbes podem estar associadas ao aumento do estresse oxidativo e
peroxidacao lipidica nos rins. No entanto estes ndo foram suficientes para
causar diferengas nos marcadores de funcéo renal.

Palavras-Chave: Doenca periodontal, inflamacao, estresse oxidativo.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease that leads to progressive
destruction of supporting tissues and dental protection in response to the
presence of biofilm in the periodontal region. The intense inflammatory
response results in noxious systemic effects, being associated with the increase
of reactive oxygen species, leading to hepatic, endothelial and cardiovascular
alterations. However, periodontitis has been studied as one of the risk factors
for the emergence of renal diseases, but this relationship remains uncertain. It
is believed that modifications in markers of oxidative stress and lipid
peroxidation are responsible for such association, since these markers were
related to the damage observed in the liver tissue of animals with periodontitis.
Thus, the present study aimed to evaluate the effects on renal tissue caused by
ligature-induced periodontitis in rats by means of biochemical and
histomorphometric parameters. Twenty-two rats were divided into two groups:
control (no ligature) and periodontitis (with ligature). To confirm the periodontal
induction model, the following parameters were evaluated: gingival bleeding
index (GBI), dental mobility (DM), probing pocket depth (PPD),
myeloperoxidase activity (MPO) and alveolar bone height (ABH). For the
kidneys, the organs were collected, processed and evaluated by serologic
markers for serum albumin, creatinine, glucose, total cholesterol, urea, urinary
total protein and creatinine, followed by determination of glutathione
concentrations (GSH), malondialdehyde (MDA), with histological and
histomorphometric analysis. As results GBI, TM, PPD, MPO activity and ABH
were significantly higher in the periodontitis group when compared to the control
group. Among the markers of renal function only cholesterol presented a
significant increase; for renal biochemical evaluation, animals with periodontitis
had a 46.2% reduction in GSH content and for lipid peroxidation, the
periodontitis group presented a 266% increase in the concentrations of MDA.
The histomorphometric evaluation revealed an increase in Bowman's capsule
circumference, corpuscular area, Bowman's capsular space, glomerular
circumference, glomerular diameter and glomerular volume in the periodontitis
group, in addition to the rupture of the brush border in the renal tubules
observed by the periodic acid staining of Schiff. Such changes may be
associated with increased oxidative stress and lipid peroxidation in the kidneys.
However, these changes were not sufficient to cause differences in renal
function markers.

Key words: Periodontal disease, inflammation, oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca de carater infecioso e inflamatorio que leva a
gradativa destruicdo das estruturas e tecidos conectivos do suporte dentario em
resposta a presenca de biofilme na regido periodontal (KNIGHT et al., 2016).
Alguns fatores estdo envolvidos no seu aparecimento e desenvolvimento, dentre
eles, variacbes genéticas do hospedeiro (SILVA et al.,, 2015; DA SILVA et al.,
2017; DA SILVA et al., 2018) e fatores comportamentais dentre eles: habito de
fumar, ingestéo de bebida alcodlica e ma higiene bucal (EKE et al., 2012).

A destruicdo dos tecidos na doenca resulta de desequilibrios entre a
resposta inflamatoria e imunidade, causando liberacdo de inumeras citocinas,
guimiocinas, enzimas proteoliticas, espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e outros
mediadores que levam a degeneracdo irreversivel do periodonto. Tais reacfes
levam a fortes associacbes com alteragbes em diversos 6rgdos, como as
encontradas no tecido hepatico (TOMOFUJI et al., 2011; VASCONCELOS et al.,
2017).

Devido ao processo inflamatério local, enzimas como mieloperoxidase
(MPO), apresentam-se em elevadas concentracbes em gengiva e saliva de
pacientes com periodontite, atuando como biomarcador importante na doenca
periodontal (MARCACCINI, et al., 2010). Além disso, estudos comprovam que a
peroxidacdo lipidica e estresse oxidativo participam ativamente na destruicdo
local, evidenciadas pelas elevadas concentracbes de Malondialdeido (MDA) e
reducdo do conteudo de glutationa (GSH), em saliva e liquido crevicular em
pacientes com periodontite (MIRICESCU et al., 2014; TRIVEDI et al., 2015).

Por outro lado, as doencgas renais sao definidas por uma diversidade de
fatores como: anormalidades estruturais ou funcionais do rim, com ou sem
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG), evidenciadas por histopatologia
ou marcadores de funcéo renal (CHEN et al., 2006; CHONCHOL et al., 2008).
Nos ultimos dez anos, a associacdo entre periodontite e problemas relacionados
ao sistema renal, vem sendo estudadas (OFFENBACHER et al.,, 2008;
BAYRAKTAR et al., 2009; THORMAN et al., 2009; UM et al., 2010).



17

Observou-se, através de um estudo de metanalise, que o risco de
desenvolver algum tipo de doenca renal crbnica seria 60% maior em pacientes
que apresentavam periodontite (KAPELAS et al., 2018). Ainda, o indice de
mortalidade em doentes renais cronicos era de 70,6%, 41,8% e 24% onde tais
individuos apresentavam periodontite grave, moderada e leve respectivamente
(CHEN et al., 2011). Outro estudo relata que apés tratamento ndo cirdrgico para
periodontite, pacientes renais tiveram melhora significativa na TFG (ARTESE et
al.,, 2010). Desta forma, alguns autores tentaram explicar a relacdo entre
periodontite e doenca renal.

Contudo, os mecanismos envolvidos na associagao entre essas doencas
ainda ndo estdo claros. Embora varios estudos tenham relatado a associacdo
entre periodontite e doenca renal (PONTES ANDERSEN et al., 2008; SHARMA et
al., 2014; ZHAO et al., 2014; CAULA et al., 2015; GRAUBALLE et al., 2015;
AUSAVARUNGNIRUN et al.,, 2016), nenhum estudo avaliou a influéncia das
concentracdes de marcadores de estresse oxidativo (GSH) ou peroxidacgao lipidica
(MDA) nos tecidos renais, visto que tais marcadores estdo ligados a alteracdes
hepaticas em animais com periodontite (CARVALHO et al., 2017) e apenas um
estudo investigou mudancas nos rins causadas por influéncia sistémica da
periodontite (PONTES ANDERSON et al., 2008).

Desta forma, para melhor esclarecer a relacdo entre periodontite e
doencas renais, o presente estudo tem como objetivo avaliar os niveis bioquimicos
estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica no tecido renal dos animais e mensurar

histomorfometricamente os rins de ratas com periodontite induzida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Periodonto

O periodonto compreende o conjunto de quatro diferentes tecidos de
conexao possibilitando suporte e apoio dos dentes, facilitando sua fixagdo aos
ossos da mandibula e maxila. Estas estruturas sdo especializadas e definem sua
funcdo na sustentacdo do dente, sendo denominadas: gengiva, ligamento
periodontal, cemento radicular e osso alveolar (HO et al., 2007; LINDHE;
KARRING; ARAUJO, 2008; LIN et al., 2009;). Cada um desses componentes
apresenta arquitetura e propriedades bioquimicas que se adaptam durante toda a
vida (Figura 1) (NEWMAN et al., 2011).

Crista da
papila intorproximal

Papila Interdental
(vestibular)

Epitélio juncional
Gengiva livre

Gengiva Inserida
Limite mucogengival
Mucosa alveolar

Cemento radicular
Ligamento periodontal
Osso alveolar

Osso compacto

0Oss0 esponjoso

Figura 1. Anatomia do periodonto. Fonte: BULHOES (2016)

2.1.1 Gengiva

A gengiva é classificada como tecido epitelial de revestimento estratificado
pavimentoso ndo queratinizado constituido de tecido conjuntivo ou lamina prépria
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Ela ainda pode ser dividida em gengiva livre
situada cerca de 2 mm acima da linha coronal da crista 0ssea alveolar até a

juncdo amelocementéaria ou juncdo esmalte-cemento e na gengiva ligada que se
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estende da base da gengiva livre até a juncdo mucogengival (LINDHE; KARRING,;
ARAUJO, 2008; WALSH; NARAYANAN, 2000).

Geralmente apresenta uma cor descrita como "rosa coral’, embora
variacfes sejam possiveis por fatores como: espessura, grau de queratinizacdo do
epitélio, fluxo sanguineo, pigmentacdo natural, doenca e medicamentos (NASSER
et al., 2012). A gengiva destaca-se por recobrir estruturas dentarias importantes
como 0 0sso alveolar e a raiz do dente, servindo como barreira fisica contra
invasdo de bactérias e outros micro-organismos presentes na cavidade oral
(PINTO et al., 2016) (Figura 2).

Sulco Gengival 0,69 mm

I i i Gengiva Livre
Epitélio '
do-SuIco—ﬁ_%'l——r— b:‘ Sulco Marginal

]
]

[ E Epitélio
~"Oral
Epitélic — | / '
Espago Juncional /
Biologico — 0,97 mm /

2,04 mm ___/

Insergao
Conjuntiva ] ibras
1,07 mm *  Colagenas
- _ T/ : 1
Tec:._ . [': !
Conjuntivo [ ! )
Adjacente | B 3 Erll.r;tal..s ]
Ligamento — i pitelials
Pericdontal — i Papi
== e pilas de
Osso F: s Tec. Conjuntive

Figura 2. Desenho esquematico da anatomia gengival. Fonte: BULHOES (2016)

2.1.2 Ligamento periodontal
O ligamento periodontal proporciona a fixagdo dos dentes ao 0sso alveolar
e cemento. Ele é constituido por grande parte de agua, possibilitando que o dente
suporte cargas de estresse, devido aos movimentos mastigatorios, permitindo que
as fibras transfiram a carga entre o dente e 0 osso (MCCORMACK et al., 2014).
Ele é constituido por vasos sanguineos, linfaticos e uma cadeia nervosa
do ligamento. A maior parte dos vasos sanguineos surgem a partir da medula

O0ssea dando suporte nutricional ao 0sso e a prolongamentos dos vasos
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periapicais. As terminacdes nervosas encontram-se entre as fibras do ligamento
periodontal, permitindo juntamente a rede nervosa estimulos para auxiliar no
movimento mastigatério. Ainda, no tecido conjuntivo, encontram-se alguns
elementos celulares tais como: cementoblastos, cementoclastos, fibroblastos,
osteoclastos, osteoblastos, células do sistema imunolégico como macréfagos e
mastocitos. Estas células além de secretarem 0s componentes da matriz
extracelular e as proprias fibras colagenas, participam ativamente na regeneracéo
local (Figura 3) (JONSSON et al., 2011).

Grupo de fibras da
crista alveolar

Grupo de fibras
horizontais

Grupo de fibras
| , Obliquas

Grupo de fibras
inter-radiculares

Grupo de fibras apicais

Figura 3. Desenho representativo do ligamento periodontal. Fonte: BULHOES (2016)

2.1.3 Cemento radicular

O cemento é uma substancia calcificada especializada que cobre a raiz
dos dentes, permitindo a ligacdo entre os dentes ao 0sso alveolar e ao ligamento
periodontal (CHERIAN, 2011). Este tecido mineralizado pode ser dividido em duas
porcOes: acelular e celular. A porcdo acelular € uma camada fina que reveste a
superficie das raizes dentais permitindo a conexado entre a regido periodontal e
superficie da raiz (BOSSHARDT, 2005; FOSTER et al., 2007), sendo composta

principalmente de fibras coladgenas e substéncia fundamental. Por sua vez, o
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tecido que forma o cemento celular apresenta caracteristicas semelhantes ao
proprio 0sso, revestindo as superficies apicais das raizes dentais (FOSTER et al.,
2013), cuja principais fungbes sdo fornecer suporte, protecdo a dentina, firmeza
dos dentes, manutencéo da relacdo oclusal, reparacdo de defeitos na raiz apds

reabsorcédo ou fraturas e protecao da polpa dentaria (BOSSHARDT, 2005).

2.1.4 Osso alveolar

O osso alveolar forma os alvéolos dentarios, sendo constituido pela
parede interna composta por lamina cribiforme que é formada de osso compacto,
0sso de sustentacdo, 0SSO esponjoso trabecular e pelas tabuas d&sseas
vestibulares e palatinas. Apresentando uma matriz calcificada com ostedcitos e
osteoblastos em lacunas, auxiliando na manutencéo 6ssea (RAMS; LISTGARTEN;
SLOTS, 2018).

O osso alveolar € o menos estavel dos tecidos periodontais, estando
sujeito a periodos constantes de formacdo e reabsorcdo, sendo essa
caracteristica fundamental para diferenciacdo do restante dos 0ssos do corpo pois
sao regulados por fatores locais e gerais (LEE et al., 2015). Apresenta-se em duas
composi¢cdes: uma matriz organica e outra porcdo mineralizada. A primeira é
constituida pela rede de ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos e matriz
extracelular e segunda formada por calcio, fosfato e cristais de hidroxiapatita (LEE
et al., 2015). Algumas das estruturas que formam o periodonto estdo
representadas na figura 4.

Gengiva Cemento

Ligamento periodontal Osso alveolar

Figura 4. Imagem ilustrativa da regido periodontal demonstrando a estrutura do periodonto
saudéavel. Fonte: DI LENARDO (2018).
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2.2. Periodontite

A periodontite se caracteriza por uma reacédo inflamatoria em resposta a
presenca de periodontopatdgenos localizados na regido periodontal (REICHERT
et al., 2013) que leva a destruicdo de tecidos de suporte dentario e podendo levar
até mesmo a perda do dente (ELTAS; USLU, 2013). Sua prevaléncia varia
conforme sexo, idade, fatores sociais, higiene oral e ainda hébitos como: a
ingestdo de alcool, tabagismo (GENCO; BORGANAKKE, 2013) e fatores
genéticos do hospedeiro (SILVA et al., 2015; DA SILVA et al., 2017; DA SILVA et
al., 2018).

A doenca € uma das mais importantes na odontologia, apresentando
prevaléncia mundial de 10% a 15% (KASSEBAUM et al., 2014), e somente nos
Estados Unidos acredita-se afetar cerca de 42% de toda populacédo adulta (EKE et
al., 2018). Os dados epidemiolégicos brasileiros apontam para cerca de 86,7%
dos individuos apresentem algum tipo de atividade de doenca periodontal,
refletindo a importancia dos estudos da doenca, colocando a periodontite como
um problema de saude publica (CHAMBRONE; LIMA; CHAMBRONE, 2008;
SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).

Apesar de sua caracteristica multifatorial, a presenca do biofilme
desencadeia uma resposta inflamatéria (AMAYA et al.,, 2013; LIU; LERNER;
TENG, 2010). Localmente, lipopolissacarideos oriundos de periodontopatdogenos
induzem infiltrado inflamat6rio com recrutamento de polimorfonucleares e
macréfagos (ANDIA et al.,, 2013) que liberam fator de necrose tumoral,
interleucinas 1 e 17, prostaglandina E2, entre outras (CARDOSO et al.,, 2009;
CAVALLA et al., 2014; NIBALI et al., 2009; SHAO et al., 2009). As citocinas
liberadas, aléem de modularem a resposta inflamatéria, também atuam sobre a
reabsorgédo 0ssea, sendo importantes mediadores inflamatorios na fisiopatologia
da doenca (Figura 5) (ALl et al., 2011).
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SAUDAVEL PERIODONTITE
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Figura 5. Imagem ilustrativa do periodonto saudavel (lado esquerdo) e com periodontite (lado
direito). Fonte: DI LERNARDO (2018).

Na fisiologia do tecido 6sseo alveolar, também é observada a agéo do
Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANKL), seu receptor, o
Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANK) e de seu antagonista natural, a
osteoprotegerina (OPG) (BUDUNELI; KINANE, 2011), responsavel pela perda
6ssea periodontal (PEREZ-SAYANS et al., 2010).

RANK/RANKL promovem a diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos
maduros multinucleados estimulando a reabsorcédo 6ssea do osso alveolar (MORI,
2013). O RANKL é produzido e secretado por diversos tipos celulares, dentre eles
fibroblastos, linfocitos T e mondécitos (LIU; LERNER; TENG, 2010). Por outro lado,
0o RANKL também sofre acdo da molécula OPG, produzida pelos mesmos tipos
celulares, atuando no bloqueio da osteoclastogénese (HOFBAUER; SHOPPET,
2002). A expressdo de RANKL assim como de OPG, em quadros fisiol6gicos
normais, € mediada por interagdes célula-célula (THEOLEYRE et al., 2004).

Entretanto, moléculas como a IL-1 induzem maior sintese de RANKL por
células da medula 6ssea e consequentemente maior reabsorcéo de tecido 0sseo
(BOYCE; XING, 2008; MORI et al., 2013), além de que a IL-8, quimiotatica para

neutréfilos € também secretada por este tipo celular, induzindo a expresséo de
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TNF-a com recrutamento de linfocitos T, que ao secretarem RANKL atuam como
indutores de reabsorgéo 6ssea (VERDE et al., 2015).

Devido ao processo inflamatério local, inimeros marcadores inflamatorios
estdo envolvidos, dentre eles, a mieloperoxidase (MPO) (KLEBANOFF et al.,
2005). A MPO € uma enzima peroxidase que em humanos € codificada pelo gene
MPO localizado no cromossomo 17 sendo uma das mais abundantes enzimas
expressas em granulos neutrofilicos para realizar sua atividade antimicrobiana
(RUSSELL et al., 2017). O aumento desta enzima esta associado a quadros de
periodontite, e ainda foi capaz de apresentar valores reduzidos apos tratamento
periodontal, sendo entdo, um importante aliado no prognéstico da doenca
(MARCACCINI, et al., 2010).

Além disso, estudos comprovam que a peroxidacao lipidica, avaliada por
um dos seus subprodutos, o malondialdeido (MDA) (DAVEY et al.,, 2005) e
estresse oxidativo, avaliado pelos niveis de glutationa (GSH), encontrada na
maioria das células apresentando importante papel antioxidante (SZAROMA;
DZIUBEK, 2011), séo fatores associados diretamente a destruicdo periodontal, em
gue observam-se concentracfes elevadas de MDA e reducdo do contetudo de
GSH em saliva e liquido crevicular de pacientes com periodontite (TRIVEDI et al.,
2015; MIRICESCU et al., 2014).

Além disso, a periodontite esta associada a efeitos sistémicos como:
diabetes (CHAPPELE et al., 2013), problemas cardiovasculares (TONETTI; VAN
DYKE, 2013) e hepéticos (VASCONCELOS et al., 2017). Acredita-se que existam
duas principais hip6teses para tais associa¢fes. A primeira causada pela entrada
direta de bactérias na corrente sanguinea (OHKI et al., 2012) e a segunda devido
aos metabolitos gerados durante o processo inflamatério (BANSAL et al., 2014).

Ainda, estudos recentes demonstram que a doenca é capaz de provocar
alteracOes sistémicas em ratos, associadas ao aumento de estresse oxidativo no
figado de animais com periodontite (CARVALHO et al., 2017).

2.3 Sistema urinario
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O sistema urinario é formado por dois rins, dois ureteres, uma bexiga e
uretra. A urina € produzida nos rins, passa pelos ureteres até a bexiga sendo
lancada ao exterior pela uretra. Esse sistema contribui para a manutencdo da
homeostase, produzindo a urina, onde sédo eliminados diversos residuos do
metabolismo, agua, eletrélitos e néo eletrélitos produzidos no meio interno
(REVELES et al., 2007).

Essas fungbes se realizam nos tubulos uriniferos por meio de um
processo complexo que envolve filtracdo, absorcdo ativa, absor¢cdo passiva e
secrecdo. Além da funcédo reguladora da composicdo do meio interno, 0s rins
secretam hormdnios como a renina, que participa na regulacdo da presséo
sanguinea e hormonios essenciais que participam junto com outros 0Orgaos
(figado, pele), na ativacdo da vitamina D3, um pré-hormdnio esteroide, no
horménio ativo (REVELES et al., 2007).

2.3.1 Osrins

Estdo localizados no espaco retroperitoneal da parede abdominal
posterior, cada um do lado da coluna vertebral, na altura da 122 vértebra toracica a
terceira vértebra lombar, sendo o rim direito ligeiramente mais inferior, por causa
da posicdo do figado. Cada rim pesa cerca de 150g e mede 10-12cm de
comprimento, 4-6 cm de largura e 2-3cm de espessura, apresentando um formato
de gréo de feijdo, uma borda convexa e outra cbncava, na qual se situa o hilo,
onde entram e saem vas0S sanguineos, entram nervos e saem 0S ureteres
(GARTNER; HIATT, 2007).

As unidades funcionais do rim sdo os néfron, que se caracterizam em
estruturas microscopicas, contendo um corpusculo renal seguido do tubulo
proximal, alca de Henle, tubo distal e ducto coletor (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013). O corpusculo renal é constituido pelo glomérulo, que € envolvido pela
capsula de Bowman, os glomérulos presentes aos milhares em cada rim séo
constituidos por pequenos enovelados de capilares permitindo a passagem do
filtrado.
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Este filtrado se acumula no interior da capsula de Bowman, passando pela
parede dos capilares, a qual retém um grande numero de proteinas, por meio de
um sistema coletor formado pelos segmentos do tubulo contorcido proximal, alga
de Henle, tubulo contorcido distal e ducto coletor. Ao passar por este sistema
diversas substancias sdo reabsorvidas através da parede tubular, e a0 mesmo
tempo, outras séo excretadas para o interior dos mesmos (DELAMARCHE, 2006).

O tubulo contorcido proximal é formado pelo tecido epitelial cibico com
presenca de microvilos ou bordas em escovas, nele ocorre a maior parte de
reabsorcdo de glicose, proteinas e eletrdlitos por transporte ativo através da
parede tubular, retornando ao sangue que circula no interior dos capilares
peritubulares, que se situam externamente aos tubulos (DELAMARCHE, 2006).

Em seguida, o filtrado alcanca a alca de Henle, dividida no ramo
descendente e ascendente. O ramo descendente da alca é permeavel a agua e ao
cloreto de soédio diferente do ramo ascendente, que € impermeavel a esta
molécula. Dessa forma, o filtrado ao fluir por essa alca tem os ions sodio
bombeados para o exterior da algca, carregando o cloreto resultando em um
acumulo de cloreto de sédio no intersticio medular renal (SANATKHANI; SAIDI;
BANAZADEH, 2016).

No segmento do tubulo contorcido distal, ocorre bombeamento de sodio
do interior para o exterior do tubulo por meio da bomba de sodio e potassio, 0
contrario ocorre com o potassio. O transporte de ions sédio do interior para o
exterior do tubulo atrai cloreto que por sua vez, atrai agua. Esse tabulo é formado
pelo tecido epitelial clbico, sendo parecido com o tubulo proximal, contudo uma
das diferencas observada para diferencia-los, € a auséncia dos microvilos
(REVELES et al., 2007).

No ducto coletor, ocorre reabsor¢céo de cloreto de sddio e agua, como no
segmento anterior, da mesma forma a reabsorcdo destes € controlada pelo nivel

de aldosterona e horménio antidiurético (GALVAO et al., 2010).

2.3.2 Bexiga e vias urinarias



27

A urina sai dos rins pelos calices menores e pelos calices maiores, 0s
quais se unem na pelve renal, a parte superior e expandida do ureter. Os ureteres
sao tubos fibromusculares de 4 a 5mm de diametro e 14cm de comprimento que
conduzem a urina através de contracOes peristalticas para a bexiga, onde é
armazenada sendo revestidos pelo epitélio de transicao. A variacdo na forma das
células de globosas ou poliédricas para pavimentosas permite a distensdo do
tecido e assim a acomodag¢do do 6rgdo as mudancas no volume de urina.
(KIERSZENBAUM; TRES, 2016).

A uretra masculina é dividida em: prostatica (3 a 4cm), membranosa (1 a
2cm) e peniana (15cm). A uretra prostatica apresenta epitélio de transicdo; a
uretra membranosa, epitélio pseudoestratificado colunar ou estratificado colunar, e
a uretra peniana (ou esponjosa), epitélio pseudoestratificado colunar, estratificado
colunar e, proximo ao meato uretral, epitélio estratificado pavimentoso. A uretra no
homem é responséavel pela passagem de urina e sémen (LOWE; ANDERSON,
2015).

A uretra feminina, conforme sua proximidade com a bexiga e ao meio
externo, o epitélio pode ser de transicdo, pseudoestratificado colunar, estratificado
colunar ou estratificado pavimentoso, sendo este Ultimo o tecido predominante. Na
porcdo média da uretra, ha um esfincter de musculo estriado esquelético, o
esfincter externo, responsavel pelo controle voluntario da miccdo (JUC;
COLOMBARI; SATO, 2011).

2.4 Doencgas renais

As doengas renais sao definidas por anormalidades estruturais ou
funcionais do rim, com ou sem diminuicdo da TFG, evidenciadas por
histopatologia ou marcadores de lesdo renal, incluindo alteracbes sanguineas e
urinarias, vistas através de exames de imagem (CHEN et al., 2006; CHONCHOL
et al., 2008).

A doenca renal caracteriza-se por uma perda progressiva da funcao dos
néfrons, desde a filtracdo glomerular, equilibrio da volemia, controle da pressao

arterial e dos eletrélitos, até as capacidades enddcrinas renais, desencadeando
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uma série de fenbmenos humorais e celulares, resultando no declinio progressivo
da TFG, podendo resultar até a perda da funcao renal (KOVESDY, 2010).

As doencgas renais afetam cerca de 10% de toda populagdo mundial
(ECKARDT et al., 2013) e que somente nos Estados Unidos, 14,8% da populacéo
norte americana foi diagnosticada com problemas relacionados a este sistema,
levando a custos de 64 bilhdes anuais (SARAN et al., 2017). Ainda, dados
brasileiros apontam para cerca de 499 para cada milhdo de habitante apresente
algum tipo de doenca renal, representando quase 10% dos gastos orcamentarios
da saude (SESSO et al., 2014).

Os fatores de risco incluem idade acima de 60 anos, hipertenséo arterial,
diabete mellitus, obesidade, macroalbumindria, tabagismo, proteina C-reativa
elevada, colesterol total elevado, baixos niveis de HDL, niveis elevados de LDL,
sindrome cardiometabdlica e alteracBes no codigo genético (PENTON et al., 2018;
WEBSTER et al., 2017). Dentre os fatores de risco nao tradicionais que possam
contribuir para doencas renais, estdo incluidos a doenca periodontal (BORAWSKI
et al., 2007; BAYRAKTAR et al., 2009).

2.5 Doencgas renais e periodontite

Através de um estudo de metanalise (KAPELAS et al., 2018) observou-se
que o risco de desenvolver algum tipo de doenca renal crénica seria 60% maior
em pacientes que apresentavam periodontite. Ainda, o indice de mortalidade em
doentes renais era de 70,6%, 41,8% e 24% onde tais individuos apresentavam
periodontite grave, moderada e leve respectivamente (CHEN et al., 2011). Outro
estudo, que apdés tratamento ndo cirlrgico para periodontite, pacientes renais
cronicos tiveram uma melhora significativa na TFG influenciando diretamente em
seu prognostico (ARTESE et al., 2010).

Nos ultimos 10 anos, vérios estudos foram realizados no sentido de
relacionar periodontite e problemas renais (OFFENBACHER et al., 2008;
BAYRAKTAR et al., 2009; THORMAN et al., 2009; UM et al., 2010). No entanto,
além de escassos, contraditorios e com metodologia muito variadas, 0s

mecanismos desta relacdo tém sido explicados por diversos autores, em virtude
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de alteracbes no periodonto provocadas principalmente pela carga inflamatéria
sistémica (OFFENBACHER et al., 2007).

Dentre eles, um dos mecanismos que envolvem esta relagdo, estéo
associadas a presenca de antigenos ou metabdlitos bacterianos como o LPS
(presente na periodontite) que tém efeitos pleiotrépicos via sistema imunologico,
estimulando linfocitos, macréfagos e células natural killer, alterando a homeostase
da defesa do hospedeiro (STASI et al., 2016). Essas células de defesa liberam
guantidades excessivas de ERO'’s, contribuindo para peroxidacao lipidica no rim
(RATLIFF et al., 2016).

Além disso, esse desequilibrio oxidativo ja foi associado a dislipidemia,
situacao ja relatada com forte associacéo a doenca periodontal (GRIFFITHS et al.,
2010; LUO et al., 2016), promovendo o acumulo de goticulas lipidicas na urina e
células tubulares, bem como alteracbes na borda em escova dos tubulos renais
(IZQUIERDO-LAHUERTA et al., 2016). Aléem do mais, um estudo em pacientes
com doenca periodontal grave demonstrou que pacientes renais cronicos estao
mais propensos a sofrer dos efeitos da doenca renal do que pacientes que
apresentam casos mais leves da doenca periodontal, associando o aumento do
contetdo de albumina sérica ao estado periodontal destes pacientes
(AUSAVARUNGNIRUN et al, 2016). Outros marcadores bioquimicos
apresentaram ligacdo a periodontite crbnica, como a reducdo de niveis séricos de
creatinina e aumento de fosfatase alcalina (CAULA et al., 2015).

Outra investigacdo demonstrou que a periodontite causa alteracdo na
funcdo renal tecidual, com tendéncia ao aumento do volume glomerular e
hipertrofia nos rins de ratos pré-diabéticos com periodontite (PONTES
ANDERSEN et al., 2008).

Contudo, os mecanismos envolvidos nesta associacdo ainda nao estao
claros. Embora varios estudos tenham constatado e relatado a associacédo entre
periodontite e doenca renal (PONTES ANDERSEN et al., 2008; SHARMA et al.,
2014; ZHAO et al., 2014; CAULA et al, 2015; GRAUBALLE et al., 2015;
AUSAVARUNGNIRUN et al., 2016), nenhum estudo avaliou a influéncia das
concentracdes de marcadores de estresse oxidativo (GSH) ou peroxidacéo lipidica



30

(MDA) nos tecidos renais, visto que tais marcadores estdo associados a
alteragbes hepaticas em animais com periodontite (CARVALHO et al., 2017) e
apenas um estudo investigou mudancas nos rins causadas por influéncia
sistémica da periodontite através de avaliacao histopatoldgica e histomorfométrica
(PONTES ANDERSON et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos causados pela periodontite induzida por fio de ligadura
sobre niveis bioquimicos de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica nos rins e

mensurar histomorfometricamente o tecido dos animais.

3.2 Objetivos especificos
o Utilizar os dados para confirmar o modelo de periodontite por meio da altura
Ossea alveolar (AOA), mobilidade dentaria (MD), indice de profundidade da bolsa

(IPB), indice de sangramento gengival (ISG);

o Mensurar os niveis de MPO e MDA no tecido gengival dos animais;

o Mensurar o estresse oxidativo do tecido renal por meio de dosagens de
GSH e MDA;

o Dosar as atividades enzimaticas de biomarcadores séricos tais como:

albumina, creatinina, glicose, colesterol total, uréia;

o Dosar 0s niveis enzimaticos de biomarcadores na urina, tais como:
proteinas totais e creatinina;

o Verificar o peso corporal, relativo e absoluto dos rins de cada animal;

o Analisar histopatolégica e histomorfometricamente o tecido renal dos

animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Dados éticos na pesquisa

Este projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
experimentacdo animal da Universidade Federal do Piaui, com protocolo de
namero 061/14 (Anexo A).

4.1.1 Animais
Neste estudo, foram utilizadas 22 ratas (Rattus norvegicus) albinos Wistar,
alimentadas com racao e agua ad libitum e mantidas em ambiente com ciclo de 12

horas claro/escuro, a uma temperatura de 25 + 2 °C (CIRANO et al., 2016).

4.1.2 Anestesia

Os animais foram anestesiados por meio de uma injecdo de 46 mg/kg de
anestésico cloridrato de ketamina (Dopalen, SP, Brasil) e 10 mg/kg de relaxante
muscular cloridrato de Xilazina (Anasedan, SP, Brasil) (MORADI et al., 2014).

4.1.3 Inducéo da periodontite

ApoOs anestesiados, 0s animais foram posicionados em uma mesa
operatoria especifica (Figura 6A), permitindo a visualizacdo da cavidade oral e 0
acesso aos primeiros molares inferiores direito e esquerdo. Em seguida, com o
auxilio de uma agulha cirargica proveniente do fio de nylon (3.0) (Procare®), foi
realizada a luxacao da regido interdental, entre o primeiro e segundo molar. O fio
de nylon foi transposto entre os dois primeiros molares em ambos os lados, onde
dois nos foram utilizados para estabilizar os fios em cada molar inserido como
demonstrado na Figura 6B (ABE; HAJISHENGALLIS, 2013).
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Figura 6. Mesa operatéria utilizada na insercéo do fio de ligadura (A). Cavidade oral apds insergao
do fio de ligadura nos animais (B). Fonte: Proprio autor

4.1.4 Delineamento experimental

Os animais foram entdo divididos em dois grupos contendo 11 animais
dispostos da seguinte forma: grupo controle (sem ligadura) pesando (159,0+0,1 g);
grupo periodontite (com ligadura) pesando (163,7+0,1 g) que foram submetidos ao
modelo de inducdo periodontal e mantidos durante 20 dias (VASCONCELOS et
al.,, 2017). Ap6s o término do periodo experimental, os animais foram
eutanasiados por overdose de anestésico cloridrato de ketamina (Dopalen, SP,
Brasil) 300 mg/kg e cloridrato de Xilazina (Anasedan, SP, Brasil) 30mg/kg (SOUZA
FILHO et al, 2018).

4.2 Parametros clinicos
Para avaliar os parametros clinicos de cada animal, um examinador
realizou de forma cega, a analise da regido dos primeiros molares inferiores em

ambos os lados de cada espécime em busca dos parametros citados abaixo.

4.2.1 Mobilidade dentéaria (MD)
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Com a utilizacdo de uma sonda periodontal, verificou-se a mobilidade dos
primeiros molares inferiores de ambos os lados utilizando a metodologia descrita
por Xu et al.,, (2006), cujos resultados foram divididos em trés parametros

qualitativos: fisiolégica (+), moderada (++) e intensa (+++).

4.2.2 indice de profundidade da bolsa (IPB)

Para a determinagédo da IPB, uma sonda periodontal (ponta de 0,2 mm de
raio) foi utilizada e trés pontos foram avaliados na medicao (mesiovestibular, disto-
vestibular e mediobucal) (LIU et al., 2012).

4.2.3 indice de sangramento gengival (ISG)
A bolsa periodontal do primeiro molar inferior de ambos os lados foi
sondada por dez segundos e classificada de acordo com Liu et al., (2012) nos

escoresde 0, 1, 2, 3, 4 e 5, descritos na tabela 1.

Escore Inflamacéo Alteragao Edema Ulcera Hemorragia
de cor
0 N&o N&o N&o N&o Nao
1 Leve N&o N&o N&o N&o
2 Leve Sim Nao N&o No ponto (leve)

3 Moderada Sim Leve N&o Para fora do
sulco

(moderada)

4 Severa Sim Grave Sim Para fora do
sulco

(moderada)

5 Severa Sim Grave Sim Espontéanea

(severa)

Tabela 1. Avaliacdo clinica da periodontite, com escores de 0 a 5, a tabela mostra as
caracteristicas utilizadas para a determinacéo de cada escore.
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4.3 Analise morfométrica

4.3.1 Altura 6ssea Alveolar (AOA)

AOA foi obtida através da delimitacdo da juncdo esmalte-cemento (JEC),
até a crista 0ssea alveolar, obtidas por coloracdo previa em solucdo aquosa de
azul de metileno 1% (Dinamica®), a imagem da altura do osso alveolar para cada
hemimandibula foi capturada utilizando um estereomicroscépio com ampliacao de
30x. Para a avaliacao das alturas 6sseas alveolares, foi utilizado protocolo descrito
por Vasconcelos et al. (2017). Trés pontos foram medidos a partir da regido
lingual: a) AOA-1, a distancia foi obtida medindo-se a altura a partir da JEC a
crista alveolar, na porcao anterior (mesial) dos primeiros molares inferiores; b)
AOA-2, a distancia foi obtida através da medicdo da altura a partir da JEC a crista
alveolar, na raiz mesial dos primeiros molares inferiores; c) AOA-3, a distancia foi
obtida medindo-se a altura a partir da JEC a crista alveolar, na raiz intermediaria
dos primeiros molares inferiores (Figura 7). Utilizou-se a seguinte férmula para
calcular a soma das trés AOA: AOA = AOA -1/3 + AOA -2/3 + AOA -3/3. Estas
imagens, bem como as imagens da analise histologica, foram avaliadas por

sistema de andlise de imagens (ImageJ v.1.48 Media Cybernetics).

il

Figura 7. Mandibula corada com solucdo aquosa de azul de metileno a 1% (Dindmica®).
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4.4 Urinalise e método de dosagem

As amostras de urina foram obtidas apds posicionamento dos animais em
uma bancada contendo um saco estéril, onde permaneceram com auxilio de um
individuo responsavel pela manipulacdo de cada animal. Assim, esses animais
acabavam realizando suas necessidades fisiologicas neste local, sendo entédo
coletada com o auxilio de um micropipetador e acondicionadas em tubos de
ensaio para posterior analise em espectrofotbmetro (UV-1800 Shimadzu Kyoto,

Japao).

4.5 Coleta sanguinea, separacédo do soro e método de dosagem

As amostras de sangue foram obtidas em quantidade média de 1,5 ml,
através do plexo retro orbital dos animais com o auxilio de micro capilares
sanguineos e dispostas em tubos de vidro. ApGs a coleta, as amostras foram
centrifugadas (Excelsa 1l 206 BL) em velocidade de 3000 rpm durante 10 minutos.
Em seguida o soro foi separado utilizando-se um micropipetador e armazenado
em tubos de ensaio para posterior analise em espectrofotdmetro (UV-1800
Shimadzu Kyoto, Japdo) (PONTES ANDERSEN et al., 2006).

4.5.1 Albumina
Para a obtencao do nivel de albumina sérico, utilizou-se o Kit ALBUMINA
(LABTEST, REF: 19). Sendo manuseadas de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

4.5.2 Creatinina
Para a obtencdo do nivel de Creatinina sérico, utilizou-se o Kit
CREATININA (LABTEST, REF: 35). Sendo manuseada de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

4.5.3 Glicose
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Para a obtencdo do nivel glicose sanguinea, obteve-se antes da eutanasia
dos espécimes por meio de um glicosimetro (Accu-Chek Active, Sdo Paulo, SP,
Brasil).

4.5.4 Colesterol total
Para a obtencéo do nivel de colesterol total, utilizou-se o Kit COLESTEROL
LIQUIFORM (LABTEST, REF: 76). Sendo manuseadas de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

4.5.5 Ureia
Para a obtencdo do nivel de ureia sérico, utilizou-se o Kit UREIA CE
(LABTEST, REF: 27). Sendo manuseada de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

4.5.6 Proteinas totais

Para a obtencdo do nivel de proteinas totais na urina, utilizou-se o Kit
PROTEINAS TOTAIS (LABTEST, REF: 99). Sendo manuseadas de acordo com
as recomendac0des do fabricante.

4.5.7 Creatinina

Para a obtencdo do nivel de Creatinina na urina, utilizou-se o Kit
CREATININA (LABTEST, REF: 35). Sendo manuseada de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

4.6 Colheita e pesagem dos rins

Apos avaliacéo clinica e coleta do sangue via plexo retro orbital, os rins de
cada animal foram retirados, seguidos de uma inspecdo macroscopica para
quaisquer alteracbes perceptiveis. Em seguida as amostras foram pesadas e

acondicionadas em tubos de vidro para dosagens bioguimicas e cassetes
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mantidos em formaldeido 10% tamponado onde permaneceram até

posteriormente passarem por processamento histologico.

4.7 Dosagens bioquimicas nos tecidos

4.7.1 Concentracdo de MDA

O MDA do tecido renal foi obtido pela reacdo do &cido tiobarbutirico, obtido
através da solucdo homogeneizada de 35 mg do tecido com 10% de KCL 15M.
Posteriormente, foi transferido em banho-maria por 45 minutos a 100°C. em
seguida, 2 ml de n-butanol P foi acrescentado a solugédo e centrifugado a 1200
rpm durante 15 minutos a 4°C. As duas leituras foram obtidas através da
fotometria em (A1) a 520 nm e (A2) a 535 nm, onde o resultado final expresso em
nmol/g de tecido (MIHARA; UCHIYAMA,1978).

4.7.2 Concentracdo de GSH

Apos pesagem de 40 mg de tecido renal e transferido a uma solucéo de 5%
acido etilenodiamino tetra-acético 0,02M, 0,320 ml de agua destilada e 800 pl de
tricloroacético a 50%. O homogeneizado passou por uma centrifugacdo de 3000
rpm durante 15 minutos a 4°C. Em seguida, 400 ul do sobrenadante foi transferido
em uma solucdo de 800 ul de tampéo Tris 0,4M a um pH de 8,9 e 0,020ml de
DTNB 0,01M. O resultado final foi obtido com o uso do espectrofotdmetro através
da leitura da absorbancia da solugdo em um comprimento de 420nm. Finalmente
os valores foram expressos em pg de GSH/g de tecido (SEDLAK; LINDSAY,1968).

4.7.3 Niveis de MPO

Atividade da MPO foi avaliada para determinar o infiltrado inflamatorio no
tecido gengival. Onde 40 mg de tecido gengival foi macerado e homogeneizado
em 50 mg/mL de tampdo fosfato contendo 0,5% brometo de
hexadeciltrimetilambnio. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a 3.900
rom durante 6 min a 4 °C. Coletou-se o sobrenadante e a atividade de MPO

avaliada pela determinacdo da variagcdo na absorbancia em equipamento de
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ELISA no comprimento de onda de 450 nm, utilizando o dicloridrato de O-
dionisidina em reagdo com peroxido de hidrogénio a 1%. O resultado foi expresso
em unidades de MPO / mg de tecido. Uma unidade de atividade MPO foi definida
como aquela conversao de 1 umol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 min a
22°C (BRADLEY, 1982; CHAVES et al., 2013).

4.8 Anélise histomorfométrica

As amostras fixadas em formaldeido 10% tamponada foram desidratadas
em concentracbes crescentes de alcool, imersas em xilol, sendo imersos em
parafina. As seccdes de 5 um de espessura foram coradas com azul de toluidina,
bem como hematoxilina e eosina (ambas para avaliacdo histomorfométrica) e
acido periédico de Schiff (PAS), para avaliacdo da borda em escova, com
posterior analise sob um microscépio de luz (NOVA®).

A histomorfometria foi realizada de acordo com Imafidon et al. (2016) por
um examinador de forma cega (LFCF) e previamente calibrado para os seguintes
parametros: circunferéncia do glomérulo e da capsula de Bowman, &area
corpuscular renal (um2), area glomerular, didmetro glomerular e volume
glomerular (VG). O VG foi avaliado de acordo com Gundersen et al. (1988), em
resumo, o VG foi determinado a partir da area média do glomérulo (com aumento
de 400x). As areas entdo foram determinadas previamente através da area meédia
de um total de 240 a 250 perfis glomerulares e o VG calculado da seguinte forma:
A/ c (GV) 3/2, onde A = 1,38, que é a forma idealizada do glomérulo, e c=1,1, a

constante de distribuicdo de tamanho.

4.9 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e/ou mediana.
Para a verificagdo e distribuicdo dos dados, utilizou-se o teste estatistico de
Shapiro-Wilk. As diferengcas entre os grupos controle e periodontite foram

investigados pelo teste U de Mann-Whitney quando a distribuicdo ndo apresentou
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normalidade e teste T para distribuicdo normal. Os valores com p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

5 RESULTADOS

5.1 1ISG, MD, MDA e MPO

O grupo periodontite apresentou papila gengival com alteragédo de cor,
intenso edema e sangramento em comparacao ao grupo controle (Figura 4A e 4B,
representando controle e periodontite, respectivamente). ISG (Figura 4C), MD
(Figura 4D), MDA (Figura 4E) e atividade de MPO (Figura 4F) foram
significativamente maiores no grupo periodontite quando comparado ao grupo
controle (ISG, grupo controle, 0 (0-1), grupo periodontite, 4 (3-5), P <0,05; MD,
grupo controle, 0 (0-1), grupo periodontite, 3 (2-3), P <0,05; concentracdo de MDA,
grupo controle, 32,6 + 4,0, grupo periodontite, 79,2 = 4,3, P <0,05; Atividade de
MPO (grupo controle, 3,4 £ 0,8, periodontite grupo, 51,6 + 8,7, P <0,05), como

demonstrado pela figura 8.
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Figura 8. Aspecto clinico da cavidade oral dos grupos controle (A), periodontite (B) e respectivos
resultados para ISG (C), MD (D), MDA (E) e MPO (F) entre os grupos controle e periodontite.
*p<0,05.
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5.2 Avaliacdo da AOA e IPB

A Figura 9A e 9B ilustram a diferenca entre as alturas 6sseas alveolares
nos animais do grupo controle e periodontite, respectivamente. Houveram
diferencas significativas entre a soma dos trés pontos avaliados na AOA (grupo
controle, 2,0 £ 0,1, grupo periodontite, 5,4 £ 0,3, P <0,05), entre os grupos controle
e periodontite (Figura 9C). Ainda, o grupo periodontite apresentou aumento
significativo para o IPB (Figura 9D) (grupo controle, 0,6 + 0,1 mm; grupo
periodontite, 3,4 £ 0,2 mm; P <0,05).
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Figura 9. Diferencas clinicas entre o osso alveolar nos grupos controle (A) e periodontite (B) e
resultados para Soma AOA total (C) e IPB (D) entre os grupos controle e periodontite. Notar a
presencga do osso alveolar (); setas apontam a perda éssea alveolar. *p<0,05.

5.3 Peso corporal e renal

Os pesos corporais (controle 159,0+0,1 g; periodontite 163,7+0,1 g) e
renais absolutos (controle,1,3+0,2 g; periodontite, 1,5+0,1 g) e relativos
(controle, 0,8+0,1 g; periodontite, 0,9+0,1 g) ndo apresentaram diferencas entre

0s grupos (Tabela 2).
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5.4 Biomarcadores soroldgicos e urina

Para biomarcadores sorolégicos como albumina (controle, 1,9+0,1;
periodontite, 2,0+0,1 g/dL) creatinina (controle, 0,42+0,1; periodontite, 0,56+0,1
g/dL) glicose (controle, 301,3+20,2; periodontite, 272,0+24,7 mg/dL) colesterol
total (controle, 63,0+2,0; periodontite, 98,6+8,4 mg/dL) e ureia (controle,
40,4+4,6; periodontite, 39,8+4,8 U/dL). Para os biomarcadores urinarios como
proteinas totais (controle, 0,1+0,0; periodontite, 0,1+0,0 mg/dL) e creatinina
(controle, 12,5+1,1; periodontite, 15,9+1,9 U/dL). Somente o colesterol total foi
significativamente maior (56,5%) no grupo periodontite em comparagcdo ao grupo
saudavel. Outros biomarcadores como: albumina, creatinina, glicose e uréia nao
apresentaram diferencas significativas. Para os dados urinarios, ndo apontaram
resultados significativos para proteinas totais (proteinuria) e creatinina. Todos

estes dados estdo demonstrados na tabela 2.

Grupo Controle Periodontite
Peso
Corporal (9) 159,0+0,1 163,7+0,1
Rins
Absoluto (g) 1,3+0,2 1,5+0,1
Relativo (%) 0,8+0,1 0,9+0,1
Biomarcadores
sorolégicos
Albumina (g/dL) 1,9+0,1 2,0+0,1
Creatinina (U/dL) 0,42 +0,1 0,56 +0,1
Glicose* (mg/dL) 301,3 +20,2 272,0 + 24,7
Colesterol total (mg/dL) 63,0+2,0 98,6 + 8,4
Ureia (U/dL) 40,4+ 4,6 39,8+4,8
Biomarcadores
urinéarios
Protéinas totais (mg/dL) 0,1+0,0 0,1+0,0
Creatinina (U/dL) 125+11 159+1,9

Tabela 2. Avaliacdo por peso e resultados para dosagens bioquimicas em amostras de soro e
urina. Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. " p<0,05, periodontite versus
grupo controle. # Glicose aleat6ria no sangue.
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5.5 Niveis de GSH e MDA renais

Estresse oxidativo nos rins, avaliado pelas concentragcbes de GSH,
demonstrou que animais com periodontite experimental apresentaram 46,2% de
reducdo no conteudo de GSH renal em comparacéao aos controles (controle, 467,0
+ 44,8 u / g de tecido; periodontite, 256,2 £ 76,4 y / g de tecido, P <0,05) (Figura
10A).

A peroxidacdo lipidica no tecido renal, como demonstrado pelas
concentracbes de MDA, o grupo periodontite apresentou valores
significativamente maiores (controle, 148,5 + 29,8 mmol / g de tecido; periodontite,
395,6 £ 100,4 mmol / g de tecido, P <0,05) em comparacdo com o0 grupo controle
(Figura 10B), correspondendo a um aumento de 266% na peroxidacéo lipidica nos

rins dos animais com a doenca.
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Figura 10. Representacdo dos resultados para concentracdo de GSH (A) e MDA (B) no tecido
renal. *p<0,05.

5.6 Avaliacéo histolégica e histomorfométrica do tecido renal

N&ao houveram alteracdes histologica significativas nos rins do grupo
controle (Figura 11A, 11C). Em contraste, os rins avaliados no grupo periodontite,
observou-se alterag6es morfolégicas em determinadas regiées como: cortex renal,
presenca de congestionamento peritubular e glomerular, alargamento do espaco
capsular de Bowman, leve degeneracao tubular e esfoliagdo do revestimento de

células epiteliais tubulares proximais (Figura 11B, 11D).
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Nas laminas coradas com PAS, uma forte reacao foi visualizada na borda
em escova e membrana basal dos tdbulos renais na camada parietal da capsula
de Bowman em animais controle (Figura 11E). Por outro lado, o grupo periodontite
demonstrou uma fraca reacdo para PAS na borda em escova e membrana basal
dos tubulos renais (Figura 11F), alteracdes de borda em escova revelaram perda

completa ou parcial nesta regidao em animais com periodontite (Figura 11F).

Figura 11. Corte histolégico dos rins dos animais, sendo observado grupo controle na coluna da
esquerda e grupo periodontite na coluna da direita. (A) morfologia renal grupo do controle com
glomérulo (G), tdbulos renais, espago capsular de Bowman (*) (HE). (B) Aumento do tamanho do
corpusculo renal, espaco capsular de Bowman (*), circunferéncia e didmetro da capsula de
Bowman (ponta da seta), glomérulo (G) e congestdo peritubular sédo representados pela letra C
(HE). Representacéo histolégica do grupo controle corado com azul de toluidina (C) e grupo
periodontite com alteragdes histoldgicas com aumento da circunferéncia e diametro da capsula de
Bowman (ponta da seta) e do glomérulo (G), corados com azul de toluidina. Corte histolégico do
grupo controle com forte reacéo positiva para PAS na borda em escova dos tlbulos renais (seta),
observado no zoom no retangulo (E) e grupo periodontite com fraca reacdo PAS na borda em
escova dos tubulos renais (seta), demonstrando ruptura desta estrutura, zoom no retangulo (F).
Acido periddico Schiff (PAS); hematoxilina e eosina (HE); Todas as imagens estdo em ampliagéo
original de 600X.
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Em relacdo a histomorfometria renal, foram observadas diferencas
significativas em todos os parametros avaliados, como visto na Figura 12. A
circunferéncia média da capsula de Bowman do grupo periodontite foi 26,7%
maior quando comparado ao grupo controle (grupo controle, 399,6 = 13,4 um,
grupo periodontite, 506,5 + 24,1 ym, P <0,05, Figura 12A). A area corpuscular
renal do grupo experimental demonstrou valores significativamente maiores
(26,1%) que o grupo controle (grupo controle, 970,6 + 32,5 um2, grupo
periodontite, 1.224,0 + 58,3 um2, P <0,05, Figura 12B), espaco capsular de
Bowman, 64,9% (grupo controle, 32,2 + 1,4 ym, grupo periodontite, 53,1 £ 2,0 ym,
P <0,05, Figura 12C, circunferéncia glomerular, 18,4% (grupo controle, 362,1 *
17,5 uym, grupo periodontite, 428,4 + 3,5 ym, P <0,05, Figura 12D), diametro
glomerular, 18,3% (grupo controle, 97,9 + 4,7 ym, grupo periodontite, 115,9 £ 0,9
pum, P <0,05, figura 12E) e volume glomerular, 22,2% (grupo controle, 0,9 + 0,1 10-
6um3, grupo periodontite, 1,1 + 0,1 10%um3, P <0,05, Figura 12F).
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Figura 12. Histomorfometria renal para parametros como circunferéncia da capsula de Bowman
(A), area corpuscular renal (B), espaco capsular de Bowman (C), circunferéncia glomerular (D),
didmetro glomerular (E) e volume glomerular (F). *p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo na literatura demonstrando o desenvolvimento de
alteracdes histologicas no tecido renal associadas ao aumento do estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica em animais com periodontite. Observou-se
reducao significativa das concentracdes de GSH e aumento de MDA nos rins do
grupo periodontite em comparacdo ao grupo controle saudavel, embora nossos
dados nado tenham demonstrado alteragdes significativas nos biomarcadores de
funcao renal.

Algumas alteragbes foram encontradas no tecido renal onde mudancgas
estruturais nos corpusculos renais foram confirmadas por alteragbes na
histomorfometria e aumento significativo em todas estruturas avaliadas (variando
de 18,3% a 64,9%), como visto em: circunferéncia da capsula de Bowman, area
corpuscular renal, espaco capsular de Bowman, circunferéncia capsular de
Bowman, diametro e volume glomerular. Corroborando os achados de Pontes
Andersen et al. (2008) que evidenciou uma tendéncia ao aumento do volume
glomerular em ratos pré-diabéticos com periodontite (P>0,05), contudo nossos
dados trouxeram resultados significativos.

Este fato pode ser explicado pelo reduzido nimero amostral de animais
utilizados por esse estudo, que ndo permitiu detectar mudancas sutis no tecido
renal. Ainda, outra razdo para explicar a falta da associacdo significativa entre a
periodontite e alteracdes histolégicas (como volume glomerular) é a diferenca na
fisiologia renal entre machos e fémeas (DUAN et al., 2016).

Uma investigacdo em camundongos demonstrou que o dimorfismo sexual
estaria diretamente relacionado a periodontite, onde fémeas desenvolviam a
doenca em uma taxa de progressao mais elevada do que os machos (DUAN et al.,
2016). Ainda, este dimorfismo € de origem morfologica, tendo os machos
estruturas glomerulares maiores para filtrar elevadas quantidades de proteinas
gue as fémeas. Assim as ratas demonstram maior suscetibilidade a danos renais
(IMAFIDON et al. 2016). Devido a este fato, realizamos nossos experimentos em

fémeas.
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Outro objetivo do nosso estudo foi usar varios parametros
histomorfométricos (GUNDERSEN et al.,, 1988; IMAFIDON et al.,, 2016) e
histoldgicos, como a coloracao por PAS, para confirmar as alteracdes nos tecidos
renais. A analise histologica nos rins é usada para detectar quaisquer alteracdes
(SADEK et al., 2013) e nossos resultados demonstraram que o desenvolvimento e
a progressdo de periodontite causaram alteracbes histolégicas e
histomorfométricas no tecido renal.

Diante da avaliacdo histolégica, o grupo periodontite apresentou rins com
alteracdes morfologicas no cortex renal em regides peritubulares e glomerulares
observadas pela presenca de congestao e esfoliagdo do revestimento das células
epiteliais tubulares proximais. Isto foi principalmente em relagcéo aos tubulos renais
guando visualizados com coloracdo de PAS, que revelou ruptura da borda em
escova ho grupo periodontite com perda completa ou parcial na maioria dos
tubulos renais observados.

Um achado ainda mais interessante é o fato de que, apesar dessas
alteracdes histologicas, ndo foram capazes de causar alteracfes significativas no
peso corporal e renal. Da mesma forma, os biomarcadores sorolégicos néo
apresentaram diferencas significativas para albumina, creatinina, glicose, uréia
entre 0s grupos. Estes resultados corroboram com estudos anteriores em animais
com periodontite (VASCONCELOS et al., 2017; CARVALHO et al., 2017).

Para os biomarcadores urinarios, os dados ndo apresentaram diferencas
significativas para proteinas totais e creatinina, corroborando com Han et al.
(2013) que avaliou tais parametros em adultos coreanos com periodontite. Estes
achados devem ser avaliados com cuidado, visto que a periodontite pode causar
alteracdes no figado (TOMOFUJI et al.,, 2011) e este é o principal 6rgao
responsavel pela producéo de proteinas no sangue (LEBENSZTEJN et al., 2016).

O unico biomarcador sorolégico, com diferengca significativa, foi o
colesterol total, com um aumento de 56,5% no grupo periodontite. Essa
descoberta esta de acordo com varios outros estudos encontrados na literatura
cientifica (GRIFFITHS; BARBOUR 2010; LUO et al., 2016). Embora as patogenias

das alteracOes renais sejam complexas, niveis alterados de colesterol no soro
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estdo associados a indutores criticos de dano renal (JOLES et al., 2000; MUREA
et al., 2010) e a periodontite causou essa alteracdo, conforme nossos dados. Além
do mais, tem sido comprovado haver reversibilidade no colesterol total apés
remocao da ligadura em animais com a doenca periodontal (CARVALHO et al.,
2017).

As mudancas no perfil lipidico séo influenciadas pela peroxidacao lipidica
(LUO et al., 2016), isso foi demonstrado em nosso estudo pelas concentracdes de
MDA nos tecidos renais. Uma associacao foi previamente relatada entre MDA
hepatico e periodontite em ratas (TOMOFUJI et al., 2008), que foi reversivel apos
remocéao da ligadura (CARVALHO et al., 2017). Desta forma, encontrou-se niveis
elevados de MDA renal no grupo periodontite, sendo relatado pela primeira vez na
literatura cientifica. Tais resultados sdo comuns em casos de tecidos que
apresentam alterac6es morfoldgicas (NASR; SALEH, 2014).

A peroxidacdo lipidica produzida pela inflamacédo periodontal, difunde-se
via corrente sanguinea (SOBANIEC; SOBANIEC-LOTOWSKA, 2000; NGUYEN et
al., 2016) causando danos em varios 6rgaos, como coracao, figado, cérebro e rins
(TOMOFUJI et al., 2011). Nossos dados corroboram esses achados para tecidos
renais. Além do aumento dos niveis de MDA renal, observamos reducao
significativa de 46,2% no contetado de GSH nos rins de animais com periodontite.
Achado semelhante foi observado em pacientes com a doenca (PANJAMURTHY,
2005).

Outros estudos demonstraram que o0 tratamento periodontal aumenta o0s
niveis de GSH no fluido crevicular, saliva e periodonto (TONGUC et al., 2011;
HENDEK et al., 2015; PALWANKAR et al.,, 2015). A ligacdo entre estresse
oxidativo e inflamacdo tecidual é mais estudada do que a relacdo entre
periodontite e niveis de marcadores de estresse oxidativo em outros Orgaos,
demonstrando possiveis danos sistémicos da periodontite visto que, para essa
avaliacdo, o modelo animal pode ser amplamente empregado. Diante disso,
nossos resultados mostram pela primeira vez que a periodontite pode reduzir os

niveis renais de GSH.
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E importante destacar que a periodontite experimental difere da humana.
Na periodontite experimental, a inflamagdo é réapida no inicio e altamente
destrutiva para os tecidos, evidenciada por perda éssea significativa em 20 dias
(DA SILVA et al., 2018.) ou menos (LEITAO et al., 2005). Portanto, é realmente
um modelo de inflamacédo oral aguda significativa e seria de se esperar que
houvesse efeitos a cargo da inflamacéo e presenca do fio de ligadura durante o
periodo experimental (TOMOFUJI et al, 2008). Assim, a interacdo entre
periodontite e alteracbes no tecido renal devem ser vistas com cautela em
modelos de periodontite induzida por fio de ligadura.

Para melhor esclarecer esta relacdo, possiveis estudos podem ser
realizados como a utlizacdo de cargas de LPS para induzir o modelo de
periodontite sem a utilizacdo da ligadura, evitando assim, o viés inflamatoério
exacerbado causado pelo estresse dos dentes ligados durante o periodo
experimental ou até mesmo avaliar as estruturas renais apés a remocao da

ligadura nestes animais.
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7 CONCLUSAO

A periodontite induzida por ligadura causou alteracdes histologicas e
histomorfométricas nos tecidos renais evidenciadas pelo aumento de estruturas
como: circunferéncia da capsula de Bowman, area corpuscular renal, espaco
capsular de Bowman, circunferéncia capsular de Bowman, diametro glomerular,
volume glomerular e ruptura da borda em escova nos tubulos renais de animais
com periodontite, podendo estar associadas ao aumento do estresse oxidativo no
tecido renal obervado pelo aumento das concentracfes de MDA e reducéao de
GHS no grupos com a doencga periodontal. No entanto, tais alteracées nao foram

suficientes para causar diferencas nos marcadores de funcao renal.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Objective: The aim of this study was to mvestigabe whether sxperimental periodonts-
s cause changes to the renal tissues and imbalance in caddative stress in kidneys.
Methods: Twenty-twao female Wistar rats were separated into bwo groups: control
and periodontitis. We assessed the following parameters: gingival blesding index
GBI}, tooth mobility, gum malondisldebyde PDA), mysloperoxidese (MPO) activity,
probing pocket depth (PPD), abweolar bone loss (ABL) for periodontal tiesues: histo-
marphometric measures associxted with renal corpusce and histopathological aspects
{evaluation of brush border) for kidneys; a5 also blood and wine biomarkers. Fanally,
we evaluated renal oxidative stress throogh  glutathsone (GSH) and MDA
respectively.

Results: With regard to renal histomonphamestry, significant differences were observed
in all parameters xss=szed. In relation periodic add Schiff [PAS] staining, disruption
was observed of brush border in the periodontitis group in the renal tubules in
comparison with the comtrol group. The perodontitis group presented significanthy
higher MDA and lower GSH concentrations in the kidneys compared with animals
without periodontits.

‘Conclusion: The induced periodonditis caused histomorphometric changes in renal tis-
ses an well a5 disruption of the brush border in renal tubules, alterations associated
with increase in oxidative stress in kidneys. However, these alterations were not suf-
ficient to cause differences in the renal function markers.
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Pefndontitis is 3 destrecthe disease thal foes damage b the peri-
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