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CARDOSO, CBM. Influéncia da insuficiéncia renal aguda na severidade da
periodontite apical, 2019. Dissertagcdo (Mestre em Endodontia) — Faculdade
de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
20109.

RESUMO

Objetivo: Este trabalho teve como obijetivo verificar a influéncia da Insuficiéncia
Renal Aguda (IRA) na severidade da periodontite apical (PA) em Ratos Wistar.
Métodos: Foram utilizados sessenta e quatro ratos divididos em 4 grupos e 2
periodos de analise (n=8): Controle (C), IRA, PA e IRA+PA. A IRA foi induzida
por meio de uma aplicacdo diaria de Gentamicina (100 mg/Kg/dia) durante 8
dias, via intraperitoneal. A PA foi induzida pela exposicao pulpar dos primeiros
e segundos molares superiores e inferiores do lado direito. Apds 15 e 30 dias
da inducdo da PA, os animais foram anestesiados, a urina foi coletada para a
urindlise e sedimentoscopia, € o sangue foi coletado para analise do
hemograma, creatinina, proteina sérica e ureia. Em seguida, os animais foram
eutanasiados, os rins coletados para analise histolégica e as mandibulas e
maxilas removidas e processadas para analise histomorfométrica e
imunohistoquimica para IL-6, IL-17, IL-23 e TNF-a. Resultados: Para urinalise,
a quantidade de proteinas foi maior nos grupos PA, IRA e IRA+PA guando
comparados ao controle, em ambos os periodos experimentais (p<0,05). Na
sedimentoscopia, foram encontrados cilindros granulosos, fosfato amorfo e
carbonato de calcio nos grupos IRA e IRA+PA. No hemograma, o numero de
hemacias, hemoglobina e volume globular foram menores nos grupos IRA e
IRA+PA em 15 e 30 dias comparados aos grupos C e PA (p<0,05); ja o volume
corpuscular médio foi menor no grupo IRA+PA no periodo de 15 dias,
comparado aos demais grupos (p<0.05). Com relacdo ao leucograma, o
namero de leucdcitos apresentou-se maior nos grupos IRA e IRA+PA no
primeiro periodo experimental com diferengcas estatisticas significantes
(p<0,05), ja no segundo periodo experimental os grupos PA, IRA e IRA+PA nao
apresentaram diferencas estatisticas significantes entre si (p>0,05). Na anélise

dos parametros bioquimicos do soro, 0s niveis de ureia e creatinina foram



maiores nos grupos IRA e IRA+PA (p<0,05), comparados aos outros grupos
experimentais em ambos os periodos. JA o0s niveis de proteina, se
apresentaram reduzidos nos grupos PA, IRA e IRA+PA, entretanto, sem
diferencas estatisticas (p>0.05). Os rins foram analisados histologicamente e
foi comprovada a lesédo renal em todos os animais induzidos. Com relagdo ao
infiltrado inflamatorio, no primeiro periodo experimental o grupo PA apresentou
quatro espécimes com infiltrado discreto e quatro espécimes com infiltrado
moderado, enquanto o grupo IRA+PA apresentou infiltrado discreto em todos
0S espécimes; ja no segundo periodo experimental, o grupo PA apresentou
infiltrado inflamatério mais intenso quando comparado ao grupo IRA+PA,
apresentando, desta forma, em ambos os periodos experimentais, diferenca
estatistica significante entre os grupos (p<0.05). Na anadlise histométrica, o
grupo PA apresentou maior perda 0ssea aos 15 dias quando comparado ao
grupo IRA+PA (p<0,05). No segundo periodo experimental, ambos 0s grupos
com PA ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si (p>0,05), embora a
reabsorcdo oOssea do grupo PA tenha sido maior. Na analise
imunohistoquimica, TNF-a apresentou padrdo de imunomarcacéo variando de
alto a extremamente alto no grupo PA e predominantemente baixo a moderado
em IRA+PA em ambos os periodos experimentais (p<0,05). Ja IL-23
apresentou padrdo de imunomarcagdo extremamente alto de forma
predominante no grupo PA e padrdo alto no grupo IRA+PA aos 15 dias
(p<0,05). Para IL-6 e IL-17 ndo houve diferencas estatisticas entre 0s grupos
PA e IRA+PA em ambos os periodos experimentais (p>0,05). Conclusao: A
partir dos resultados obtidos, foi observado que a associacdo da periodontite
apical com a insuficiéncia renal aguda leva a alteracdes nos parametros
sanguineos do hemograma, parametros bioquimicos do soro, no perfil
inflamatorio, na perda é6ssea e no padrdo de imunomarcacdo da lesdo

periapical.

Palavras-chave: Periodontite apical. Lesdo renal aguda. Inflamacéo.

Desordens sistémicas.



CARDOSO, CBM. Influence of acute renal failure on the severity of apical
periodontitis, 2019. Dissertagdo (Mestre em Endodontia) — Faculdade de

Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

Objective: This study aimed to verify the influence of Acute Renal Failure
(ARF) on the severity of apical periodontitis (AP) in Wistar rats. Methods: Sixty-
four rats divided into 4 groups and 2 periods of analysis (n = 8) were used:
Control (C), ARF, AP and ARF+AP. IRA was induced by daily application of
Gentamicin (100 mg/kg/day) for 8 days,intraperitoneal route. AP was induced
by the pulp exposure of the upper and lower right and first and second molars.
After 15 and 30 days of AP induction, the animals were anesthetized, the urine
was collected for urinalysis and sedimentation, and the blood was collected for
hemogram, creatinine, serum protein and urea analysis. Afterwards, the
animals were euthanized, the kidneys collected for histological analysis and the
jaws and jaws removed and processed for histomorphometric and
immunohistochemical analysis for IL-6, IL-17, IL-23 and TNF-a. Results: For
urinalysis, the amount of protein was higher in the AP, ARF and ARF+AP
groups when compared to the control, in both experimental periods (p <0.05). In
the sedimentation, granular cylinders, amorphous phosphate and calcium
carbonate were found in the ARF and ARF+AP groups. In the hemogram, the
number of red blood cells, hemoglobin and globular volume were lower in the
ARF and ARF+AP groups at 15 and 30 days compared to the C and AP groups
(p <0.05); mean corpuscular volume was lower in the ARF+AP group in the 15-
day period, compared to the other groups (p <0.05). Regarding the leukogram,
the number of leukocytes was higher in the ARF and ARF+AP groups in the first
experimental period with significant statistical differences (p <0.05), in the
second experimental period, the groups PA, IRA and ARF+AP did not present
significant statistical differences among themselves (p> 0.05). In the analysis of
serum biochemical parameters, urea and creatinine levels were higher in the
ARF and ARF+AP groups (p <0.05), compared to the other experimental
groups in both periods. Protein levels were reduced in the AP, ARF and

ARF+AP groups, however, without statistical differences (p> 0.05). The kidneys



were histologically analyzed and renal damage was demonstrated in all induced
animals. Regarding the inflammatory infiltrate, in the first experimental period
the AP group presented four specimens with discrete infiltrate and four
specimens with moderate infiltration, while the ARF+AP group showed discrete
infiltrate in all the specimens; in the second experimental period, the AP group
presented a more intense inflammatory infiltrate when compared to the
ARF+AP group, thus presenting a statistically significant difference between the
groups in both experimental periods (p <0.05). In the histometric analysis, the
AP group presented greater bone loss at 15 days when compared to the
ARF+AP group (p <0.05). In the second experimental period, both groups with
AP did not present statistical differences (p> 0.05), although the bone resorption
of the AP group was higher. In the immunohistochemical analysis, TNF-a
presented immunostaining pattern ranging from high to extremely high in the AP
group and predominantly low to moderate in ARF + AP in both experimental
periods (p <0.05). Already IL-23 presented an extremely high immunostaining
pattern predominantly in the AP group and high in the ARF+AP group at 15
days (p <0.05). For IL-6 and IL-17, there were no statistical differences between
the AP and ARF+AP groups in both experimental periods (p> 0.05).
Conclusion: It was observed that the association of apical periodontitis with
acute renal failure leads to alterations in the blood parameters of the
hemogram, serum biochemical parameters, inflammatory, bone loss and the

pattern of periapical lesion immunostaining.

Key-words: Apical periodontitis. Acute kidney injury. Inflammation. Systemic

disorders.
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1- INTRODUCAO

Os rins sdo Orgdos complexos, essencialmente reguladores, que
exercem uma variedade de func¢des primordiais para a homeostasia organica.
A maioria destas fung¢des envolve uma combinacdo de excrecdo e reabsorcéo
de substancias, produzindo um balanco de entrada e saida. E responsabilidade
da funcao renal regular o equilibrio hidrico e eletrolitico, controlar a pressao
sanguinea, a producdo de glébulos vermelhos, a produgédo da vitamina D,
excretar metabolitos, secretar substéncias bioativas como hormoénios, e
promover a manutencdo do equilibrio acidobasico (Eatoon & Pooler 2006,
Berne & Levi 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Nefrologia, aproximadamente 13
milhdes de brasileiros apresentam algum grau de problema renal, sendo que
95 mil estdo em estagio grave dependendo de hemodialise ou na fila do
transplante. Além disso, o numero de casos vem aumentando 10% ao ano. Os
principais grupos de risco sdo pacientes com histérico de doenga renal na
familia, idosos, obesos, diabéticos e hipertensos (Sociedade Brasileira de
Nefrologia, 2019).

A insuficiéncia renal pode ser subdividida em aguda e crénica. A
insuficiéncia renal aguda (IRA) é caracterizada pela perda subita da
capacidade de seus rins filtrarem residuos, sais e liquidos do sangue. Quando
isso ocorre, os residuos podem chegar a niveis perigosos e afetar a
composicdo quimica do sangue, perdendo seu equilibrio (Sociedade Brasileira
de Nefrologia, 2019). A IRA é uma complicacdo que ocorre em cerca de 5%
das hospitalizaces e até 30% das internacbes em UTI, e a Necrose Tubular
Aguda (NTA) é responsavel por mais de 50% da IRA em pacientes
hospitalizados e mais de 76% dos pacientes em UTI (Nunes et al. 2010),

possuindo taxas de mortalidade entre 15 e 60% (Kellum 2008).

Uma das formas de se desenvolver a IRA é a exposi¢cdo a um agente
nefrotéxico. A IRA nefrotoxica corresponde a 30% dos casos de lesdo renal,
sendo a nefrotoxicidade um efeito indesejavel de diversos farmacos de uso

rotineiro (Hosohata 2016). As drogas que causam toxicidade tubular alteram a
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funcdo mitocondrial, interferindo no transporte tubular, aumentando estresse
oxidativo e a formacédo de radicais livres (Zager 1997, Markowitz et al. 2005).
Dentre as drogas associadas a este mecanismo patogénico da leséo, estao os
aminoglicosideos, anfotericina B, quinolonas, rifampicina, adefovir, cidofovir,
tenofovir, cisplatina, constrastes radiologicos, dentre outras (Cynthia 2008).
Assim, é possivel afirmar que a utilizagdo de antibidticos nefrotoxicos, sozinhos
ou em combinagdo com outros farmacos sdo as causas principais da IRA
(Mehta et al. 2004, Pannu & Nadim 2008).

Aminoglicosideos s&@o antimicrobianos usados principalmente no
tratamento de pacientes com infeccbes graves causadas por bactérias gram-
negativas aerébias, porém com alto poder nefrotoxico (Appel 1977). Os
principais representantes deste grupo sao gentamicina, amicacina,
estreptomicina e tobramicina. A nefrotoxicidade induzida por gentamicina esta
relacionada com a dose e a duragdo do tratamento e caracteriza-se por
necrose tubular (Rodriguez-Barbero et al. 1992), decréscimos acentuados na
taxa de filtracdo glomerular (TFG), no coeficiente de ultrafiltracdo (KF) e no
fluxo de plasma glomerular (Schor et al. 1981). Ressalta-se que o uso na rotina
terapéutica de gentamicina (80 mg/kg) por mais de sete dias, tem sido uma
causa comum de nefrotoxicidade em aproximadamente 30% dos pacientes
(Derakhshanfar et al. 2007). Assim, devido a alta nefrotoxicidade, a
gentamicina tem sido a droga de escolha para a inducdo da IRA em modelos
animais (Farombi & Ekor 2006, Tavafi & Ahmadvand 2011, Aygun et al. 2012,
Zager 2007, Yarijani et al. 2016, Valipour et al. 2016).

Dentre outros achados laboratoriais que auxiliam na caracterizacdo da
disfuncédo renal, podemos citar a proteindria, por exemplo, 0 excesso de
albumina, que é detectada na urina por quantificacdo e/ou por fita reagente de
imersédo (Greco et al. 1985). Assim, torna-se pertinente observar as fungcdes
renais por meio da urindlise, exame simples que consiste na combinacdo do
método observacional sobre a quantidade de urina obtida, coloragéo e grau de
turbidez, juntamente com a utilizacdo de fitas reagentes de imersdo onde é
possivel detectar a presenca de proteina. Além disso, a sedimentoscopia para
avaliar a presenca de sedimentos urinarios caracteristicos de lesdo renal

também consiste em uma avaliagdo importante.
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O hemograma é um exame basico de rotina utilizado para verificacdo
inicial de possiveis alteracdes sistémicas, pois permite a avaliagdo da série
vermelha e branca, além das plaquetas, tanto quantitativamente quanto
qualitativamente (Odagiri et al. 2011). A analise por hemograma é comumente
utilizada em modelo animal, por possibilitar a padronizacdo dos espécimes e
ser representativa para a correlagcdo com estudos em humanos (Azeez et al.
2010, Lopez et al. 2011). Além disso, a partir do hemograma € possivel
quantificar alguns biomarcadores presentes na IRA, especialmente os que
estdo relacionados com a série vermelha, como o numero de hemacias (He),
hemoglobina (Hb), o volume globular (VG) e o volume corpuscular médio
(VCM).

O método rotineiro usado para avaliar a funcdo renal € a mensuracéo da
concentracdo plasmatica de substancias excretadas pelos rins, tais como a
ureia e creatinina (Santin et al. 2006). Estas substancias sado excretadas pelos
rins através de filtracdo glomerular e sua concentracdo plasmatica depende da
filtracdo glomerular. A creatinina € resultante do metabolismo da creatina,
encontrada nos masculos, cuja conversdo ocorre 24 horas ao dia e €
livremente filtrada. Alteracdes significativas nos niveis séricos de creatinina
podem indicar disfuncao renal (Spanaus et al. 2010) e, o seu aumento, torna-se
significativo quando existe perda de mais de 50% da funcao dos rins (Harita et
al. 2009, loannidou & Swede 2011).

A ureia @ um produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas,
formada principalmente no figado, sendo filtrada pelos rins e também pode ser
considerado um biomarcador. Quando a concentracdo plasméatica de ureia
encontra-se elevada, a disfuncdo renal esta presente. Alteracdo nos niveis
deste marcador ja foi relacionada com o uso da gentamicina (Adeneye et al.
2008, Shirwaikar et al. 2004). Também julgamos importante avaliar os niveis de
proteinas séricas no sangue, pois € um indicativo de lesdo glomerular ou
tubular (Banday et al. 2008). Estes niveis, quando elevados, sdo causados pelo
agravamento da lesdo renal causada pela gentamicina (Papanikolaou et
al.1992, Banday et al. 2008). Deste modo, a presenca de proteinas séricas de

forma exacerbada no soro sugere a presenca da IRA.
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Para a confirmacao local das lesbes renais e comprovacdo do método
de inducéo da IRA, torna-se indicado realizar a analise histologica dos rins,
analisando a presenca ou ndo de dilatagcdo tubular, necrose de células

epiteliais e células com nucleo picnaéticos.

A infeccdo endoddntica causa o desenvolvimento da periodontite apical
(PA) (Colic et al. 2010) que é caracterizada, histologicamente, por um tecido
granulomatoso infiltrado por diferentes tipos de células inflamatérias (Lukic et
al. 2008). Radiograficamente é possivel identificar a periodontite apical por
meio da observacdo de area radiollcida junto ao peridpice de dentes
portadores da infeccdo endodontica. Estas areas sdo comumente chamadas de
lesdes periapicais e sdo formadas devido a resposta do hospedeiro ao estimulo
antigénico proveniente dos canais radiculares infectados (Xiong et al. 2009). A
resposta do hospedeiro envolve o recrutamento de diferentes células
inflamatérias e a participagdo de uma extensa rede de mecanismos
imunoldgicos, incluindo a producédo de citocinas (Xiong et al. 2009, Colic et al.
2010). Algumas destas citocinas sao sintetizadas em resposta a presenca de
bactérias e seus produtos, os quais induzem e mantém a resposta inflamatoria
(Xiong et al. 2009, Colic et al. 2010), promovendo a degradagdo da matriz
extracelular e posteriormente a reabsorcdo Ossea (Nair 2004, Graves et al.
2011). Empregando modelo animal padronizado, foi observado que a infeccéo
endodontica, quando associada com a diabetes e a doenca periodontal, pode
aumentar os niveis de triglicérides (Cintra et al. 2013a), creatinina (Cintra et al.
2013b), hemoglobina glicada (Cintra et al. 2014c), mediadores pro-inflamatorios
como a IL-17 (Cintra et al. 2014a), além de alterar alguns parametros do
hemograma, destacando-se a série branca (Cintra et al. 2014b), bem como &
capaz de alterar o sinal insulinico do sangue e do tecido muscular (Astolphi et
al. 2015, Astolphi et al. 2013).

Estudos realizados mostraram que a presenca de quatro dentes com
infecc@o endododntica foi capaz de aumentar os niveis de triglicérides (Azuma et
al. 2018), células inflamatérias (Azuma et al. 2017), e mediadores pro-
inflamatorios, como IL-17, IL-6, TNF-a, IL-23 e O&xido nitrico no tecido
hematolégico de ratos (Cintra et al. 2016b), o que sugere que a presenca de

multiplos focos da infeccdo endodbdntica exercem uma influéncia mais
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significativa e podem comprometer a homeostase de um individuo. A
interleucina 6 (IL-6), a interleucina 17 (IL-17), a interleucina 23 (IL-23), e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), tém sido associadas com a patogénese da
infeccdo endodontica (Marcal et al. 2010, Teixeira-Salum et al. 2010, Azuma et
al. 2013, Cintra et al. 2016b). Entretanto, ndo existem estudos que relacionem
a presenca dessas citocinas em ratos com infec¢cdo endododntica e portadores
de IRA, para fornecer um melhor entendimento desta possivel relacdo
bidirecional.

A IL-6 é uma citocina pleomorfica que estd presente em processos
fisiologicos e patolégicos, como a resposta ao trauma, a infeccdo e ao
desenvolvimento e progressédo da inflamagéo (Nibali et al. 2012). Em uma
ampla revisdo sistematica, foi evidenciado que a presenca de IL-6 esta
relacionada com a patogénese de lesdes periapicais (Azuma et al. 2013) e,
ainda, verificou sua presenca em ratos com uma ou multiplas lesdes periapicais
(Cintra et al. 2016b). Por outro lado, ndo h& na literatura informacgfes e
trabalhos que relacionem a IL-6 presente nos tecidos periapicais em funcdo da
presenca da IRA.

Outra citocina pro-inflamatéria, alvo de intensas pesquisas, € a IL-17,
que é secretada principalmente por células T, denominadas Th 17 (Gafen
2011) e apresenta-se ativa em respostas inflamatérias, auto-imunes e
antimicrobianas a patdgenos em uma variedade de doencas infecciosas
(Schenkein et al. 2010). Em estudo anterior, foi observada a influéncia da
infeccdo endodoOntica e da doenca periodontal em funcdo da diabetes na
quantificacdo da IL-17 e sua correlacdo com o numero de neutréfilos (Cintra et
al. 2014b). Além disso, a presenca desta citocina também esta relacionada em
funcdo do numero de dentes acometidos pela infeccdo endoddntica (Cintra et
al. 2016b).

A IL-23 é uma citocina pro-inflamatoria necessaria para a diferenciacéo
das células Th17 e consequente producao de IL-17 (Aggarwal et al. 2003). Esta
citocina também foi relacionada com a presenca de infeccbes de origem
endodontica (Cintra et al. 2016b). Foi observado que a presenca de multiplos
focos de PA proporcionou um aumento do nivel desta interleucina (Cintra et al.

2016b), que geralmente € expressa por mondcitos ativados, macréfagos,
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células dendriticas, células T, células B e células endoteliais (Oppmann et al.
2000). Além disso, a relagdo IL-23/IL-17 com a osteoclastogénese vem sendo
descrita em algumas doengas como artrite reumatoide e a doenga periodontal
(Murphy et al. 2003, Silva et al. 2012). Assim, torna-se fundamental analisar
estas citocinas em conjunto (IL-17 e IL-23), para verificar sua participacdo no
desenvolvimento e manutengcdo das lesdes periapicais induzidas em ratos

portadores de IRA.

Outra citocina que também se relaciona com o processo inflamatorio é o
TNF-a, e que atua como um importante mediador de lesdes teciduais (Tansey
& Szymkowski 2009). Em lesdes periapicais ha um aumento consideravel de
TNF-a nos tecidos que circundam o elemento dentério, podendo-se supor que
esta citocina pode induzir a atividade osteoclastica local (Coli¢ et al. 2009, Silva
et al. 2012, Cintra et al. 2016b). Desta forma, torna-se pertinente verificar a
participacdo do TNF-a no desenvolvimento da PA em ratos portadores de IRA.

Neste contexto, a proposta geral do estudo foi avaliar a influéncia da IRA
na severidade da PA em ratos Wistar, por meio de andlises urinarias,
sanguineas, analises do perfil inflamatério e da perda de estrutura Ossea
periapical, além da andlise de citocinas alvo desta relagéo.

A hipotese do presente estudo é de que a PA seria capaz de
potencializar os efeitos deletérios causados pela IRA, assim como a IRA

também seria capaz de potencializar os efeitos causados pela PA.
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2- OBJETIVOS
- Realizar a urindlise e a sedimentoscopia da urina e identificar qual ou
quais parametros sdo alterados em fungdo da presenca da IRA e da PA

isoladas ou associadas;

- Analisar o perfil sanguineo, por meio do hemograma, dos niveis de
creatinina, proteina sérica e uréia e identificar qual ou quais parametros sédo

alterados em funcao da presenca da IRA e da PA isoladas ou associadas;
- Verificar a presenca de lesdes nos rins por meio da analise histoldgica;

- Analisar o perfil inflamatorio e a perda de estrutura 6ssea na PA de
ratos Wistar com ou sem IRA, por meio das andlises histolégica, histométrica e
imunoistoquimica para IL-6, IL-17, IL-23 e TNF-q;

- Correlacionar os achados locais da PA com as alteracBes em tecido

hematolégico e nos exames de urina.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- MATERIAL

Foi realizado um estudo piloto com a administragcédo intraperitoneal de
Gentamicina (Gentatec®, 100 mg/Kg/dia), em dose Unica, durante 10 dias
seguindo o modelo do estudo de Christo et al. (2011). Entretanto, ao
associarmos a exposicao dos molares para o desenvolvimento da periodontite
apical, houve grande taxa de mortalidade dos animais. Assim, realizamos um
segundo estudo piloto analisando 3 posologias utilizadas para a inducdo da
IRA e associamos ao modelo da periodontite apical (Azuma et al. 2018, Azuma
et al. 2017, Cintra et al. 2016b). Neste segundo estudo foi possivel verificar que
a dosagem de 100mg/kg durante 8 dias (Aygun et al. 2011, Balakumar et al.
2017, Jamshidzadeh et al. 2015, Sodimbaku et al. 2016) produziu resultados
semelhantes a metodologia proposta anteriormente (100mg/kg/10 dias), e
também semelhante aos resultados encontrados no estudo de Christo et al.
(2011), entretanto sem mortalidade. Assim, foi possivel padronizar o modelo da
IRA em nosso laboratério, por meio da administracdo de gentamicina, para o
estudo da relacdo bidirecional desta enfermidade com as infeccbes orais,
particularmente com a periodontite apical (Cardoso et al. 2018 in press).

Foram utilizados 64 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250-280g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em gaiolas
coletivas com quatro ratos por gaiola e alimentados durante todo o periodo
experimental com dieta solida e dgua ad libitum, exceto 12 horas antes das
intervencdes e 6 horas apds as intervencdes. As gaiolas foram mantidas em
ambiente com temperatura oscilando entre 22 e 24°C e com ciclo de luz
controlada (12 horas claro e 12 horas escuro). Os procedimentos experimentais
propostos neste estudo foram aprovados pelo comité de conduta ética em
experimentacdo animal (CEUA/Unesp 00373-2017).

Os animais ficaram em quarentena para adaptagcdo no novo habitat e
para contencdo de alguma possivel doenca de facil propagacdo. Uma semana
antes do procedimento cirdrgico, 0os animais foram vermifugados com
Ivermectina 1% via oral (0,3 ml dissolvidos em 1 litro de agua) por um periodo
de 5 dias.
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O protocolo anestésico utilizado para o procedimento cirdrgico de
inducdo da PA foi & base de Xilazina 2% (relaxante muscular, analgésico e
sedativo, Xilazin, Syntec do Brasil LTDA — Cotia, Sado Paulo, Brasil — 10mg/ml)
e a base de Cloridrato de Cetamina a 10% (Ketamina Agener 10%, Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-Guacu, Sédo Paulo, Brasil —
80mg/Kg), viaintramuscular. Para eutanasia, foi utilizado um anestésico via
intraperitoneal a base de tiopental sédico (Thipentax, Cristalia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira, Brasil) na dosagem de 240mg por

quilograma de peso corporal.

3.2- METODOS
- Inducéo da IRA

Os animais receberam gentamicina (Gentatec®, 100 mg/Kg/dia), via
intraperitoneal, por 8 dias, em dose Unica diaria (Figura 1). Os ratos do grupo
controle foram submetidos ao mesmo procedimento recebendo, no entanto,
NaCl 0,9% (0,1 ml/100 g de peso corporal).

Figura 1. Administracao intraperitoneal de Gentamicina para a inducéo da IRA.
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- Inducéo da PA

A exposicao pulpar para inducdo das lesdes periapicais foi realizada no
mesmo dia em que 0s animais receberam a Ultima dose de Gentamicina. Para
isso, os ratos foram anestesiados, conforme protocolo anestésico descrito
anteriormente. Em seguida, as polpas dos primeiros e segundos molares
superiores e inferiores do lado direito foram expostas, por meio de uma broca
em aco carbono (Broca Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply) dotada de uma
esfera na extremidade com 0,1dmm de diametro. Desta forma, todas as
exposicoes pulpares foram padronizadas com 0,1mm de diametro (Cintra et al.
2013a) e as polpas permaneceram expostas na cavidade bucal por um periodo

de 15 e 30 dias, até o momento da eutanasia (Figura 2).

Cetamin

Claridrate Cotaming 100

Figura 2. Protocolo anestésico utilizado e exposicdo dos molares para a inducdo da
periodontite apical.
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- Divisdo em grupos
Cada grupo foi composto de 16 animais de acordo com a intervencao

realizada e podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Diviséo dos diferentes grupos experimentais

Grupos Descrigéao

Ratos Controle:

o Injecdes subcutaneas de NaCl 0,9% (0,1 ml/100g de peso
corporal) durante 8 dias.

o Anestesia para simular o0 mesmo stress.

C

Ratos com PA:

o InjecBes subcutaneas de NaCl 0,9% (0,1 ml/100g de peso
corporal) durante 8 dias.

o Exposicao pulpar para inducéo a leséo periapical.

PA

Ratos com IRA:

o InjecOes subcutaneas de Gentamicina* (100mg/kg/dia)
durante 8 dias.

o Anestesia para simular 0 mesmo stress.

IRA

Ratos com IRA e PA:

o InjecOes subcutaneas de Gentamicina* (100mg/kg/dia)
durante 8 dias.

o Exposicao pulpar para inducéo a leséao periapical.

IRA+PA

*Concentracdo de Gentamicina (Gentatec®) solucdo de 100mg/Kg/dia.

- Periodos de observacao

Decorridos os periodos pré-determinados de 15 e 30 dias (Christo et al.
2011), os animais foram anestesiados, conforme protocolo descrito
anteriormente, e as amostras de cada tecido coletadas. Em seguida os animais

foram eutanasiados com 240mg/Kg de Tiopental (Cintra et al. 2016a).
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O “imeline” do experimento pode ser observado na Figura

Inicio da administracao da

Gentamicina

Inducao da Periodontite Apical
= 8°dia deinducdo da IRA

» Ultima dose de Gentamicina

1 Eutanasia
= 15 dias de suspensao da
Gentamicina
15 dias de desenvolvimento da

Periondotite Apical

2° Eutanasia
= 30dias de suspensao da
Gentamicina
= 30 dias de desenvolvimento da

Periondotite Apical

— Dia -8

—— Dia 0

— Dia15

—— Dia 30

Figura 3. Timeline Experimental.
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- Coleta de amostra de urina para analise

ApOGs anestesia, amostras de 1ml de urina foram coletadas no dia da
eutanasia por cistocentese e armazenadas em tubos de eppendorf. No mesmo
dia, foi realizada a urinalise. O restante de urina coletada foi centrifugado para

obtencéo do sedimento e analise microscoépica.

- Coleta de amostra de tecido hematoldgico

Apo6s coleta de urina, amostras de 7ml de sangue foram coletadas por
puncédo cardiaca e o soro e plasma obtidos a partir da centrifugacdo do sangue
(5000 rpm/10minutos). Logo apds o experimento, foi realizado o hemograma e
o soro foi armazenado a -20°C para a realizacdo das dosagens dos niveis de

creatinina, proteina sérica e ureia.

- Coleta dos rins e processamento laboratorial

Os rins direito de cada animal foram removidos e fixados em solucao
formalina a 10%, tamponada com pH neutro, durante as primeiras 20 horas.
Em seguida foram lavados em &agua corrente por um periodo de 12 horas,
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Ap6s
inclusdo, foram realizados cortes teciduais semi-seriados de 6 um de
espessura, em microtomo (Leica - RM 2045). Para cada rim, 05 laminas com 3
cortes teciduais (Figura 4), foram preparadas e coradas com Hematoxilina e
Eosina (LILLIE, 1954).
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Figura 4. Confecgéo dos cortes histolégicos do tecido renal.

- Coleta das mandibulas e processamento laboratorial

Apos eutanasia, as hemimandibulas e hemimaxilas direitas foram
removidas e fixadas em solucdo formalina a 10%, tamponada com pH neutro,
durante as primeiras 20 horas e depois lavadas em &gua corrente por um
periodo de 12 horas. Apos a fixacao, foram desmineralizadas em solucao de
EDTA 10%, lavadas em agua corrente, desidratadas em alcool, diafanizadas
em xilol e incluidas em parafina. Apos inclusédo, as pecas foram cortadas com
cortes semi-seriados, com 5 um de espessura, realizados em micrétomo (Leica
- RM 2045). Para cada espécime, 05 laminas com 3 cortes teciduais, foram
preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina e outras 2 laminas para cada
marcador foram submetidas a técnica de imunohistoquimica (IL-6, IL-17, IL-23
e TNF-a).

Para a técnica da imunohistoquimica, os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em etanol. A recuperacdo antigénica foi
realizada através da imersdo das laminas histologicas em tampdo Diva
Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking
Chamber® (Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao término de
cada uma das etapas da reacdo imunohistoquimica foram efetuadas lavagens
em tampao fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histolégicos foram
imersos em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora, para bloqueio da

peroxidase enddégena. Em seguida, depois de lavagens em PBS, os cortes
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foram tratadoscom 3% de soro albumina bovino por 12 horas para bloqueio dos
sitios inespecificos. As laminas histolégicas foram submetidas a incubagdo com
seus respectivos anticorpos primarios diluidos em PBS acrescido de 0,1%
Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em camara Umida. Nas etapas
subsequentes foi empregado o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-
Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). As seccdes histologicas foram
incubadas no anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, e
posteriormente tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da
raiz forte (HRP), por 1 hora. Na revelacédo foi empregado como cromégeno o
3,3- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako
Laboratories, CA, USA) e em seguida a contracoloracdo foi realizada com
hematoxilina de Harris. Como controle negativo, 0s espécimes foram
submetidos aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a

utilizacdo dos anticorpos primarios.
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4- FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS
4.1- Andlise das amostras de urina

Foi coletada 1,0 mL de urina pelo método de cistocentese,
acondicionada emeppendorf, identificada e submetida as analises
laboratoriaisApdés o0s exames fisico e quimico da urina, a amostra foi
centrifugada durante cinco minutos em tubos conicos graduados. Obteve-se 0
sobrenadante, ficando o sedimento com quantidade aproximada de 0,3 ml.
Para o exame microscopico foram utilizadas aliquotas de 10uL do sedimento,
entre lamina microscopica e laminula de 20x20mm, sem o emprego de

corantes especificos para identificacdo dos elementos figurados da urina.

4.2- Andlise das amostras de tecido hematoldgico

Para realizacdo do hemograma foi utilizado o aparelho ABX Vet (ABX
Diagnostics) e o ABX VetPack composto por 3 reagentes. O ABX VET Pack,
R3 €& uma solugdo salina e tampdao eletrolitica que permite a diluicdo e a
preparacdo da amostra de sangue para analise. A presenca de surfactante ndo
ibnico garante a dindmica do fluxo em todos os sistemas hidraulicos do
instrumento. A acéo eletrolitica aceita a contagem das células por impedancia.
Este reagente diferencia populacbes morfoldgicas de leucécitos e é utilizado
nos ciclos de enxague e limpeza dos sistemas hidraulicos do instrumento. O
ABX VET Pack, R2 decompde a membrana celular dos eritrocitos. Pela adicédo
do agente surfactante, a hemoglobina € liberada. Todo o ferro heme € oxidado
e 0s complexos resultantes sdo quantificados por espectrofotometria a um
comprimento de onda de 530nm. O detergente presente na solucdo também
diferencia populac6es morfoldgicas de leucdcitos. ABX VET Pack, R1 utiliza a
acao combinada de uma enzima proteolitica com um detergente para eliminar
os residuos de proteina e evitar que os tubos hidraulicos figuem obstruidos
e/ou bloqueiem o fluxo. Também é usado para decompor os acumulos de
proteina nas aberturas e camaras de contagem. O volume globular foi
analisado pelo método de microhematécrito e a contagem diferencial de
leucocitos e analise morfologica de hemacias e leucocitos em esfregacos

sanguineos corados pelo corante Panotico rapido. Nesta analise, foram
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investigados 12 parametros, sendo eles: Hemacias (He), Volume Globular
(VG), Hemoglobina (Hb), Volume Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo da
Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), Leucécitos, Neutrofilos, Linfocitos,
Mondcitos, Eosinodfilos, Basofilos e Proteina Plasméatica Total, utilizando o
refratbmetro (PTP).

Para a analise da Creatinina, ureia e proteinas totais no soro, foram
utilizados kits comerciais para cada parametro da marca comercial Labtest
(Labtest Diagnéstica S.A., Lagoa Santa, Brasil).

4.3- Analise histoldgica, histométrica e imunohistoquimica

A andlise histolégica dos rins foi realizada para a confirmacéo das les6es
renais e para caracterizar o tipo de alteracdo observada: a) Necrose de células
epiteliais; b) dilatacéo tubular; c) presenca de células com nucleo picndtico.

A analise histoldgica das hemimandibulas e hemimaxilas serviram para
caracterizacdo do perfil inflamatorio das lesdes periapicais (Cintra et al. 2014a).
Os resultados foram expostos por meio de duas analises, sendo uma descritiva
e outra qualitativa. As laminas contendo os cortes representativos de cada
espécime foram avaliadas sob a microscopia Optica e utilizadas na analise
descritiva. A analise descritiva consistiu na descricdo dos fenémenos
histopatolégicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcdo das
variaveis experimentais (Cintra et al. 2013c).

A andlise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando as magnitudes dos fenémenos histopatolégicos de forma dissociada
e da analise histométrica das estruturas do periodonto apical (Cintra et al.
2013c). A variavel estudada foi o infiltrado inflamatério, quanto a sua
intensidade e extensdo, e perda de estrutura Ossea periapical. Foram
atribuidos escores para os critérios intensidade e extensdo do infiltrado
inflamatorio e para a perda de estrutura 6ssea foi realizada a mensuracao por
area, empregando programa de imagens especifico (Leica LAS X - Leica
Microsystems, Nussloch — Germany).

A intensidade do processo inflamatorio foi analisada em conformidade

com o0 numero médio aproximado de células inflamatorias presentes em
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diferentes campos de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400x
junto ao periapice dentario. Foram considerados score 1, para células
inflamatdrias ausentes ou em numero desprezivel; score 2, para infiltrado
inflamatorio discreto (menos de 10 células por campo); score 3, para infiltrado
inflamatorio moderado (entre 10 e 25 células por campo); e score 4, para
Infiltrado inflamatorio severo (mais que 25 células por campo).

A andlise histométrica foi realizada em todos o0s grupos para a
verificacdo da perda O0ssea de ratos em funcdo da presenca da IRA. Foi
empregado o software Leica LAS X (Leica Microsystems, Nussloch — Germany)
e os valores foram expressos em micrometro quadrado (um?) obtidos em
medidas de area.

A analise imunohistoquimica foi realizada sob iluminacdo de campo claro
em microscopio optico (Optiphot-2, Nikon, Japao) por um investigador cego e
calibrado. A imunomarcacdo foi definida como aquela de coloracéo
acastanhada presente no citoplasma das células e/ou na matriz extracelular. A
analise qualitativa foi efetuada utilizando-se cinco seccdes histoldgicas de cada
animal e ao padrdo de imunomarcacéo foi atribuido em escore. O critério para
o estabelecimento dos escores foi adotado de uma modificagdo daqueles
estabelecidos por Cintra et al. (2014c) (Tabela 2).

Tabela 2. Escores atribuidos para o padrdo de imunomarcacgao

Escore Descri¢cao

0 Auséncia de imunomarcacao;

Baixo padrao de imunomarcagao;

Moderado padrao de imunomarcacao;

Alto padr&o de imunomarcacéo;

Padréo extremamente alto de imunomarcacao.

A WOWDN P
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4 .3- Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot
12.0™ (Chicago, IL, USA). A verificagdo da distribuicdo normal das variaveis
continuas quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-
Wilk. Para os valores quantitativos das analises que seguiram uma distribuicéo
normal, foi aplicado o teste ANOVA, enquanto que para comparacfes multiplas
dos resultados entre os grupos estudados, foi utilizado o teste Tukey.

Para as analises histolégica e imunohistoquimica foram atribuidos
escores e para os valores quantitativos das analises que ndo seguiram uma
distribuicdo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e quando observada
alguma diferencga significativa, foi realizado o cruzamento entre os grupos, pelo
teste de comparacGes multiplas de Dunn (Dunn, 1958). Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando a probabilidade foi menor
5% (p<0,05).
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5- RESULTADOS

5.1- Urina

A urindlise foi realizada aos 15 e 30 dias apds inducdo da PA. Os

achados no periodo experimental de 15 dias podem ser observados na tabela 3

e os de 30 dias na tabela 4. A informacé&o relevante é com relacdo a presenca

de proteinas (+). Apenas um animal do grupo IRA em cada periodo

experimental ndo apresentou proteinas (+). Com relagédo ao grupo PA, apenas

dois animais de cada periodo experimental ndo apresentaram proteinas (+).

Entretanto, todos os animais do grupo IRA+PA (periodos de 15 e 30 dias),

apresentaram proteinas (+) na urina.

Tabela 3. Caracteristicas da urindlise dos quatro grupos no periodo de 15

dias.
Grupos Volume (média) Cor Aspecto pH Leucdcitos Sangue oculto Proteina
C 1,012 Amarelo Claro (7/8) Ligeiramente Turva (7/8) 8(5/8) 3+ (2/8) 4+ (7/8) 2+(1/8)
Amarelo Citrino (1/8) Turva (1/8) 7(3/8) 2+(1/8) 2+ (1/8) 1+ (3/8)
0(5/8) 0 (4/8)
PA 1,01 Amarelo Claro (6/8) Ligeiramente Turva (7/8) 8(6/8) 2+ (5/8) 4+ (5/8) 2+ (1/8)
Amarelo Citrino (2/8) Turva (1/8) 7(2/8) 1+(3/8) 3+(2/8) 1+ (5/8)
6 (2/8) 1+ (1/8) 0(2/8)
IRA 1,05 Amarelo Claro (8/8) Ligeiramente Turva (7/8) 8(3/8) 3+ (1/8) 4+ (5/8) 1+(7/8)
Turva (1/8) 7(1/8) 2+ (6/8) 3+ (2/8) 0(1/8)
6(2/8) 1+(1/8) 1+(1/8)
5(2/8)
IRA+PA 1,275 Amarelo Claro (5/8) Ligeiramente Turva (6/8) 7(3/8) 2+ (5/8) 4+ (5/8) 1+ (8/8)
Amarelo Citrino (3/8) Turva (2/8) 6(3/8) 1+(3/8) 3+(2/8)
5(2/8) 1+(1/8)
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Tabela 4. Caracteristicas da urinalise dos quatro grupos no periodo de 30

dias.
Grupos Volume (média) Cor Aspecto pH Leucdcitos Sangue oculto Proteina
N 1,062 Amarelo Claro (6/8) Ligeiramente Turva (8/8) 8(6/8) 3+ (1/8) 4+ (7/8) 1+ (3/8)
Amarelo Citrino (2/8) 7(2/8) 2+(1/8) 0(1/8) 0(5/8)
1+ (4/8)
0(4/8)
PA 1,012 Amarelo Claro (2/8) Ligeiramente Turva (8/8) 8(5/8) 2+ (4/8) 4+ (5/8) 1+ (6/8)
Amarelo Citrino (3/8) 7(3/8) 1+ (4/8) 3+(1/8) 0(2/8)
2+ (2/8)
IRA 1,125 Amarelo Claro (2/8) Ligeiramente Turva (5/8) 8(4/8) 3+ (2/8) 4+ (6/8) 3+ (1/8)
Amarelo Citrino (2/8) Turva (3/8) 6(2/8) 2+(5/8) 3+ (1/8) 1+ (6/8)
5(2/8) 1+ (1/8) 1+(1/8) 0(1/8)
IRA+PA 1,43 Amarelo Claro (5/8) Ligeiramente Turva (4/8) 7(5/8) 3+ (5/8) 4+ (7/8) 3+(1/8)
2+(1/8)
Amarelo Citrino (2/8) Turva (4/8) 6(3/8) 2+(3/8) 3+ (1/8) 1+ (6/8)

A sedimentoscopia foi realizada de forma observacional aos 15 e 30

dias. Todos os animais portadores de IRA (grupos IRA e IRA+PA), de ambos

os periodos, apresentaram componentes que condizem com a presenca da

disfuncéo renal aguda, como a presenca de cilindros granulosos, sedimentos

de carbonato de calcio e fosfato amorfo. Tais achados microscopicos podem

ser observados na figura 5.

¥k

Figura 5. Andlise microscépica dos sedimentos encontrados na urina dos animais com

IRA. Cilindos granulosos (*), fosfato amorfo (**) e carbonato de célcio (setas).
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5.2- Tecido hematoldgico

Os resultados do hemograma de ambos os periodos experimentais (15
e 30 dias) sdo apresentados na Tabela 5. Com relagdo a série vermelha, foi
observada uma redugcdo no numero de hemacias, hemoglobina e no volume
globular nos grupos IRA e IRA+PA (p<0,05) de ambos o0s periodos
experimentais (15 e 30 dias), entretanto, sem apresentarem diferencas
significativas entre si (p> 0,05). O volume corpuscular médio (VCM) apresentou
um valor significativamente reduzido aos 15 dias no grupo IRA+PA, quando
comparado aos outros grupos (p <0,05), no entanto sem diferencas aos 30 dias
(p>0,05).

Tanto a concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
como as proteinas plasmaticas totais (PTP) ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os quatro grupos experimentais em ambos os periodos
experimentais (p>0,05).

Entre as células inflamatorias, foi observado um aumento significativo
no numero de leucocitos nos grupos PA, IRA e IRA+PA aos 15 e 30 dias,
comparados ao controle (p<0,05). Ainda, observou-se que o0s grupos IRA e
IRA+PA tiveram um aumento ainda maior comparado ao grupo PA apenas no
periodo de 15 dias (p<0,05).

Em relacdo aos valores de neutrdfilos, aos 15 dias observou-se
aumento nos grupos IRA e IRA+PA comparados ao controle (p<0,05),
entretanto semelhantes ao grupo PA (p>0,05). Ja aos 30 dias ndo houve
diferencas entre os grupos (p> 0,05).

Os linfocitos estiveram aumentados nos grupos PA, IRA e IRA+PA em
ambos os periodos experimentais quando comparados ao controle (p<0,05) e
sem diferencas entre si (p<0,05).

Os valores obtidos para mondcitos, eosinofilos e basofilos néo

apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos experimentais (p>0,05).
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Tabela 5. Média e desvio padrdo dos parametros sanguineos de ambos os

periodos experimentais de todos 0s grupos.

Grupos
Parametros 15 dias 30 dias
Sanguineos
c PA IRA IRA+PA c PA IRA 'RTP
He (x10°/uL) 6.47 + 660+ 573% 5.96 + 6.89 + 6.73 ¢ 6.15 + 6.36 ¢
W 0.23° 0.24° 035 0.65° 0.21° 0.30° 0.40° 037"
Hb (g/dL) 1476+ 1509+ 13.01+ 13.36+ 15.16 + 15,03+  13.80%+ 14.14+
& 0.46° 0.58° 1.08° 1.60° 0.77° 0.65° 0.99° 0.66°
VG (%) 4425+  45.25% 39.38 4063 45.75 + 4525+ 4156+ 4250+
? 1.39° 1.67° +2.83° 4.47° 1.49° 1.16° 3.16° 2.12°
VM (f) 68.80+ 6856+ 6842+  67.45% 66.42 + 6728+ 6779t 68.05+
1.03° 0.53° 0.99% 1.13° 1.34° 1.6 1.74° 1.47°
CHEM (%) 3337+ 3334+ 3372+  33.42% 3313+ 3319+ 3332+ 33.17%
? 0.48° 0.30° 0.24° 0.33° 0.74° 0.71° 0.56° 0.73°
6.24 + 671+ 6.34 + 6.24 + 6.80 6.80 ¢ 6.70 6.94 +
PTP (g/dL) 0.45° 0.31° 0.65° 0.59° 0.40° 0.30° 0.30° 0.21°
Leucdcitos 81.63+ 9375+  104.00 117.18% 8425+ 10050+ 101.88+ 92.88+
(10¥p1) 7.00° 9.14° +10.83° 7.23° 4.98° 16.27° 3.60° 12.66°
Neutréfilos 16.00+  20.75% 2401+ 25072 19.39 + 2341+ 2073+ 19.84+
(10¥p1) 2.40° 5.34% 7.88° 5.09° 3.92° 8.33° 5.00° 5.67°
Linfécitos 6118+  69.12+ 6899+  69.69% 58.44 + 7322+ 7404t 7149+
(10%ur) 5.04° 5.10° 6.66° 4.90° 7.79° 6.79° 7.22° 5.65°
Monécitos 2.80 ¢ 2.76 + 2.74 + 2.84 ¢ 3.14 ¢ 408+  3.26:3.3 1.90%
(10¥p1) 1.79° 1.55° 0.81° 0.65° 2.11° 1.834° 28 0.99°
Eosindfilos 1.09 + 112 + 1.05 + 1.10 + 1.25 + 1.76 + 1.90 + 0.53 +
1.38° 0.99° 1.55° 0.82° 1.17° 2.42° 1.37° 0.63°
Bassfilos 0.00 + 0.00 + 0.00 + 0.00 + 0.00 + 0.00 + 0.00 + 0.00 +
0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00° 0.00°

* Letras iguais na mesma linha demonstram auséncia de diferencga estatistica entre os grupos
(p > 0.05).

Legendas: Hemécias (He), Volume Globular (VG), Hemoglobina (Hb), Volume
Corpuscular Médio (VCM), Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM), Leucocitos, Neutroéfilos, Linfécitos, Mondcitos, Eosindéfilos, Baséfilos e
Proteina Plasmatica Total (PTP).
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A mensuracdo dos parametros aos 15 e 30 dias para o0s
biomarcadores creatinina, proteina e ureia estdo apresentados na Tabela 6.

Pode-se observar nos ratos com insuficiéncia renal aguda (grupos IRA
e IRA+PA) aumento de uréia comparado aos grupos controle e PA (p<0,05)
nos dois periodos experimentais. A creatinina sérica foi estatisticamente mais
elevada em IRA e IRA+PA quando comparado aos grupos controle e PA
(p<0,05) no periodo de 15 dias. No entanto, no periodo de 30 dias, a diferenca
estatistica foi observada apenas no grupo IRA+PA, comparado aos grupos
controle e PA (p<0,05). O nivel de proteina sérica foi estatisticamente menor
nos grupos PA, IRA e IRA+PA aos 15 e 30 dias (p<0,05). Entretanto, esses trés

grupos nao apresentaram diferencas estatisticas entre si (p>0,05).

Tabela 6. Média e desvio padrédo dos parametros bioquimicos no soro de

ambos os periodos experimentais de todos os grupos.

N Grupos
.Ana!'s?s 15 dias 30 dias

Bioquimicas

C PA IRA IRA+PA C PA IRA  IRA+PA
Uréia 57.19+ 55.06+ 835+ 79.31t 50.31+ 50.63+ 6244+ 60.63t+
(mg/dL) 9.56° 5.30° 12.66°  11.89° 4.44° 5217  13.59° 956"
Creatinina 0.61t 058+ 0.82+ 081% 060t 059+ 0.68+ 0692
(mg/dL) 0.06° 0.03° 0.23° 0.19° 0.02° 0.03* 0.14* 0.11°
Proteina 7.24 + 653+ 6.06f  6.11% 731+t 664t 674t 652%
(g/dL) 0.83° 0.40° 0.53° 0.31° 0.71° 0.42° 0.39° 0.63°

* Letras iguais na mesma linha demonstram auséncia de diferenca estatistica entre os grupos
(p > 0.05).

5.3-Rins

A analise do tecido renal foi realizada aos 15 e 30 dias da inducédo da PA
para a confirmacgéo da IRA. O efeito da gentamicina, droga empregada para a
inducdo da doenca, foi investigado, e, em seguida, comparado aos demais
grupos. As alteracdes macroscopicas dos rins de ratos normais e doentes (15 e
30 dias) podem ser observadas na figura 6. J& as alteragBes microscopicas do

tecido renal podem ser observadas na figura 7. Nos rins do grupo C foram
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observadas caracteristicas de normalidade com tdbulos proximais com
auséncia de dilatagcdo. No grupo IRA aos 15 dias foram observados tubulos
dilatados contendo células epiteliais que necrosaram e que permaneceram em
sua luz, aléem da presenca de células com ndcleos picndticos. No periodo
experimental de 30 dias, os rins dos animais com IRA apresentaram as
mesmas caracteristicas microscopicas encontradas nos rins dos animais do
primeiro periodo experimental, entretanto, a dilatagdo tubular foi menos

acentuada. Desta forma, tanto macro quanto microscopicamente foi possivel

observar as diferencas entre o tecido renal de animais sadios e doentes.

by

Figura 6. Imagem macroscoépica do rim: a esquerda, rim de animal do grupo C;
seguido pelo rim de animal portador de IRA apés 15 dias de desenvolvimento da
doenca; e, a direita, rim de animal portador de IRA apés 30 dias de desenvolvimento
da doencga.
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Figura 7. Coloracdo em HE dos rins. Grupo C com a presenca de tubulos
proximais normais (setas); grupo IRA-15 dias com a presenca de dilata¢do tubular com
células epiteliais necrosadas (*); grupo IRA - 30 dias com a presenca de dilatacdo

tubular com células epiteliais necrosadas (*). Magnificacao de 400x.

5.4 — Periodontite Apical

5.4.1 — Andlise Histoldgica

A andlise histolégica das lesBGes periapicais foi realizada por meio da
analise descritiva dos fendmenos histopatoldgicos, pela atribuicdo de scores ao
infiltrado inflamatério e pela andlise histométrica, correspondente a area de
reabsorcdo 6ssea junto ao periapice (em micrometros quadrados) em todos 0s
animais aos 15 e 30 dias da indugcé&o da PA. As imagens correspondentes aos
cortes histoldégicos podem ser observadas na Figura 8. Os scores atribuidos,

assim como a analise histométrica se apresentam na tabela 7.
Grupo Controle

No grupo C, observou-se tecido pulpar com aspectos de normalidade
denotando homeostasia pulpar. A pré-dentina e a dentina apresentaram-se
integras e dispostas em continuidade com a camada de odontoblastos,
também organizada. Poucas células inflamatérias estavam dispersas e, ao
acaso, caracterizando auséncia de inflamacdo. Os vasos sanguineos
apresentavam-se congestos e a densidade do fibrosamento caracterizou polpa
jovem. O cemento, ligamento e o0sso alveolar apresentaram-se integros e
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isentos de processo inflamatério ou reabsor¢cdo patologica. A insercdo
conjuntiva e o epitélio juncional demonstraram aspectos de normalidade e
integridade tecidual. Este grupo serviu de parametro para a analise dos demais
grupos onde o comprometimento das estruturas dentarias e de sustentacéo

foram avaliados.

Grupo PA

Pdde-se observar em todos os espécimes deste grupo a presenca de
tecido necrosado em toda a cavidade pulpar com extensdo ao periapice
dentario. No periodo de 15 dias, observou-se infiltrado inflamatorio discreto em
4 espécimes e moderado nos outros 4. A perda 6ssea média neste periodo foi
de 42,95x10* um2. No periodo de 30 dias, houve a predominancia do infiltrado
inflamatorio do tipo severo em 6 dos 8 espécimes, sendo 0s outros 2, infiltrado
inflamatorio moderado. Neste periodo, a perda 6ssea na regido periapical foi de
61,84x10* pm2. A regido do ligamento periodontal, junto ao vértice apical,
apresentou-se desorganizada, com presenca de tecido necrosado e inflamacao
subjacente em todos os casos. Todas as lesBes encontradas foram de
caracteristicas compativeis com granuloma periapical com origem devido a

necrose pulpar.

Grupo IRA

Assim como no grupo C, observou-se tecido pulpar com aspectos de
normalidade denotando homeostasia pulpar. A pré-dentina e a dentina
apresentaram-se integras e dispostas em continuidade com a camada de
odontoblastos, também organizada. Poucas células inflamatérias estavam
dispersas e, ao acaso, caracterizando auséncia de inflamag&o. Os vasos
sanguineos apresentavam-se congestos e a densidade do fibrosamento
caracterizou polpa jovem. O cemento, ligamento e 0sso alveolar apresentaram-
se integros e isentos de processo inflamatério ou reabsor¢do patologica. A
insercdo conjuntiva e o0 epitélio juncional demonstraram aspectos de

normalidade e integridade tecidual.
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Grupo IRA+PA

Pbdde-se observar em todos os espécimes analisados presenca de
tecido necrosado em toda a cavidade pulpar com extensdo ao periapice
dentario. No periodo de 15 dias, observou-se a predominancia de infiltrado
inflamatorio discreto em todos os espécimes. A perda 0ssea média neste
periodo foi de 18,54x10% pm2. No periodo de 30 dias, houve a predominancia
do infiltrado inflamatério do tipo discreto em 4 espécimes, 2 casos de infiltrado
inflamatério moderado e 2 casos severo. Neste periodo, a perda 6ssea na
regido periapical foi de 47,86x10*um2. A regido do ligamento periodontal, junto
ao vertice apical, apresentou-se desorganizada, com presenca de tecido
necrosado e inflamagédo subjacente em todos os casos. Todas as lesbes
encontradas foram de caracteristicas compativeis com granuloma periapical

com origem devido a necrose pulpar.
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Figura 8. Fotomicrografias representativas de todos os grupos experimentais. A-H,

correspondentes ao primeiro periodo experimental. |-P, correspondentes ao segundo periodo

experimental. Coloragdo em H.E. Magnificagdo de 100x (A-D e I-L) e 400x (E-H e M-P).
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Tabela 7. Mediana dos scores atribuidos para analise histologica de

ambos os periodos experimentais de todos 0s grupos.

Parametros Histologicos Grupos e tempos experimentais
15 dias 30 dias
Intensidade do infiltrado | |\ | pa | |RAsPA C | PA | IRA | IRA+PA
inflamatério
1: ausente 8/8 0/8 8/8 0/8 8/8 0/8 8/8 0/8
2: discreto 0/8 4/8 0/8 8/8 0/8 0/8 0/8 4/8
3: moderado 0/8 4/8 0/8 0/8 0/8 2/8 0/8 2/8
4: severo 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 6/8 0/8 2/8
Mediana* 1° 2,5° | 1° 2° 1° 4° 1° 2°
Andlise estatistica
Teste de Kruskall Wallis P=<0.001 P=<0.001

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os

grupos (p> 0,05).

Comparacéo entre 0s grupos

Com relacéo ao infiltrado inflamatdrio, no primeiro periodo experimental
(15 dias), o grupo PA apresentou infiltrado inflamatério variando de discreto a
moderado, enquanto IRA+PA apresentou infiltrado inflamatério discreto, porém
sem diferenca significante (p>0,05). No periodo experimental de 30 dias, o
grupo PA apresentou infiltrado inflamatério predominantemente severo
enquanto 0  grupo IRA+PA  apresentou infitrado  inflamatério

predominantemente discreto e com diferenga significante (p<0,05).

Com relacao a analise histométrica (tabela 8), no periodo experimental
de 15 dias, a area de reabsorcdo 6ssea foi maior no grupo PA quando
comparado ao grupo IRA+PA, com diferencas estatisticas significantes entre
eles (p<0.05). No periodo experimental de 30 dias, os grupos PA e IRA+PA
nao apresentaram diferencas estatisticas quanto a éarea Ossea perdida
(p>0.05), embora a reabsor¢éo 6ssea do grupo PA tenha se demonstrado um

pouco maior.
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Tabela 8. Valores médios de area (x10*um?) e percentual de perda

0ssea para analise histométrica de ambos os periodos experimentais de todos

0S grupos.
Tempos experimentais
15 dias 30 dias
Grupos Area x10*pm? % Area x10*um? %
(MédiatDP) (MédiazDP)
C 5,40+2,7° 3,83 5,39+2,81° 3,82
PA 42,95 + 18,16b 37,54 61,84 13,69b 43,84
IRA 5,37+2,6° 3,81 5,37+2,36° 3,81
IRA+PA 18,54 + 60,22° 13,14 47,86 £ 15,24b 33,93
Andlise P=<0.001 P=0.093
estatistica

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os
grupos (p> 0,05).

5.4.2 — Andlise Imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica foi realizada aos 15 e 30 dias da indugéo
da PA para os seguintes imunomarcadores: TNF-alfa, IL-6, IL-17 e IL-23. Os
cortes teciduais correspondentes ao periodo experimental de 15 dias podem
ser observados na figura 9, e os scores correspondentes na tabela 9.

Com relacdo ao TNF-a, observou-se padrdao de imunomarcacao
variando de alto a extremamente alto no grupo PA e predominantemente baixo
a moderado em IRA+PA (p<0,05). Ja IL-23 apresentou padrdo de
imunomarcacédo extremamente alto de forma predominante no grupo PA e
padrao alto no grupo IRA+PA (p<0,05). Para IL-6 e IL-17 ndo houve diferencas
estatisticas entre os grupos PA e IRA+PA (p>0,05).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais

submetidos a técnica de imunohistoquimica no primeiro periodo experimental. A-D
correspondem a imunomarcacdo do TNF- a; E-H correspondem a IL-6; I-L

correspondem a IL-7; e M-O corresponde a IL-23. Magnificagéo de 400x.
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Tabela 9. Scores e medianas atribuidos ao primeiro periodo
experimental (15 dias), para a imunomarcacao das interleucinas 6, 17, 23 e

TNF- a de todos 0s grupos.

Anélise
Imunohistogquimica C PA IRA IRA+PA
Scores

1 0/8 0/8 0/8 0/8 P = 0.959
2 IL-6 8/8 2/8 8/8 3/8
3 0/8 6/8 0/8 4/8
4 0/8 0/8 0/8 1/8

Mediana* 22 32 22 32
1 8/8 0/8 8/8 0/8 P=0.234
2 IL-17 0/8 0/8 0/8 0/8
3 0/8 3/8 0/8 6/8
4 0/8 5/8 0/8 2/8

Mediana* 12 4° 12 3P
1 8/8 0/8 8/8 0/8 P =0.038
2 IL-23 0/8 0/8 0/8 0/8
3 0/8 3/8 0/8 8/8
4 0/8 5/8 0/8 0/8

Mediana* 12 4° 12 3°
1 8/8 0/8 8/8 2/8 P =0.002
2 TNF-a 0/8 0/8 0/8 3/8
3 0/8 4/8 0/8 3/8
4 0/8 4/8 0/8 0/8

Mediana* 18 3,5° 12 2,5°

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os

grupos (p> 0,05).

Os cortes correspondentes ao periodo experimental de 30 dias podem
ser observados na figura 10, e os scores correspondentes na tabela 10. Os
grupos IRA e IRA+PA nao apresentaram diferencas em relacdo ao padrdo de
imunomarcacao das interleucinas 6, 17 e 23 (p>0.05). Com relacdo ao TNF-q,
este imunomarcador apresentou padrdo de imunomarcacéo variando de alto a
extremamente alto no grupo PA e predominantemente baixo a moderado em

IRA+PA em ambos os periodos experimentais (p<0,05).
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Figura 10. Fotomicrografias representativas de todos 0s grupos experimentais
submetidos a técnica de imunohistoquimica no segundo periodo experimental.. A-D
correspondem a imunomarcacdo do TNF- a; E-H correspondem a IL-6; I-L

correspondem a IL-7; e M-O corresponde a IL-23. Magnificagéo de 400x.
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Tabela 10. Scores e medianas atribuidos ao segundo periodo experimental (30

dias), para a imunomarcacao das interleucinas 6, 17, 23 e TNF-a de todos os

grupos.
Analise Imunohistoquimica C PA IRA IRA+PA
Scores

1 0/8 0/8 0/8 0/8 P =0.082
2 IL-6 8/8 1/8 8/8 4/8
3 0/8 6/8 0/8 4/8
4 0/8 1/8 0/8 0/8

Mediana* 23 3" 22 3
1 8/8 0/8 8/8 0/8 P=0.442
2 IL-17 0/8 0/8 0/8 0/8
3 0/8 1/8 0/8 3/8
4 0/8 7/8 0/8 5/8

Mediana* 12 4° 12 4°
1 8/8 0/8 8/8 0/8 P=0.234
2 IL-23 0/8 0/8 0/8 0/8
3 0/8 0/8 0/8 3/8
4 0/8 8/8 0/8 5/8

Mediana* 12 4° 12 4°
1 4/8 0/8 4/8 1/8 P =0.021
2 TNF- a 4/8 0/8 4/8 1/8
3 0/8 2/8 0/8 5/8
4 0/8 6/8 0/8 1/8

Mediana* 1,5% 4° 1,5% 3°

*Letras iguais nas colunas indicam a auséncia de diferencas estatisticas entre os

grupos (p> 0,05).
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6- DISCUSSAO

Neste estudo empregamos o modelo da periodontite apical induzida por
meio da exposicao pulpar de molares de ratos, permitindo o desenvolvimento
da infeccao bacteriana a partir do ambiente oral (Cintra et al. 2013, Cintra et al.
2014). As polpas ficaram expostas em meio bucal pelos periodos de 15 dias e
30 dias. Apesar do periodo classico para o estudo da PA ser de 4 semanas ou
30 dias, consideramos o periodo de 15 dias importante para o estudo da IRA
(Christo et al. 2011). Assim, foi possivel verificar a relacéo bidirecional entre a

PA e a IRA em dois periodos de tempo.

A gentamicina é um antibiotico aminoglicosideo que é comumente usado
para o tratamento de infec¢Bes graves causadas por bactérias gram-negativas.
No entanto, o uso frequente de gentamicina € contra-indicado devido ao seu
alto poder nefrotoxico (Balakumar et al. 2017). A administracao de altas doses
de gentamicina (40mg/kg ou mais) € um dos pré-requisitos para inducédo de
disfuncdo renal e nefrotdxica aguda em animais (Mingeot-Leclercq & Tulkens
1999, Abdel-Raheem et al. 2009). No presente estudo, foi empregada uma
dose de Gentamicina (100mg/kg) administrada em ratos por 8 dias para induzir
lesdo renal aguda (Sojiljkovic et al. 2008, Stojilikovic et al. 2009, Patil et al.
2010, Balakumar et al. 2017). Esta dose € a mais comumente utilizada e tem
sido relatada por se demonstrar capaz de desenvolver a disfungcédo renal e
nefrotoxicidade em ratos (Stojilikovic et al. 2008, Stojiljkovic et al. 2009), o que
vai de acordo com nossos achados, uma vez que, nos cortes histoldgicos,
também podemos observar alteracdes renais compativeis com necrose tubular

aguda, o que sugere a perda de funcao renal.

Com relagéo a urinalise, a informacdo mais relevante foi a presenca de
proteina nos grupos com PA e/ou IRA (grupos PA, IRA e IRA+PA). A presenca
de proteinas na urina, denominada proteindria, € condizente com a
insuficiéncia renal aguda, comprovando o modelo experimental nos grupos IRA
e IRA+PA. A presenca de proteinas na urina em animais normais pode ocorrer
pela presenca de células de descamacédo, hemacias e leucocitos, mesmo em
guantidade reduzida (Sénior et al. 2005), entretanto, no presente estudo, o
grupo PA apresentou mais espécimes com proteinas na urina do que 0 grupo

C, sugerindo que a presenca da periodontite apical possa ter interferido neste
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parametro. Este foi o primeiro estudo realizado pelo grupo de pesquisa em que
foram realizadas andlises urinarias, necessitando, desta forma, de novos

estudos que possam esclarecer essa questao.

A analise do perfil hematologico € um método utilizado para verificar a
associacdo de infeccbes bucais com alteracdes sistémicas e seus efeitos na
saude e homeostase corporal (Gkrania-Klotsaset al. 2010). A analise
sanguinea é frequentemente utilizada para avaliar a presenca de infec¢do ou
inflamacéo, permitindo determinar quando a periodontite apical afeta os
parametros hematoldgicos (Cintra et al. 2014a). Estudos mostraram as
diferengas nos parametros hematoldgicos de ratos normais comparados aos
ratos diabéticos na presenca ou ndo de periodontite apical e/ou doenca
periodontal (Cintra et al. 2014a) e em mudltiplos focos da periodontite apical
(Cintra et al. 2014, Taylor & Borgnakke 2008). Em ratos diabéticos foi
observado um aumento de linfécitos no sangue, principalmente em resposta a
infeccdo bacteriana na periodontite apical (Samuel et al. 2017). O aumento no
namero de células inflamatoérias resultantes da periodontite apical pode
aumentar os efeitos deletérios das doencas autoimunes. Podem também ativar
mediadores inflamatérios e aumentar o estresse oxidativo, exacerbando a
inflamac&o em diferentes partes do corpo (Bian et al. 2012). Uma vez que as
vias biolégicas que ativam a inflamacéo e a autoimunidade sdo as mesmas, a
presenca de periodontite apical pode aumentar os efeitos deletérios das
doencas autoimunes, e a patogénese da doenca autoimune também pode
potencializar os efeitos da periodontite apical em uma relagédo bidirecional
(Gomes et al. 2013, Gomes et al. 2015).

Os resultados do perfil hematol6gico mostraram algumas alteracdes
sanguineas nos animais tanto com as doencas isoladas quanto associadas,
quando foram comparados aos valores do grupo controle. Quanto a série
vermelha, foi observado que as hemécias (He), a hemoglobina (Hb), e o
volume globular (VG) reduziram nos grupos IRA e IRA+PA em ambos o0s
periodos experimentais. As hemacias, também conhecidas por eritrcitos, sdo
as ceélulas sanguineas; a hemoglobina, é a proteina contida no interior das
hemacias responsavel pelo transporte de oxigénio no sistema circulatério; e o

volume globular, corresponde tanto ao tamanho dos glébulos vermelhos quanto
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ao volume que eles ocupam no sangue. Em estudo em humanos com
insuficiéncia renal, foram observadas alteragfes na série vermelha em relagéo
aos valores normais, 0 que pode ser atribuido a um déficit relativo de
eritropoietina, uma vez que uma das funcdes do rim é a producéo de globulos
vermelhos (Alves & Gordan, 2007).

O volume corpuscular médio (VCM) apresentou-se significantemente
reduzido nos grupos PA e IRA e, ainda mais, no grupo IRA+PA no periodo de
15 dias, mostrando que este fator é agravado com a associacdo das duas
patogenias. Ja no segundo periodo experimental, o VCM retornou ao estagio
de normalidade, onde todos os grupos se igualaram novamente. O VCM define
o volume das heméacias e € utlizado para classificar as anemias em
normocitica, microcitica e macrocitica. Essa reducdo observada nos grupos
com IRA também pode ser atribuida ao déficit relativo de eritropoietina relatado
anteriormente (Alves & Gordan, 2007). Com relacéo a reducao encontrada nos
grupos com PA (PA e IRA+PA), alguns estudos também relataram uma
reducdo em parametros da série vermelha do hemograma na presenca de
doenca periodontal mais agressiva, sugerindo que a doenca periodontal pode
estar associada com a patogénese da anemia leve (Anand et al. 2013, Agarwal
et al. 2009). A explicacdo mais provavel para isso € que a inflamacédo
periodontal pode afetar a eritropoiese (Yamamoto et al. 2011). Uma vez que a
doenca periodontal e a periodontite apical possuem as mesmas vias bioldgicas,
possivelmente, a periodontite apical também possa ter relacdo com a
eritropoiese.

Verificou-se uma prevaléncia de leucécitos principalmente no grupo
IRA+PA no periodo de 15 dias. Com relacédo ao periodo de 30 dias, 0 grupo
IRA+PA se igualou ao grupo IRA. Um aumento significativo de neutrofilos
também foi observado no grupo IRA+PA no periodo de 15 dias, tendo os
mesmos se igualado no periodo de 30 dias. No periodo de 15 dias, o0 aumento
de linfocitos foi observado em todos 0s grupos experimentais, em ambos 0S
periodos. Estudos anteriores verificaram que as infeccbes orais quando
presentes, isoladas ou em associacdo com a diabetes, afetam os parametros
hematologicos, causando aumento de leucocitos, neutrofilos e linfécitos (Cintra

et al. 2014, Samuel et al. 2017). Resultados de estudos também confirmaram
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que a infeccdo endodbntica em multiplos dentes pode levar a diminuicdo do
nivel de IL-4 no sangue, mas aumentam os niveis de linfécitos e de TNF-a.
Caracteristicas histolégicas também confirmaram essa relacdo: além de
aumento dos niveis de linfécitos no sangue, houve aumento dos niveis de

linfécitos em resposta a infeccao bacteriana na PA (Samuel et al. 2017).

O método de rotina utilizado para avaliar a funcdo renal é a medida da
concentracdo plasmatica de substancias excretadas pelos rins, como a ureia e
creatinina (Santin et al. 2006). Essas substancias sdo excretadas pelos rins
através da filtracdo glomerular e sua concentracdo plasmatica depende da
filtragcdo glomerular. Em nosso estudo, os grupos com insuficiéncia renal
apresentaram niveis mais elevados de creatinina sérica quando comparados
aos outros dois grupos. Esses achados estdo de acordo com outros estudos
nos quais niveis elevados de creatinina podem confirmar as lesdes renais
(Balakumar et al. 2017, Cashmi et al. 2017, Kashef et al. 2015, EI-Gamal et al.
2014, Aygun et al. 2012).

A ureia € um produto do catabolismo de aminoacidos e proteinas,
formado principalmente no figado, sendo filtrado e excretado pelos rins,
podendo também ser considerado um biomarcador. Quando a concentracdo
plasmatica de ureia € elevada, a disfuncao renal esta presente. Mudancas nos
niveis desse marcador ja foram relacionadas ao uso de gentamicina (Adeneye
et al. 2008, Shirwaikar et al. 2004). Em nosso estudo, os grupos IRA e IRA+PA
apresentaram maiores niveis de ureia quando comparados aos grupos controle
e PA. Esses resultados se assemelham a outros estudos para a demonstracéo
de insuficiéncia renal (Balakumar et al. 2017, Kashef et al. 2015, El-Gamal et
al. 2014, Aygun et al. 2012, Pessoa et al. 2011).

Os niveis séricos de proteina no sangue sdo indicativos de lesao
glomerular ou tubular (Banday et al. 2008). Esses niveis, quando reduzidos,
sdo causados pelo agravamento da lesdo renal causada pela gentamicina
(Papanikolaou et al. 1992, Banday et al. 2008). Em nosso estudo, o grupo PA
foi capaz de reduzir os niveis séricos de proteina, assemelhando-se ao grupo
IRA. No entanto, a periodontite apical ndo foi capaz de potencializar essa
reducdo no grupo PA+IRA. A reducdo nos niveis séricos de proteina também

foi relatada em outros estudos que utilizaram modelos animais com
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insuficiéncia renal aguda (Teslariu et al. 2016, EI-Gamal et al. 2014, Pessoa et
al. 2011). Entretanto, ndo foram encontrados estudos na literatura que
correlacionem a periodontite apical e a reducdo de proteinas séricas no
sangue. Este achado vai de encontro a proteindria na urina relatado
anteriormente, uma vez que se elas séo eliminadas mais facilmente pelo trato
urinério, elas estardo em menores concentracdes no soro. Assim como a
andlise urinaria, sdo necessarios novos estudos para que seja possivel
justificar a relacdo bidirecional existente entre a periodontite apical e as

proteinas.

Macroscopicamente, houve notavel alteragdo cromatica do 6rgédo, onde
o vermelho-amarronzado, coloracéo tipica de um rim saudavel, foi substituido
por uma coloracdo mais esbranquicada e sugestiva de necrose. Além de
alteracdo cromatica mais acentuada, o0s rins doentes se apresentaram menores

quando comparados aos rins de animais saudaveis.

Com relacdo a analise histoldégica na mandibula, o exame microscopico
nao revelou inflamacéo e reabsorcdo 6ssea nos grupos C e IRA, uma vez que
nestes grupos ndo foi induzida a periodondite apical. No entanto,
histologicamente, os infiltrados inflamatoérios periapicais no grupo PA foram
mais intensos, apresentando mais células inflamatérias quando comparado ao
grupo IRA+PA nos mesmos periodos. Além disso, a area de reabsorcdo 6ssea
decorrente da presenca da lesdo periapical foi significativamente maior no
grupo PA quando comparada ao grupo IRA+PA no periodo experimental de 15
dias. J4 no periodo de 30 dias, ndo houve diferencas estatisticas entre os
grupos, embora o grupo PA tenha apresentado maior reabsorcdo 6ssea junto
ao periapice dentario. Esses resultados ndo corroboram com estudos prévios
sobre outras desordens sistémicas e a periodontite apical (Kodama et al. 2011,
Cintra et al. 2014a), onde ratos diabéticos apresentavam maior inflamacédo e
maior lesdo periapical quando comparados a ratos normais. Este fato pode
estar associado ao fato da gentamicina ter amplo espectro de acdo e as suas
propriedades bactericidas (Gogia et al. 2009), tendo, desta forma, inibido a
atividade das bactérias logo no inicio do desenvolvimento da periodontite
apical, modificando a microbiota oral dos animais. Além disso, alguns

antibioticos, como por exemplo, a Azitromicina, também sdo capazes de
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promoverem a imunomodulacdo (Parnham et al. 2014, Cramer et al. 2017).
N&o existem relatos sobre a capacidade imunomoduladora da Gentamicina,
entretanto, caso este antibidtico possua tal propriedade, ele seria capaz de
modular o hospedeiro fazendo com que o desenvolvimento da lesao periapical
tenha se dado de forma reduzida, atenuando, desta forma, os efeitos causados
pela insuficiéncia renal aguda. Outro fator importante € que a gentamicina
poder ser utilizada na antibioticoterapia de regeneracdo 6ssea (Buchholz et al.,
1979). Em 1979, Buchholz e colaboradores apresentaram resultados de
operacOes de artroplastias infectadas do quadril, com substituicdo da proétese,
utilizando cimento 6sseo com e sem gentamicina, revelando cura em 71% dos
casos, com uma unica operacdo. No mesmo ano, criaram-se esferas
impregnadas com gentamicina e usou-as apenas para ocupar 0 espago morto
do osso infectado, apds o desbridamendo. Este tratamento teve sucesso em
91,4% dos casos (Klemm, 1979). Além disso, outros estudos comprovaram a
eficAcia da gentamicina na regeneracao 6ssea quando combinada a algum
biomaterial (Fleiter et al. 2014, Teller et al. 2007, Rauschmann et al. 2005,
Meseguer-Olmo et al. 2002). Estes achados na literatura podem justificar o
efeito da gentamicina sobre o perfil inflamatério e reabsorcdo éssea na regiao
periapical de ratos com peridontite apical.

Durante a formacéo e desenvolvimento da periodontite apical, as células
inflamatorias (células T, células B e macréfagos) sdo recrutadas para 0s
tecidos periapicais para eliminar a infeccdo. Isso resulta em uma classica
"cascata de citocinas" (Liapatas et al. 2003, Silva et al. 2012) em que TNF-a
promove a sensibilidade dos osteoclastos maduros ao ativador do receptor do
fator nuclear kappa-B (Weitzmann et al. 2005). Junto com 0 seu receptor, 0
receptor ativador do fator nuclear kappa-B aumenta a formacao, ativagao e
sobrevivéncia de osteoclastos em uma variedade de condi¢des patologicas de
reabsorcdo 0Ossea, incluindo a periodontite apical (Silva et al. 2012). Assim
como o TNF-a, a interleucina IL-6 € uma citocina pré-inflamatéria que regula
positivamente a sintese de colagenases e prostaglandinas (Azuma et al.,
2017). Desta forma, tanto TNF-a quanto a IL-6 atuam como mediadores pro-
inflamatorios durante reabsorcdo 6ssea na periodontite apical (Martinho et al.,

2012). No presente estudo, TNF-a demonstrou pradrdo de imunomarcagao
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maior no grupo PA nos periodos de 15 e 30 dias quando comparado aos
demais grupos. Com relacdo a IL-6, o padrdo de imunomarcacao foi 0 mesmo
nos grupos PA e IRA+PA em ambos os periodos experimentais.

A IL-17 é uma citocina pro-inflamatéria que medeia multiplas respostas
inflamatorias cronicas, incluindo a angiogénese, o recrutamento de células
inflamatérias e a inducdo de mediadores proé-inflamatérios por tecidos
endoteliais e epiteliais (Ouyang et al. 2008, Queiroz-Junior et al. 2010). Embora
o papel da IL-17 na leséo periapical e doencas periodontais tenha se tornado
um assunto de investigacao, alguns relatos sugerem que ela esteja relacionada
a progressao de infec¢des crbnicas localizadas, como a doenca periodontal
(Schenkein et al. 2010) e a periodontite apical (Marcal et al. 2010) e em
patologias sistémicas graves, como a diabetes (Kramer & Gaffen, 2007).
Postula-se que essa citocina atua estimulando a producdo de neutrofilos e,
portanto, promove a exacerbacdo de lesdes crbnicas e inflamatorias sob
condigOes sistémicas (Marcal et al. 2010, Silva et al. 2012, Bian et al. 2012). No
presente estudo, a IL-17 apresentou padrdo de imunomarcacdo igual nos

grupos PA e IRA+PA em ambos os periodos experimentais.

A citocina inflamatoéria, IL-23, pertence a familia IL-12 (Oppmann et al.
2000), afeta células T de memoria e macréfagos inflamatérios, funcionando via
ligacdo ao seu receptor especifico, IL-23R, que é expresso por essas células
(Murphy et al. 2003. Teng et al. 2015). Estudos anteriores sugerem que a IL-23
desempenha um papel crucial na patogénese da periodontite. Niveis
aumentados de IL-23 foram observados no tecido gengival e estavam
associados a perda 6ssea na periodontite (Lester et al. 2007. Ohyama et al.
2009. Cifcibasi et al. 2015). No presente estudo, a IL-23 apresentou padrao de
imunomarcacao superior no grupo PA quando comparado ao grupo IRA+PA no
primeiro periodo experimental. Hipotetizamos que os resultados obtidos na
analise imunohistoquimica possam ter relacdo com a atividade local da
gentamicina que ja foi discutida anteriormente. Neste caso, é necessario que
novos estudos sejam realizados para que se possa confirmar a agao local da

gentamicina na periodontite apical sobre as citocinas inflamatorias.
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Apesar deste amplo estudo a respeito da relacdo bidirecional entre a PA
e a IRA, outros estudos se fazem necessario para investigar mais

profundamente esta relacéo e confirmar os achados do presente estudo.
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7- CONCLUSAO
7.1. Concluséo do objetivo geral

A IRA influenciou na severidade da PA reduzindo o perfil do infiltrado

inflamatorio aos 15 e 30 dias e na perda 6ssea aos 15 dias.
7.2. Conclusdes dos objetivos especificos

- A presenca da PA nao influenciou nas analises urinarias de ratos com IRA,
entretanto, ratos com PA apresentaram proteinas na urina em ambos o0s

periodos experimentais;

- A presenga da PA influenciou nos parametros do hemograma de ratos
portadores de IRA; além disso, a PA foi capaz de reduzir os niveis de proteina

no soro em ambos 0s periodos experimentais.

- As lesdes no tecido renal foram comprovadas em todos os animais com IRA
através da presenca de dilatacdo tubular, necrose de células epiteliais e células

com nucleos picnéticos;

- A IRA influenciou no desenvolvimento da PA reduzindo o perfil do infiltrado
inflamatoério aos 15 e 30 dias e a perda 0ssea aos 15 dias. Além disso, a IRA
influenciou reduzindo a imunomarcacédo para TNF-a em ambos os periodos

experimentais e para a IL-23 no primeiro periodo experimental.
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