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AZEVEDO, J. P. Influéncia da fibrose hepéatica na progressédo da periodontite
apical. Andlise histoldégica e imunoistoquimica para Interleucina-6 em Ratos
Wistar. 2020. 60 f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia,
Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2020.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da fibrose hepética (FH) no
desenvolvimento da periodontite apical (PA), analisando a interleucina 6 (IL-6).
Foram utilizados quarenta ratos Wistar divididos em 4 grupos (n=10): Grupo C -
ratos controle; Grupo FH - ratos portadores de FH; Grupo PA - ratos portadores de
PA; Grupo FH+PA - ratos portadores de FH e PA. A FH foi induzida quimicamente e
cirurgicamente. Foi administrado Tetracloreto de Carbono (CCls) na dosagem de 0,2
ml/ 100 g de peso corporal, 2 vezes por semana, via intraperitoneal, e durante todo o
experimento (60 dias). Apés 30 dias do inicio da administracdo da droga, foi
realizado procedimento cirdrgico de ligadura do ducto biliar e inducdo da PA, por
meio de exposicao pulpar dos primeiros e segundos molares superiores e inferiores
direito. Apos mais 30 dias os ratos foram eutanasiados e as maxilas coletadas para
analise em microscopia de luz. O tecido hepatico foi analisado em coloracdo de
Hematoxilina e Eosina (H.E) e Picrosirius red (PSR) para comprovar a inducédo da
fibrose hepatica e, as maxilas, processadas para analise histolégica, histométrica e
imunoistoquimica para IL-6. Os resultados obtidos foram analisados e comparados
por testes estatisticos especificos para cada caso com nivel de significancia de 5%
(p<0,05). A FH foi confirmada pela andlise histologica do figado nos grupos FH e
PA+FH que apresentaram hepatdcitos apoptoticos, desorganizacdo vascular e
intensa deposicdo de fibras colagenas no parénquima hepatico formando pontes de
fibrose. Quanto a periodontite apical observou-se infiltrado inflamatério moderado no
grupo PA e intenso no PA+FH (P<0,05). A analise histométrica revelou maior area
de reabsorcéo Ossea periapical no grupo PA+FH comparado ao grupo PA (P<0,05).
O padrao de imunomarcacédo da citocina IL-6 foi mais elevado nos grupos PA+FH
guando comparado ao PA (P<0,05). Conclui-se que a FH exacerba o infiltrado
inflamatorio e a reabsorcéo 6ssea da periodontite apical bem como o aumento da IL-
6.

Palavras-chave: Periodontite apical. Fibrose hepatica. Interleucina 6.



AZEVEDOQO, J. P. Influence of hepatic fibrosis on the progression of apical periodontitis.
Interleukin-6 analysis in Wistar rats. 2020. 60 f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2020.

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the effect of Liver Fibrosis (LF) on the
development of Apical Periodontitis (AP), analyzing the behavior of interleukin 6 (IL-
6). Forty Wistar rats were used, divided into 4 groups (n = 10): Group C - control rats;
Group LF - rats bearing LF; Group AP - rats bearing AP; LF + AP group - rats bearing
LF and AP. LF was induced chemically and surgically. Carbon tetrachloride (CCla)
was administered at a dosage of 0.2 ml / 100 g body weight, twice weekKly,
intraperitoneally, and throughout the experiment (60 days). After 30 days from the
beginning of the drug administration, a surgical procedure for ligation of the bile duct
was performed, and the AP was induced by pulp exposure of the first and second
right and upper molars. After another 30 days, the rats were euthanized and the jaws
were collected for analysis under light microscopy. The liver tissue was analyzed in
H.E and PSR staining to prove the induction of liver fibrosis and the processed jaws
for histological, histometric, and immunohistochemical analysis for IL-6. The results
obtained were analyzed and compared by specific statistical tests for each case with
a significance level of 5% (p <0.05). FH was confirmed by histological analysis of the
liver of the FH and PA + FH groups, which presented necrotic hepatocytes, vascular
disorganization, and intense deposition of collagen fibers in the hepatic parenchyma
forming fibrosis bridges. As for apical periodontitis, a moderate inflammatory infiltrate
was observed in the PA group and intense in the PA + FH (P <0.05). Histometric
analysis revealed a greater area of periapical bone resorption in the PA + FH group
compared to the PA group (P <0.05). The pattern of immunostaining of the cytokine
IL-6 was higher in the PA + FH groups when compared to the PA (P <0.05). It is
concluded that FH exacerbates the inflammatory infiltrate and bone resorption of

apical periodontitis as well as the increase in IL-6.

Keywords: Apical periodontitis. Liver fibrosis. Interleukin-6.
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1 INTRODUCAO

A relagédo entre as infec¢des bucais e as alteracbes sistémicas tem sido
cada vez mais explorada nas pesquisas da area médica-odontoldgica, pois estudos
revelam que microrganismos presentes na cavidade bucal podem participar da
etiopatogenia de outras doencas pela migracdo das bactérias para um foco de
infeccdo extrabucal ou pelo estabelecimento de um quadro inflamatorio sistémico
cronico, a partir da infeccéo localizada na boca (CINTRA, 2017). As infeccdes bucais
mais prevalentes sdo a doenca periodontal e a periodontite apical (PA). Sabe-se que
as vias bioldgicas que fazem a ligacdo entre a doenca periodontal crbnica e as
desordens sistémicas, sdo as mesmas que podem ligar a periodontite apical cronica
a saude geral (SILVA et al., 2007).

A PA é uma doenca inflamatoria causada por micro-organismos que
colonizam o sistema de canais radiculares (COLIC et al., 2009). E uma
consequéncia da infeccdo endododntica, na qual os canais radiculares infectados
agem como uma fonte de micro-organismos de espécies patogénicas variadas, que
liberam fatores de viruléncia no tecido periapical, iniciando e sustentando uma
resposta inflamatoria com o intuito de conter o avanco da infeccdo endodoéntica.
Portanto em resposta a infeccédo bacteriana, as células e mecanismos humorais de
defesa do hospedeiro sdo acionados, citocinas pro- inflamatérias como a IL-6, IL-17,
bem como fator de necrose tumoral (TNF-a), sdo secretados por diferentes células
envolvidas na resposta imune periapical (VIDAL et al., 2016). Essas células e
mediadores inflamatérios desempenham um papel importante na patogénese da
periodontite apical crénica. Como consequéncia ocorre a reabsorcdo 0ssea e a
destruicéo do ligamento periodontal apical (DE SA et al., 2003; NAIR, 2004).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que a
presenca de varios focos de PA foi capaz de aumentar os niveis de triglicérides
(CARDOSO et al., 2018), células inflamatérias (AZUMA et al., 2017a, SAMUEL et.
al., 2018), e mediadores pro-inflamatoérios, como IL-17, IL-6, TNF-a, IL-23 e 6xido
nitrico (CINTRA et al.,, 2016b) no tecido hematolégico de ratos. Estes achados
sugerem que a presenca de multiplos focos da infeccdo endoddntica exerce uma

influéncia mais significativa e pode comprometer a homeostase de um organismo.
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A prevaléncia da PA varia entre 24% a 86% em diferentes populagdes,
sendo subdiagnosticada na maioria dos casos, geralmente pela auséncia de
sintomatologia dolorosa, sendo necessario radiografias que evidenciem a presenca
de areas radiolticidas no periapice radicular (PERSOON; OZOK, 2017; PIETIAINEN
et al., 2019).

Para este projeto elegemos a Fibrose Hepatica (FH) como a alteracao
sistémica objeto de estudo, pois diversas funcdes vitais sdo efetuadas pelo figado,
sendo este 0 maior 6rgao interno do corpo. Tais fungdes incluem a producédo da bile
e de proteinas séricas como os fatores de coagulacdo, a regulacdo do metabolismo
de carboidratos, lipideos e proteinas, a detoxificacdo dos produtos gerados na
metabolizacdo do alcool e drogas e a detoxificagdo da ambnia (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2008).

A FH é uma patologia resultante de uma doencga inflamatoria cronica no
figado, que é caracterizada pela proliferacdo de células hepaticas estrelares (CHE) e
pela diferenciacdo em células semelhantes aos miofibroblastos que depositam
matriz extracelular e colageno (FRIEDMAN, 2000). Embora a FH possa ser causada
por uma variedade de estimulos, os mecanismos moleculares subjacentes a ela
geralmente sdo muito semelhantes. Apos o dano hepatico, um programa altamente
preparado com mudancas moleculares e celulares é iniciado. Neste programa,
ocorre uma intensa interacdo entre macrofagos, mondcitos e as células estreladas
hepaticas e, ao final, resulta na ativacdo das células estrelares e sua diferenciacao
em miofibroblastos, deposicdo de matriz extracelular, alteracbes anatdbmicas e
funcionais consecutivas da integridade do figado (FRIEDMAN, 2008; TACKE;
WEISKIRCHEN, 2012). Se a lesdo é sustentada, a inflamacao crénica e acumulacéo
de matriz extracelular persistem, levando a uma substituicAo progressiva do
parénquima normal do figado por tecido cicatricial (GRESSNER; WEISKIRCHEN,
2006).

Para se estudar a FH e sua relagdo com outras estruturas do corpo séo
empregados modelos animais. Ha duas formas classicas para a inducdo da FH em
animais; 1) a exposicdo a um agente hepatotéxico; 2) a cirurgia de ligadura do ducto
da bile (KOUNTOURAS, BILLING, SCHEUER, 1984). O tetracloreto de carbono
(CCls) € um dos agentes hepatotoxicos mais amplamente utilizado para inducao

experimental de lesdo hepatica em animais de laboratério (CAO et al., 2017; DE
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VACA et al., 2018; FUJII et al., 2010; GITIARA et al., 2017; HAMID et al., 2018). O
CCl4 prejudica diretamente os hepatdcitos, alterando a permeabilidade do plasma, o
lisossoma e as membranas mitocondriais. Seu metabdlito, um toxico triclorometilo
(CCI3") radical produzido pelo Citocromo P-450 2E1 (CYP2E1) nos hepatocitos,
induz a peroxidacdo lipidica e danos na membrana, causando grave necrose
centrolobular (STARKEL; LECLERCQ, 2011).

Outro método de inducao, a ligadura do ducto biliar (LDB) é também um
modelo experimental cladssico para estudar a FH em ratos. A ligadura do ducto
estimula a multiplicacdo de células epiteliais biliares e células ovais, resultando em
proliferacdo de ductos biliares, colestase, inflamacgéo portal, e fiborose (POPOV et al.,
2010; TAG et al., 2015). Para aumentar a previsibilidade do sucesso da inducdo da
FH, Sirica e Williams (1992) empregaram a associa¢céo dos dois métodos.

Apés a lesdo hepatica, a morte dos hepatocitos ativa os linfocitos,
plaquetas e macrofagos, que incluem as células de Kupffer e formam um infiltrado
inflamatorio que produz TGF-B, IL-1pB (interleucina-1B) e PDGF (fator de crescimento
derivado das plaquetas), ativando as células estreladas do figado (FRIEDMAN,
2003). Alem disso, varias quimiocinas que sao liberadas por populacdes diversas de
células infiltradas modulam a reacao inflamatdria e contribuem para a progressao da
ativacao de CHE e do insulto fibrético (ZIMMERMANN; TACKE, 2011).

A Interleucina-6 (IL-6) € uma citocina pleomorfica que esta presente em
processos fisioldgicos e patologicos, como a resposta ao trauma, a infeccdo e ao
desenvolvimento e progressédo da inflamacédo (NIBALI et al., 2012). E produzida por
tipos diferentes de células, incluindo monécitos, macréfagos, fibroblastos,
gueratindcitos, células endoteliais, células mesangiais, células gliais, condrocitos,
osteoblastos, células musculares lisas, células T, células B, granuldcitos, mastécitos
e certos tumores, e sua producdo é regulada positiva ou negativamente por uma
variedade de estimulos dependendo do tipo de célula (AKIRA; TAGA; KLSHLMOT,
1993). No figado, essa citocina age como mediadora da resposta inflamatéria aguda
(TILG; DIEHL, 2000), ativando as CEH a produzir colageno (POLI, 2000) e

consequentemente o desenvolvimento de fibrose (LIEDTKE et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa realizou uma ampla revisao sistematica, onde
foi evidenciado que a presenca de IL-6 esta relacionada com a patogénese de

lesdes periapicais (AZUMA et al., 2014), contribui no processo de destrui¢céo tecidual
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local (CINTRA et al., 2016c; HAN et al., 2003; ZHANG et al., 2016) e esta presente
em ratos com uma ou multiplas lesGes periapicais (CINTRA et al., 2016b).
Quantidades significativas de IL-6 foram liberadas na polpa e nos tecidos periapicais
de pacientes com pulpite e periodontite apical, enquanto o tecido pulpar né&o
inflamado demonstrou quantidades insignificantes da citocina (BARKHORDAR,;
HAYASHI; HUSSAIN, 1999). Além disso, foi observado que lesGes sintomaticas sao
caracterizadas por niveis médios de IL-6 significativamente maiores em comparacao
com lesdes assintomaticas e tecidos pulpares saudaveis (BRAZ-SILVA et al., 2018;
JAKOVLJEVIC et al., 2015), assim como, em um estado ativo da doenca periapical
0s niveis da IL-6 se encontram elevados (PRSO et al., 2007). Através desses
achados que comprovam a presenca e alteracdo da IL-6 na fibrose hepatica e na
periodontite apical, acreditamos ser importante investigar a influéncia dessa doenca

hepatica na marcacao da IL-6 na PA.

Desta forma, a proposta geral do presente estudo foi avaliar a influéncia
da Fibrose Hepatica no desenvolvimento e progressao da Periodontite Apical em
ratos Wistar por meio de andlises histologica, histométrica e imunoistoquimica para
IL-6.



Chptives
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2 OBJETIVOS
Obijetivo geral:

- Avaliar a influéncia da FH no desenvolvimento da PA.

Obijetivos especificos:

- Analisar o perfil inflamatério da PA induzida em ratos Wistar portadores
ou ndo de FH, por meio das analises histolégica em H.E e imunoistoquimica para IL-
6.

- Analisar o perfil reabsortivo da PA induzida em ratos Wistar portadores

ou ndo de FH, por meio da analise histométrica das lesdes periapicais.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus albinus, Wistar) com um més de
vida, pesando aproximadamente 100g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba- UNESP. Os animais foram mantidos em mini-isoladores
(Alesco- Monte Mor, Sao Paulo, Brasil) com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo
de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro) e em gaiolas coletivas, quatro
ratos por gaiola, alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sélida e
agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24 horas apds intervencdo. Os
procedimentos experimentais propostos neste estudo foram aprovados pelo comité
de conduta e ética no uso de animais em experimentacdo (CEUA- 00430-2018-
UNESP).

3.2 Drogas empregadas

Os animais ficaram em quarentena para adaptacédo no novo habitat e para
contencdo de alguma possivel doenca de facil propagacdo. Uma semana antes do
procedimento de inducao das lesbes hepaticas, os animais foram vermifugados com

Ivermectina 1% via oral (0,3 ml dissolvidos em 1 litro de agua).

O protocolo anestésico utilizado para o procedimento cirargico de inducao
da FH e da PA foi a base de Xilazina 2% (relaxante muscular, analgésico e sedativo,
(Xilazin, Syntec do Brasil LTDA — Cotia, Sdo Paulo, Brasil — 10mg/kg) e a base de
Cloridrato de Cetamina a 10% (Ketamina Agener 10%, Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A — Embu-Guacu, Sdo Paulo, Brasil — 80mg/Kg), via intramuscular. Para
eutanasia, foi utilizado um anestésico via intraperitoneal a base de tiopental sodico
(Thipentax, Cristdlia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira, Brasil) na

dosagem de 240mg por quilograma de peso corporal.

3.3 Inducéao da fibrose hepética

A partir do primeiro dia do experimento (dia 0), 20 animais receberam
CCls 40% (SIGMA-ALDRICH St. Louis - Missouri, EUA), diluido em 6leo de oliva, um
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6leo neutro miscivel de mistura com o CCls (Naturativa, Farmacia de Manipulagédo —
Aracatuba-SP, Brasil) na dosagem de 0,2 ml/100g do peso corporal duas vezes por
semana (BUBNOV et al.,, 2017; CAO et al.,, 2017; HAMID et al.,, 2018), via
intraperitoneal, durante 60 dias (dia 60) (ALSAMMAN et al., 2017). Os ratos do
grupo controle foram submetidos ao mesmo procedimento recebendo, no entanto,

soro fisiolégico no mesmo volume e pela mesma via.

Apos 30 dias de administragdo do CCls (dia 30), os animais foram
submetidos a cirurgia para LDB de acordo com protocolo ja estabelecido (TAG et al.,
2015). Inicialmente foram anestesiados via intramuscular, conforme descrito acima.
Foi realizada tricotomia e antissepsia com lodopovidona (PVPI) na regido a ser
operada e os animais colocados em mesas cirurgicas para ratos em posi¢ao supina.

Uma incisdo de 2 cm foi realizada na linha média do abdémen.

O tecido conjuntivo foi divulsionado para acesso ao peritbnio expondo, em
seguida, a cavidade peritoneal por uma incisdo, e com um retrator cirdrgico
abdominal para animais de pequeno porte desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisa, a area da operacao pdode ser ampliada. Em seguida, o 6rgao hepatico foi
hidratado com cloreto de sédio (NaCl) a 0,9% e levemente levantado com uma
espatula n® 24 (GOLGRAN, Industria e Comércio de Instrumental Odontologico, Sao
Caetano do Sul — SP, Brasil) adaptada. O ducto biliar foi cuidadosamente isolado da
veia porta e da artéria hepatica usando uma espatula de insercdo n° 1 e esculpidor
hollemback (GOLGRAN, Indastria e Comércio de Instrumental Odontolégico, Séo
Caetano do Sul — SP, Brasil). Em seguida, um fio de sutura ndo absorvivel (Seda, 5-
0 - Ethicon Johnson e Johnson, Sdo Paulo — SP, Brasil) foi usado para amarrar o
ducto biliar sem provocar cortes. Uma segunda amarria foi realizada para garantir a
obstrucao efetiva do ducto. Em seguida, o peritdnio foi suturado com fio de sutura
absorvivel (Vicryl, 4-0 - Ethicon Johnson e Johnson, Sdo Paulo — SP, Brasil), em
seguida a pele, juntamente com o tecido conjuntivo subcutaneo foram suturados
com fio de seda (Seda, 5-0 - Ethicon Johnson e Johnson, Sdo Paulo — SP, Brasil)
em pontos interrompidos. Ao final, uma nova assepsia foi realizada com a solucgéo

antisséptica utilizada no inicio do procedimento cirdrgico (Figura 1).
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FIGURA 1 - Inducdo cirurgica da fibrose hepatica por meio da ligadura do ducto biliar

A. Incisdo na linha média do abdémen; B. Posicionamento do retrator cirGrgico abdominal; C.
Localizagdo do ducto biliar; D. Amarria no ducto; E. Segunda amarria no ducto; F. Aspecto apos
sutura e antissepsia.

Fonte: Préprio autor, 2018.

3.4 Inducao da periodontite apical

A inducdo das lesdes periapicais foram realizadas no mesmo dia da
cirurgia para LDB (dia 30). Para inducao da PA, as polpas dos primeiros e segundos
molares superiores e inferiores direito de 20 ratos foram expostas, por meio de uma
broca em aco carbono (Broca Ln Long Neck- Maillefer, Dentsply) dotada de uma
esfera na extremidade com 0,1mm de diametro. Assim, todas as exposi¢coes
pulpares puderam ser padronizadas com 0,1mm de diametro (CINTRA et al., 2013a)
e as polpas ficaram expostas na cavidade bucal por um periodo de 30 dias até o

momento da eutanasia (Figura 2).
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FIGURA 2 — Exposicédo da polpa dentaria dos molares para ainducéo da periodontite
F ™ -l =

A. Exposi¢éo da camara pulpar no primeiro e segundo molar inferior; B. Exposicdo da cAmara pulpar
no primeiro e segundo molar superior.
Fonte: Préprio autor, 2018.

3.5 Divisado em grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais, contendo 10
animais em cada grupo, de acordo com a intervencéao realizada. O tamanho da
amostra foi estimado com base em dados de estudos anteriores (AZUMA et al.,
2017a, 2017b). Considerando um erro alfa de 0,05% e um poder de 95% para
reconhecer uma diferenca significativa de 1 nos escores medianos, foi necessario
um minimo de sete animais por grupo. Considerando possiveis mortes de animais,
mais trés animais foram adicionados em cada grupo, resultando em dez ratos por
grupo (COSME-SILVA et al., 2019). (Tabela 1)
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TABELA 1 - Divisdo dos diferentes grupos experimentais

Grupos Descrigéao
Ratos Controle:
C o Injecao intraperitoneal de soro fisioldgico (0,2 ml/100g)
o Ratos sem nenhuma patologia induzida.
Ratos com PA:
PA
o Inducéo a leséo periapical durante 4 semanas.
Ratos com FH:
o Injecdo intraperitoneal de Tetracloreto de Carbono (0,2
FH ml/100g) duas vezes por semana durante 8 semanas.
o Ligadura do ducto da bile ap6s a 42 semana de injecao de
CCls durante 30 dias.
Ratos com FH e PA:
o Injecdo intraperitoneal de Tetracloreto de Carbono (0,2
FH+PA  MI/100g) duas vezes por semana durante 8 semanas.
o Ligadura do ducto da bile apos a 42 semana de injecao de
CCl4 durante 30 dias.
o Inducéo a leséo periapical durante 4 semanas.

Fonte: Préprio autor, 2019.

3.6 Periodos de observacéao

Decorrido o periodo pré-determinado de 8 semanas para a inducao do
dano hepatico, os animais estavam com trés meses de vida e pesando em média
400g. Estes foram anestesiados, conforme protocolo descrito anteriormente, e as
amostras de cada tecido foram coletadas. Em seguida, os animais foram
eutanasiados com 240mg/Kg de Tiopental (CINTRA et al., 2016a).

O “timeline” do experimento pode ser observado abaixo. (Figura 3)
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FIGURA 3 - Linha do tempo periodo experimental

Periodo
Pré-experimental Dia0 Dia 30 Dia 60
Vermifugacdo |

Eutanasia

Inicio da administracdo do
Tetracloreto de Carbono - Inducdo da , Ligadurado

ccl, Periodontite Apical ~ ducto da bile

Fonte: Préprio autor, 2018.

3.7 Coleta do material para analise

3.7.1 Coleta do figado

Para a coleta do figado foi realizada uma inciséo sagital na parte ventral
dos animais, onde os 6rgdos puderam ser visualizados e totalmente removidos
(Figura 4). Com o auxilio de uma pinca clinica e de uma tesoura, o figado foi
removido e em seguida, o I6bulo direito separado em cassetes para analise.

FIGURA 4 — Figados removidos apds a eutanasia dos animais

A. Figado do grupo controle revelando aspecto de normalidade; B. Figado do grupo fibrose hepética
mostrando alterag&o de cor e forma caracterizando a alteracdo hepatica.
Fonte: Proprio autor, 2018.
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3.7.2 Coleta da maxila

ApOs a eutandsia, toda a pele correspondente a face direita do animal foi
removida e foram realizados dois cortes com tesoura, no angulo da boca, separando
a maxila da mandibula. Foi realizada uma incisdo, com lamina de bisturi
intercambiavel nimero 15, em profundidade no palato do animal, com localiza¢éo no
plano sagital mediano acompanhando a sutura intermaxilar, separando a maxila
esquerda da direita. Separadas as maxilas, com o auxilio de uma tesoura, foi
realizado outro corte com localizacao tangente a face distal dos molares superiores
direito e esquerdo, possibilitando a obtencdo da hemimaxila direita, contendo os
dentes posteriores, objeto do estudo.

3.8 Processamento histoldgico

3.8.1 Processamento histoldgico do figado

Os lobulos direitos dos figados foram fixados em solucéo formalina a 4%,
tamponada com pH neutro, durante as primeiras 22 horas. Em seguida foram
lavados em agua corrente por um periodo de 12 horas, desidratados em alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Apds inclusdo foram realizados cortes
teciduais semi-seriados de 5 um de espessura, em microtomo especifico (Leica - RM
2045). Para cada figado, 05 laminas com 3 cortes teciduais foram preparadas e

coradas com Hematoxilina e Eosina (H.E) e Picrosirius Red (PSR).

3.8.2 Processamento histolégico da maxila

As hemimaxilas direitas foram armazenadas imediatamente em frascos
individuais devidamente identificados, contendo solucdo de formaldeido 4%,
tamponada com pH neutro, durante as primeiras 22 horas e depois lavadas em agua
corrente por um periodo de 12 horas para a remocdo de toda a solucéo de fixacao.
Apoés a lavagem, as pecas foram desmineralizadas em solucdo de EDTA a 10%
(SIGMA-ALDRICH St. Louis - Missouri, USA) pelo periodo de dois meses, realizando
trocas da solucado duas vezes por semana. Posteriormente, as hemimaxilas foram

lavadas em agua corrente por 12 horas, desidratadas em alcool, diafanizadas em
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xilol e incluidas em parafina. A orientagdo no momento da inclusédo permitiu a
realizacdo de cortes teciduais dos segundos molares superiores e estruturas de
suporte em seu sentido longitudinal. Apés a incluséo, as pecas foram cortadas com
cortes semi-seriados, com 5 pm de espessura, realizados em micrometro (Leica- RM
2045). Para cada espécime, 4 laminas foram separadas, duas coradas em H.E e as
demais foram submetidas a técnica de imunoistoquimica, para analise do marcador
biolégico Anti-IL-6 do rato gerado em coelho (SC-1265, Santa Cruz Biotechnology,
CA, EUA).

A técnica da imunoistoquimica empregada foi a imunoperoxidase indireta,
onde o0s cortes histolégicos para o imunomarcador proposto (IL-6) foram
desparafinizados em xilol e hidratado em etanol. A recuperagdo antigénica foi
realizada através da imersdo das laminas histoloégicas em tampéo 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 imunoistoquimica foram efetuadas lavagens em tampé&o fosfato
salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histologicos foram imersos em 3% de peréxido
de hidrogénio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino por 12 horas, para o
bloqueio da peroxidase enddégena e bloqueio dos sitios inespecificos,
respectivamente. As laminas histolégicas foram submetidas a incubacdo com seu
respectivo anticorpo primario diluido 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 revelacdo foi empregado como
cromogeno 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, os espécimes foram submetidos
aos procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utlizacdo dos

anticorpos primarios.
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3.9 Forma de analise dos resultados

3.9.1 Analise histolégica do figado

A andlise histologica dos figados pela coloracdo em H.E foi realizada para
a confirmacdo das lesbes hepaticas e para caracterizar o tipo de alteracdo
observada: a) inflamacéo lobular; b) necrose hepatocelular; c) inflamagcao do trato
portal; d) fibrose pericelular, fibrose portal e ponte de fibrose (FRIEDMAN, 2003). A
coloracéo de PSR nos figados permitiu avaliar a deposi¢ao das fibras colagenas que
caracterizam a presenca da fibrose hepética.

3.9.2 Andlise histoldgica e histométrica das lesdes periapicais

Para a analise histologica foram empregadas 2 laminas com 3 cortes
teciduais cada, preparadas e coradas em H.E. A analise histolégica serviu para
caracterizacgao do perfil inflamatério das lesdes periapicais (CINTRA et al., 2014). Os
resultados foram expostos por meio de duas analises, sendo uma descritiva e outra
gualitativa. As laminas contendo os cortes representativos de cada espécime foram
avaliadas sob a microscopia Optica e utilizadas na analise descritiva. A andlise
descritiva consistiu da descricdo dos fendmenos histopatolégicos, procurando
caracteriza-los globalmente em funcéo das variaveis experimentais (CINTRA et al.,
2014).

A andlise qualitativa foi realizada por meio da atribuicdo de escores,
graduando as magnitudes dos fendmenos histopatolégicos de forma dissociada e da
analise histométrica das estruturas do periodonto apical (CINTRA et al., 2014). As
variaveis estudas foram: infiltrado inflamatorio quando a sua intensidade e extensao;
presenca de reabsorcdes radiculares e perda de estrutura 0ssea periapical. Foram
atribuidos escores para os critérios intensidade e extenséo do infiltrado inflamatoério
e para a presenca de reabsor¢cdes radiculares. Para a perda de estrutura 6ssea foi
realizada a mensuracéo linear e por area, respectivamente, empregando programa
de imagens especifico (Leica QWin Plus - Leica Microsystems, Nussloch —

Germany).
Os critérios considerados para cada analise foram:

¢ Intensidade do infiltrado inflamatério
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A intensidade do processo inflamatorio foi analisada em conformidade
com o numero médio aproximado de células inflamatorias presentes em diferentes
campos de um mesmo espécime (CINTRA et al., 2013b), examinados em aumento
de 400x junto ao periapice dentario (Quadro A).

QUADRO A — Escores para o critério intensidade do infiltrado inflamatorio

Escore 1 - Células inflamatorias ausentes ou em numero desprezivel,

Escore 2 - Infiltrado inflamatorio discreto (menos de 10 células por campo);

Escore 3 - Infiltrado inflamatério moderado (entre 10 e 25 células por campo);

Escore 4 - Infiltrado inflamatério intenso (mais que 25 células por campo).

Fonte: Proprio autor, 2019.

e Perda da estrutura 6ssea

Foram selecionados cortes representativos de cada espécime dos grupos
PA e PA+FH focalizando na porcao central dos dentes pegando a polpa dentaria no
seu longo eixo para a verificacdo se houve diferenca na perda 6ssea de ratos em
funcao da presenca da FH. A delimitacdo da dimenséo da lesédo se deu por meio da
analise do terco apical através do menor aumento. Foi empregado o software Leica
QWin Plus (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) e os valores expressos em

micrometro quadrado (um?) obtidos em medidas de area.

3.10 Anélise imunoistoquimica

A analise imunoistoquimica foi realizada sob iluminacdo de campo claro
em microscopio optico (Optiphot-2, Nikon, Japao) por dois investigadores cegos e
calibrados. A imunomarcacéao definida foi aquela de coloracdo acastanhada presente
no citoplasma das células e/ou na matriz extracelular. A analise semiquantitativa,
gue fornece informacdes sobre o nimero de células imunorreativas e a intensidade
de imunomarcacdo da matriz extracelular, foi efetuada utilizando-se 3 secc¢des
histolégicas para o anticorpo. Os escores do padrdo de imunomarcacdo foram
adaptados de Cosme-Silva et al. (2019), onde (escore 0) apresenta auséncia total de
imunorreacgdo; (escore 1) < 20% das células imunorreativas e fraca marcacdo da

matriz extracelular; (escore 2) >20% e <40% das células imunorreativas e fraca



41

marcacdo da matriz extracelular; (escore 3) >40% e <60% das células
imunorreativas e moderada marcacdo da matriz extracelular; (escore 4) >60% e
<80% das células imunorreativas e forte marcacédo da matriz extracelular; (escore 5)

>80% das células imunorreativas e forte marcagédo da matriz extracelular.

3.11 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados prévios foi realizada por meio do
programa SigmaPlot 12.0™ (Chicago, IL, USA). A verificacdo da distribuicdo normal
das variaveis continuas quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Shapiro-Wilk. Para as compara¢fes multiplas dos resultados entre 0s grupos
estudados, foi utilizado o teste de Tukey.

Para os valores quantitativos das analises foi aplicado o teste de Student
e para as analises semiquantitativas foi aplicado o testes de Mann-Whitney. O nivel

de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
4.1 Analise histoldgica do figado

Apdés a eutandsia os figados foram coletados para analise. Para
comprovar a injaria hepética pelo método utilizado foi realizada coloragdo em H.E,
pela qual foi possivel observar o tecido hepatico normal no grupo C e confirmar a
presenca de alteracdo hepatica nos grupos FH e PA+FH pela presenca de células

apoptéticas, alteragdo vascular em todo o parénquima (Figura 5).

FIGURA 5 — Histologia do I6bulo direito do figado apés 60 dias de experimento em
aumentos de 50x (A, B, C, D) e 100x (a, b, c, d) em coloracédo de H.E

(A, a): Grupo C apresentando organizacdo celular e estrutural do parénquima pela auséncia de
células necroticas, plexo vascular inalterado e auséncia de deposigdo de fibras colagenas entre os
hepatdcitos; (B, b): Grupo PA apresentando parénquima organizado, no entanto é possivel observar
alguns focos de necrose celular sem a deposigdo de fibras colagenas; (C, ¢ e D, d): Grupo FH e
PA+FH respectivamente, apresentando tecido hepatico com necrose celular em todo o parénquima,
desorganizacdo dos vasos sanguineos bem como intensa deposicdo de fibras coldgenas em forma
de ponte caracterizando a fibrose hepética.

Fonte: Préprio autor, 2019.

Para analisar a deposicdo de fibras colagenas foi realizada coloracdo
PSR, que revelou auséncia de fibrose no parénquima hepatico nos grupos C e PA.
Os figados dos grupos FH e PA+FH apresentaram grande deposi¢cdo de fibras

colagenas em todo o parénquima caracterizando a presenca de fibrose (Figura 6).
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FIGURA 6 — Histologia do l6bulo direito do figado apdés 60 dias de experimento em

(A, a e B, b) Grupo C e PA respectivamente, apresentando marcacao para fibras colagenas somente
na parede dos vasos sanguineos revelando aspectos de normalidade. (C, ¢ e D, d) Grupo FH e
PA+FH, apresentando grande deposicdo de fibras colagenas formando pontes de fibrose e septos no
parénquima hepatico.

Fonte: Préprio autor, 2019.
4.2 Andlise histoldgica e histométrica das lesbes periapicais

Com o intuito de observar os efeitos da fibrose hepatica no infiltrado
inflamatério da PA foi realizada coloracdo em H.E e os resultados podem ser
observados na tabela 2 e figura 7. Nao foi observado sinal de inflamacé&o no tecido
pulpar bem como na regido periapical dos grupos C e FH (A, a e C, c). Entretanto,
nos grupos PA e PA+FH houve necrose total da polpa 30 dias apds a exposicao ao
meio oral, além da presenca de periodontite apical comprovando a inducdo da
doenca (B, b e D, d). O infiltrado inflamatorio foi composto por neutrofilos e células
mononucleares, sendo considerado intenso no grupo PA+FH, comparado ao grupo
PA que prevaleceu moderado (p<0,05). Diferengas estatisticas também foram
observadas na analise histométrica da reabsor¢cédo 0ssea periapical, uma vez que o

grupo PA+FH teve maior perda 6ssea em relagcdo ao grupo PA (p<0,05).
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FIGURA 7 — Imagem histolégica da regido periapical, 30 dias ap0s a exposi¢cdo pulpar
(coloracdo em H.E).

A e a): Grupo C apresentando tecido pulpar e regido periapical isentos de infiltrado inflamatério
(magnificacdo de 50x e 100x, respectivamente); (B e b): Grupo PA denotando moderado infiltrado
inflamatério em torno do éapice, destruicdo do ligamento periodontal e area de reabsorcdo Ossea
(magnificacdo de 50x e 100x, respectivamente); (C e c¢): Grupo FH denotando similarmente ao grupo
C, tecidos isentos de infiltrado inflamatorio (magnificagdo de 50x e 100x, respectivamente); (D e d):
Grupo PA+FH apresentando intenso infiltrado inflamatério, bem como extensa area de reabsorgao
O0ssea periapical (magnificagdo de 50x e 100x, respectivamente). Setas indicam a margem da
periodontite apical; pd, polpa dentéria; Ip, ligamento periodontal; ce, cemento; oa, 0sso alveolar; *local
da inflamac&o.
Fonte: Proprio autor, 2019.

TABELA 2 - Andlise da intensidade do infiltrado inflamatério e da perda 6Ossea
periapical

Intensidade do

Grupos experimentais Analise
Infiltrado .
] ) estatistica
inflamatorio C PA FH PA+FH
1: ausente 10/10 0/10 10/10 0/10
2: médio 0/10 3/10 0/10 0/10 Teste
3: moderado 0/10 4/10 0/10 2/10 Mann-Whitney
4: intenso 0/10 3/10 0/10 8/10 p <0.05
Mediana* 1 3 1 4°
Periodontite apical
] 13.20 = 87.39+ 12.78+ 120,86 + Teste t Student
(x10* um? + Desvio
1.67 12,77% 1.71 25.96" p <0.05

padrdo*)

* Diferentes letras sobrescritas indicam que houve diferenca estatistica entre os grupos.

Fonte: Préprio autor, 2019.
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4.3 Analise imunoistoquimica

Os resultados obtidos na analise imunoistoquimica revelaram niveis
aumentados da citocina IL-6 nos grupos PA e PA+FH. O padrao de imunomarcacao
para a IL-6 no grupo PA+FH foi considerado muito alto comparado ao grupo PA que
prevaleceu moderado (p <0,05) (Tabela 3; Figura 8).

TABELA 3 - Escores medianos, intervalos interquartis e valores P da andlise
imunoistoquimica dos grupos

Grupos Experimentais
Escores Medianos Andlise

e Intervalos Estatistica
Interquartis

Células Teste
} i C PA FH PA+FH .
imunorreativas Mann-Whitney
IL-6 1(1-2) 3(3-4)2 2 (1-2) 5 (4-5)° P =.011

C, controle; PA, periodontite apical; FH, fibrose hepatica; IL, interleucina; Letras sobrescritas
diferentes representam diferengas estatisticamente significativas (PA vs PA + FH), P <0,05.

Fonte: Préprio autor, 2019.

FIGURA 8 — Imagem representativa da imunomarcagdo da citocina IL-6 na regiédo
periapical dos diferentes grupos

Imagem representativa da imunomarcacéo da citocina IL-6 na regido periapical dos diferentes grupos.
Grupos C (A, a); Grupo PA (B, b); Grupo FH (C, c) e Grupo PA+FH (D, d). Observa-se maior
imunomarcacéo celular e da matriz nos grupos PA em relagdo ao grupo PA+FH (magnificacdo de
100x e 400x).

Fonte: Préprio autor, 2019.
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5 DISCUSSAO

Este estudo analisou a influéncia da FH no infiltrado inflamatério, na
reabsorcdo Ossea periapical e no aumento de citocinas proé-inflamatorias. A
intensidade do infiltrado inflamatério foi exacerbada em decorréncia da doenca
hepética, promovendo o aumento da reabsor¢cédo 6ssea periapical e dos niveis de IL-
6. Esses resultados corroboram com os achados de outras pesquisas, confirmando
gue a doenca sistémica pode ser responsavel pela piora da periodontite apical.
(GRONKJAR et al., 2016; KHALIGHINEJAD et al., 2017).

Numerosos estudos consolidam os métodos de inducéo da PA (CHUANG
et al., 2012; SUZUKI et al., 2015; VIRTEJ et al., 2016). Utilizamos neste experimento
0 modelo previamente padronizado por nosso grupo de pesquisa para analisar a
inter-relacdo das doencas sistémicas com a periodontite apical (AZUMA et al.,
2017a; CINTRA et al., 2014 2017; PRIETO et al.,, 2017). Por meio de analise
histologica pudemos confirmar a periodontite apical, onde os resultados obtidos
mostraram areas de necrose pulpar, reabsorcdo Ossea periapical e infiltrado

inflamatorio exacerbado nos grupos PA e PA+FH.

Entre os métodos para a inducdo da FH em ratos, amplamente abordados
a décadas, a aplicagdo de CCls (SIRICA; WILLIAMS, 1992) e cirurgia de LDB estéo
entre os métodos classicos (KOUNTOURAS; BILLING; SCHEUER, 1984). O CCla4
prejudica diretamente o0s hepatocitos causando grave necrose centrolobular
(STARKEL; LECLERCQ, 2011), somado a ligadura do ducto da bile, resultando em
proliferacdo de ductos biliares, colestase, inflamacédo portal e fibrose (TAG et al.,
2015). Quando a lesdo é sustentada, o quadro cronico e o acumulo de matriz
extracelular levam a uma substituicdo progressiva do parénquima hepatico normal
por tecido cicatricial (GRESSNER, WISKIRCHEN, 2006).

As citocinas pro-inflamatérias modulam o desenvolvimento da FH,
levando a ativacdo das células estrelares hepéticas e a consequente deposi¢cédo de
colageno responséavel pelo desenvolvimento e manutencao da injuria (FRIEDMAN,
2000). A exacerbacédo da periodontite apical no grupo PA+FH revela que a FH tem
potencial de agravar as alteragbes orais, como observado em estudos anteriores
(POYATO-BORREGO et al., 2020; SEGURA-EGEA et al., 2019).
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A marcacao imunoldgica de IL-6 apresentou-se exacerbada em animais
gue apresentaram a fibrose associada a periodontite apical. Esta citocina influencia
na resposta inflamatoria, estimulando a ativacdo de osteoclastos, contribuindo para
seu aumento sistémico e reabsor¢cdo 6ssea (CINTRA et al., 2016c). No figado, essa
citocina age como mediadora da resposta inflamatéria aguda (TILG; DIEHL, 2000),
ativando as CEH a produzir colageno (POLI, 2000) e consequentemente o
desenvolvimento da fibrose (LIEDTKE et al., 2013).

O aumento dos niveis séricos da IL-6 decorrente da injaria hepética,
estimula uma resposta pré-inflamatéria ao recrutar mais células inflamatérias e
mediadores para restringir o processo patolégico. Uma vez na corrente sanguinea, a
IL-6 pode ser atraida por quimiotaxia para locais com processos inflamatorios
incipientes, permitindo a inflamac&o, podendo causar respostas exageradas que
danificam o tecido saudavel. (CINTRA, 2016b; RONG et al., 2020). Embora a funcéo
da inflamacéo seja proteger o organismo hospedeiro de agentes patogénicos, a
inflamacéo excessiva leva a perda de especificidade e afeta agressivamente 0s
tecidos de regides distantes a de origem. (CINTRA, 2017)

Este estudo foi capaz de confirmar que a FH € uma doenca sistémica
responsavel pela piora da periodontite apical. Além disso, os achados deste estudo
sdo de extrema importancia, visto que demonstram que a IL-6 € uma das citocinas
gue atua no desenvolvimento de lesdes periapicais frente a doenca hepatica e abre
caminho para que outros mediadores inflamatorios sejam estudados para uma
melhor compreensdo dos mecanismos imunologicos responsaveis por exacerbar a

reabsorcéo 6ssea em pacientes afetados sistemicamente.

Essas analises sdo essenciais para mudar paradigmas que sugerem gue
as infeccdes endodobnticas sdo limitadas a cavidade oral. A pesquisa interdisciplinar
deve se tornar cada vez mais o padrdo nos campos odontoldgico e médico, visando
um correto diagndstico e tratamento para os pacientes portadores de periodontite
apical e acometidos sistemicamente. Novos estudos sdo necessarios para
compreender melhor os mecanismos subjacentes ao quadro da periodontite apical

influenciada pela fibrose hepética.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a fibrose hepatica influencia no desenvolvimento da
periodontite apical quanto ao infiltrado inflamat6rio bem como na reabsorcéo 6ssea
periapical. No entanto, mais estudos devem ser desenvolvidos a fim de esclarecer o

mecanismo pelo qual esta inter-relagcéo ocorre.
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