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Resumo

Diante da forte evidéncia da relacéo entre as alteracdes sistémicas e a infeccao de
origem endodébntica, este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da artrite
reumatoide (AR) no processo inflamatério e reabsortivo de lesBes periapicais,
empregando analises locais em ratos Wistar. Foram utilizados 40 ratos Wistar
divididos em 4 grupos (n=10): ratos controle (C), ratos com periodontite apical (PA),
ratos com AR (AR), ratos com PA e AR (PA+AR). A inducgéo da AR foi realizada com
trés inje¢cdes, sendo duas injecdes subcutaneas caudais (dias 0 e 7) contendo 50uL
de albumina bovina metilada (Met-BSA, 40 mg/mL), glicose 5% emulsificada com
CFA/adjuvante completo de Freund (Mycobacterium sp) e uma injecao intra-articular
no joelho direito (dia 14) da mesma solugédo com volume de 25uL. A PA foi induzida
2 dias ap0s a primeira injecdo caudal, por meio de exposi¢édo pulpar dos primeiros e
segundos molares superiores e inferiores do lado direito. Apos 28 dias, os animais
foram eutanasiados e as hemimandibulas removidas para analise do processo
inflamatoério por meio da técnica de imunoistoquimica para IL-6, IL-17 e TNF-a. A
andlise do processo reabsortivo foi realizada por Micro-CT e analise
imunoistoquimica para marcadores 6sseos, sendo eles, TRAP, RANK-L e OPG.
Além disso, os joelhos direitos também foram coletados para comprovacdo da
metodologia proposta e inducdo de AR, por meio da coloracdo de hematoxilina-
eosina (H.E.). Os resultados foram analisados por testes estatisticos especificos
para cada caso (p<0,05). Todos os grupos tiveram aumento do peso corporeo de
forma crescente e sem diferenca estatistica, com excec¢édo do dia 30, onde o grupo
PA obteve maior ganho de peso comparado ao grupo C. Ambos 0S grupos
sistémicos, AR e PA+AR, tiveram maior porcentagem de inchago articular dos
joelhos direitos comparado aos grupos C e PA. No perfil inflamatério o grupo PA+AR
teve maior imunomarcacdo para IL-17 e TNF-a comparado ao grupo PA.
Relacionado a reabsorgdo Ossea, a imunomarcacdo de RANK-L, TRAP e volume
das lesbes periapicais também foi maior para o grupo PA+AR comparado ao grupo
PA. Conclui-se que a presenca da AR foi capaz de aumentar o infiltrado inflamatorio

e a reabsorcao 6ssea das lesfes de PA.
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Influence of rheumatoid arthritis on the inflammatory and resorptive process of

periapical lesions in Wistar rats.
Abstract

Summary: Given the strong evidence of the relationship between systemic changes
and infection of endodontic origin, this study aims to evaluate the influence of
rheumatoid arthritis (RA) on the inflammatory and resorptive process of periapical
lesions, using local analyzes in Wistar rats. Forty Wistar rats were used, divided into 4
groups (n=10): control rats (C), rats with apical periodontitis (AP), rats with RA (RA),
rats with PA and AR (AP+RA). RA induction was performed with three injections, two
subcutaneous caudal injections (days 0 and 7) containing 50uL of methylated bovine
albumin (Met-BSA, 40 mg/mL), 5% glucose emulsified with CFA/complete Freund's
adjuvant (Mycobacterium sp) and an intra-articular injection in the right knee (day 14)
of the same solution with a volume of 25uL. AP was induced 2 days after the first
caudal injection, through pulp exposure of the upper and lower first and second molars
on the right side. After 28 days, the animals were euthanized and the hemimandibles
removed for analysis of the inflammatory process using immunohistochemistry for IL-
6, IL-17 and TNF-a. The resorptive process was analyzed using micro-CT and
immunohistochemistry for bone markers such as TRAP, RANK-L and OPG. In
addition, the right knees were also collected to prove the proposed methodology and
induce RA, using hematoxylin-eosin (H.E.) staining. The results were analyzed using
specific statistical tests for each case (p<0.05). All groups showed an increase in body
weight with no statistical difference, with the exception of day 30, when the AP group
had a greater weight gain compared to the C group. Both systemic groups, RA and
AP+RA, had a higher percentage of right knee joint swelling compared to groups C
and PA. In the inflammatory profile, the AP+RA group had higher immunostaining for
IL-17 and TNF-a compared to the AP group. In relation to bone resorption,
immunostaining for RANK-L, TRAP and the volume of periapical lesions were also
higher in the AP+RA group compared to the AP group. It is concluded that the presence
of RA was able to increase the inflammatory infiltrate and bone resorption of AP

lesions.

Keywords: Rheumatoid arthritis, Apical periodontitis, Endodontic medicine
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1. Introducéo e justificativa

Segundo o Colégio Americano de Reumatologia (2021), a artrite
reumatoide (AR) é o tipo mais comum de artrite autoimune, afetando mais de 1,3
milhdo de norte-americanos, sendo 75% deste grupo composto por mulheres.
Além disso, estima-se que 1 a 3% das mulheres de todo o mundo podem ter AR
por volta dos 30 a 50 anos de idade (Karatas et al., 2020). Essa doenca é
caracterizada pela producdo de diversos auto-anticorpos, incluindo o fator
reumatoide (FR) e anticorpos contra proteinas e peptideos citrulinados (ACPA),
sendo a destruicdo articular sua principal lesao (Brink et al., 2016). A Sociedade
Brasileira de Reumatologia (2020) afirma que sua causa ainda é desconhecida,
podendo apresentar alguns fatores de risco como por exemplo fatores genéticos,
tabagismo, fatores ambientais e género (Little et al., 2013).

A artrite leva a sinovite, infiltracdo celular e a um processo desorganizado
de destruicdo e remodelacdo Ossea, resultante da acdo de células T e B
autorreativas, que envolvem varias cascatas inflamatérias (Firestein et al., 2003),
principalmente com uma superproducao e superexpressao do fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e da interleucina 6 (IL-6) (Gierut et al., 2010). A membrana
sinovial € a principal fonte de citocinas pro-inflamatérias e proteases e, em
conjunto com osteoclastos e condrécitos, promove a destruicdo articular,
formando o pannus, uma camada anormal de tecido de granulacdo composta
por células do sistema imunoldgico, vasos sanguineos e células fibrosas (Little
et al., 2013). O pannus comeca a crescer a partir da membrana sinovial e acaba
invadindo a articulagdo na AR, causando destruicdo irreversivel da cartilagem e
erosdo Ossea (Tanaka et al.,, 2014). Com relacdo a cascata inflamatoria, a
presenca de agregados de imunoglobulina do tipo G (IgG) ou de complexos de
IgG-FR (fator reumatoide) ativa o sistema complemento e resulta em diversos
fendbmenos inflamatdrios (Clavel et al., 2008). Além disso, o reconhecimento dos
complexos imunes por fagocitos promove liberacdo de diversas citocinas pro-
inflamatorias, principalmente TNF-a e IL-6, o que exacerba ainda mais o
processo inflamatério (Alessandri et al., 2008).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado a relacdo da periodontite apical
(PA) com diferentes desordens sistémicas e, para este projeto, elegemos a AR

como objeto de estudo. Uma vez que a AR foi a primeira doenca sistémica



relacionada com infecgfes orais na época da teoria da infec¢éo focal proposta
por Billings em 1912. Essa teoria postulava que dentes infectados poderiam ser
os causadores de doencas sistémicas e que microrganismos se disseminariam
de uma é&rea isolada para outras areas do corpo. Apesar desta teoria ter sido
desacreditada, sabemos que a infecgéo endododntica pode influenciar a condi¢cado
sistémica por meio de trés formas principais: (I) a partir do desenvolvimento de
um abscesso periapical agudo onde 0s microrganismos e seus produtos podem
se disseminar; (Il) a partir de um procedimento endoddntico, em que o0s
microrganismos séo disseminados via sistema circulatério; (Ill) e a partir de uma
lesdo inflamatdria periapical crénica, pela liberacdo continua de produtos
bacterianos e mediadores inflamatérios (Cintra et al., 2021).

Na época da teoria da infeccao focal e a partir dos estudos de Mayo em
1914, a AR foi fortemente relacionada a saude oral comprometida, onde se
especulava que o abscesso periapical poderia originar um reumatismo cronico
(hipoétese nunca comprovada) (Mayo 1914). Algumas associacdes destas
enfermidades foram publicadas como o estudo de Cecil e colabs. com 200 casos
de reumatismo, onde 62% estavam relacionados a microbiota oral (Cecil et al.,
1927). Além disso, haviam verificado que o Streptococcus ssp., muito prevalente
na cavidade oral, era 0 agente primario nos casos de reumatismo (Shandalow et
al., 1928; Cecil et al., 1927).

A influéncia da PA na saude sistémica tem sido alvo de intensos estudos
de nosso grupo de pesquisa (Cintra et al., 2013a, 2013b, 2014a, 2014b, 2014c,
2016, 2017a, 2018, 2021; Astolphi et al., 2013, 2015; Azuma et al., 2017a;
Ferreira et al., 2017; Conti et al., 2020; Cantiga-Silva et al., 2021). Empregando
modelo animal padronizado, verificamos que a PA, quando associada a diabetes
mellitus (DM) e a DP pode influenciar os niveis de triglicérides (Cintra et al.,
2013a), creatinina (Cintra et al.,, 2013b), hemoglobina glicada (Cintra et al.,
2014c), plaquetas (Ferreira et al., 2017), mediadores pro-inflamatorios (Cintra et
al., 2014b), peso corporal (Cintra et al., 2017a), peso de 6rgaos (Cintra et al.,
2017a), marcadores inflamatorios em 6rgdos (Azuma et al., 2017a), além de
alterar alguns parametros do hemograma, destacando-se a série branca (Cintra
et al., 2014a), bem como é capaz de alterar o sinal insulinico do sangue e do
tecido muscular (Astolphi et al., 2013, 2015; Pereira et al., 2016). Ainda,

verificamos que determinadas alteracdes sistémicas podem elevar a atividade
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osteoclastica nas lesdes periapicais (Gomes-Filho et al., 2015; Martins et al.,
2016). Analisando a PA de forma isolada, verificamos que o seu impacto sobre
a saude sistémica é proporcional ao nimero de dentes com infeccéo (Cintra et
al.,, 2016; Samuel et al.,, 2018; Azuma et al., 2018, 2021). Adicionalmente,
sabemos que a populacdo brasileira possui em média 2,7 dentes com PA por
pessoa (Marotta et al.,, 2012), o que aumenta a preocupacdo com lesdes
periapicais cronicas nao tratadas.

Neste sentido e tendo em vista que a AR é uma doenca inflamatéria que
conduz a um aumento sistémico de mediadores inflamatérios (Ebersole &
Cappelli 2000), assim como a PA (Cintra et al., 2021), seria oportuno verificar os
niveis das citocinas nos tecidos periapicais de animais portadores destas
condigbes (PA e AR), buscando uma correlagdo de possiveis alteracfes destes
mediadores, uma vez que ambas as doengas possuem mediadores em comum.

Considerando também que mediadores inflamatérios, tais como o TNF-a
e IL-6 se mostram associados a degradacdo da matriz extracelular e a
reabsorcdo 6ssea (Marcal et al., 2010; Azuma et al., 2013; Jakovljevic et al.,
2015). O entendimento mais amplo do processo reabsortivo se faz necessario e
a identificacdo de marcadores do processo de reabsorcdo pode auxiliar no
entendimento deste processo. A atividade dos osteoclastos pode ser verificada
pela marcacdo da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) (Cosme-Silva
et al., 2020). Os ativadores de osteoclastos estimulam a reabsorcédo 6ssea por
meio de um desequilibrio no sistema RANKL / OPG, que é desencadeado pelo
processo inflamatoério e seus produtos (Boyce & Xing 2008; Dal-Fabbro et al.,
2019; Cosme-Silva et al., 2020). Uma vez que a via RANK/RANK-L/OPG é muito
importante nas doencas reumatolégicas. Uma vez que doencas 6sseas estao
relacionadas com o aumento de reabsorcdo e destruicdo 0ssea (Boyce & Xing,
2008). Sendo o RANK-L um importante mediador da erosdo éssea (Pettit et al.,
2006), expressado pelas células T sinoviais, que na membrana sinovial
juntamente com o TNF-a ativa os osteoclastos e causam destruicdo articular (Tat
et al., 2009; Boyce & Xing, 2008; Geusens, 2009; Pettis et aal., 2006; Kim et al.,
2010).

Desta forma, com os resultados obtidos a partir deste estudo, esperamos
preencher as lacunas existentes que permeiam o impacto inflamatério e

reabsortivo da artrite reumatoide em lesdes periapicais.



2. Objetivos
2.1. Objetivo geral
O objetivo geral deste projeto foi avaliar o perfil inflamatério e reabsortivo de

lesGes periapicais em ratos Wistar portadores de artrite reumatoide.

2.2. Objetivos especificos

¢ Avaliar localmente o efeito da AR na PA, por meio da anéalise do processo
inflamatorio, empregando a técnica de imunoistoquimica para as citocinas
IL-6, IL-17 e TNF-q;

e Avaliar localmente o efeito da AR na PA, por meio da andlise do processo
reabsortivo, empregando a microtomografia computadorizada (Micro-CT)
e a marcacao pela técnica de imunoistoquimica para TRAP, RANK-L e
OPG.

3. Material e Métodos
3.1. Material

a) Animais

Foram utilizados 40 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), com
aproximadamente 5 meses, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba- UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente
com temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e
12 horas escuro), em gaiolas com mini-isoladores especificos para animais
portadores de alteracdes sistémicas (VentiLife Alesco, Monte Mor, Brasil) que
injeta o ar diretamente no mini-isolador, com fluxo continuo e de baixa
velocidade, garantindo troca de ar ideal e equilibrio da pressao interna. Cada
mini-isolador abrigou 4 animais, com maravalha estéril e ficara acoplado em rack
ventilado (VentiLife, Alesco — Monte Mor, Brasil). Os animais foram alimentados
durante todo o periodo experimental com dieta tradicional e agua filtrada “ad
libitum”. Os procedimentos experimentais propostos neste estudo foram
realizados de acordo com o comité de conduta ética em experimentagao animal
(CEUA/ Unesp — figura 1).
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Os 40 animais foram divididos em 4 grupos aleatoriamente (Tabela 1),
contendo 10 animais em cada grupo correspondente, sendo: Controle (C); ratos
com periodontite apical (PA); ratos com artrite reumatoide (AR); ratos com

periodontite apical e com artrite reumatoide (PA+AR).

GRUPOS N TOTAL

Controle (C) 10
Com periodontite apical (PA) 10
Com artrite reumatoide (AR) 10 40
Com periodontite apical e artrite reumatoide (PA+AR) 10

Tabela 1. Divisdo dos grupos: Controle (n=10); ratos com periodontite apical (n=10); ratos com

artrite reumatoide (n=10); ratos com periodontite apical e com artrite reumatoide (n=10).



b) Drogas

Os animais ficaram em quarentena para adaptacéo ao novo habitat e para
contencado de alguma possivel doenca de facil propagacdo. Uma semana antes
do inicio do experimento (dia -7), os animais foram vermifugados com
Ivermectina 1% via oral (0,3 mL dissolvidos em 1 litro de agua).

Para a inducéo da AR foi utilizada uma solucéo contendo Albumina Bovina
Metilada (Met-BSA, 40 mg/mL, Sigma - Aldrich), glicose 5% emulsificada com
CFA/adjuvante completo de Freund (Mycobacterium sp, Santa Cruz
Biotechnology).

O protocolo anestésico utilizado para a inducdo da PA e para a terceira
injecdo (intra-articular do joelho) para inducéo da AR, foi a base de Xilazina 2%
(relaxante muscular, analgésico e sedativo, Xilazin, Syntec do Brasil LTDA —
Cotia, Sao Paulo, Brasil — 10 mg/Kg) e a base de Cloridrato de Cetamina a 10%
(Ketamina Agener 10%, Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-
Guacu, Sao Paulo, Brasil — 80 mg/Kg), via intramuscular.

Para eutanasia foi empregado sobredose anestésica com Tiopental
Sodico, via intraperitoneal (Thipentax, Cristalia — Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda — Itapira, Brasil — 240 mg/Kg), ap0s anestesia geral,
conforme as Diretrizes da pratica da eutanasia do Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA 2015).

3.2. Métodos
a) Inducao da AR

A inducédo da AR foi realizada em metade dos animais por meio de trés
injegdes (Figura 2). As duas primeiras inje¢bes foram subcutaneas caudais,
realizadas nos dias 0 e 7 e contendo um volume de 50uL de albumina bovina
metilada (Met-BSA, 40 mg/mL) e glicose 5% emulsificada com CFA/adjuvante
completo de Freund (Mycobacterium sp). A terceira injecao foi intra-articular no
joelho direito, no dia 14, e com a mesma solucdo com um volume de 25uL
(Oliveira et al., 2018). Para a terceira inje¢cdo, os animais foram anestesiados
com o protocolo anestésico descrito anteriormente e foi realizada a tricotomia na
regido articular do joelho direito e assepsia com iodopovidona (PVPI) para

posterior injegao.



Figura 2. llustracdo das etapas para a inducéo da AR. Injecdo subcutanea caudal (dias0e 7) e

injecao intra-articular no joelho direito (dia 14).

b) Inducédo da PA

ApoOs 2 dias da primeira injecdo para inducdo da AR (dia 2), os 20 ratos
dos grupos PA e PA+AR foram anestesiados com o protocolo ja descrito. 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 0,5mm de
diametro (Cintra et al., 2014a, 2016). Desta forma, todas as exposicdes pulpares
foram padronizadas e as polpas ficaram expostas na cavidade bucal por um

periodo de 28 dias (dia 30), momento da eutanasia.

c) Linha do tempo experimental

I Periodo de ISR R ;
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Figura 3. Cronologia das etapas experimentais com inducéo da artrite reumatoide (dia 0, 7 e 14),

da periodontite apical (dia 2) e eutanasia (dia 30).



d) Controle de peso dos animais

O peso dos animais foi controlado durante todo o experimento, sendo a
primeira pesagem realizada no dia O e as demais pesagens nos dias 2, 7, 14, 21
e 30. Os valores do peso corporeo foram avaliados pela taxa do ganho de peso,

com valores expressos em porcentagem (%).

e) Controle do inchaco articular dos joelhos direitos

O inchaco das articulacdes foi controlado durante todo o experimento com
auxilio de paquimetro digital, sendo a primeira mensuracao realizada antes da
primeira inje¢édo caudal (dia 0) e as demais mensurag¢des ocorreram nos dias 7,
14, 21 e 30. As mensuragdes foram realizadas no sentido médio-lateral do joelho
direito de todos os animais. Os valores foram avaliados pelo aumento do inchaco

articular com valores expressos em porcentagem (%).

Figura 4. Imagem representativa das mensurac¢des dos joelhos de animais que foi realizada em

todos os grupos.

f) Eutanasia dos animais

Apos coleta de tecido hematolégico, os animais foram eutanasiados
conforme protocolo descrito no item Material, subitem Drogas. Ap6s morte, a
cabeca foi seccionada do corpo e dois pesquisadores experientes procederam

com a remogao simultanea dos 6rgéos.

g) Coleta dos joelhos direitos

AplOs a eutanasia, toda a pele da perna direita de cada animal foi
removida. Empregando um alicate de corte, foi realizado uma primeira secc¢ao
transversal na perna do animal, situada a 2cm acima do joelho direito. Em

seguida, uma segunda seccao transversal foi realizada 2cm abaixo do joelho
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direito. Assim, os joelhos foram obtidos de modo a preservar a integridade das
articulacbes. Uma vez obtidos, as pecas foram fixadas em formalina 4%
tamponada com pH neutro, durante as primeiras 20 horas, lavadas em agua
corrente pelo periodo de 12 horas e desmineralizados em solucao de EDTA 10%

por aproximadamente 5 meses.

h) Coleta das hemimandibulas

Para coleta das hemimandibulas, foi removida toda a pele correspondente
a face do animal e com dois cortes com tesoura, situados no angulo da boca, foi
realizada a separacdo da mandibula e maxila. A hemimandibula foi separada da
esquerda por uma seccdo entre 0s incisivos centrais. Apds coleta, as
hemimandibulas foram fixadas em solucdo formalina a 10%, tamponada com pH
neutro, durante as primeiras 20 horas.

Neste momento as hemimandibulas direita de cada animal foram
imediatamente escaneadas em micro-CT (Bruker SkyScanl272, Aartselaar,
Bélgica). Em seguida, foram lavadas em agua corrente pelo periodo de 12 horas

e desmineralizados em solucédo de EDTA 10% por aproximadamente 3 meses.

i) Processamento joelhos e hemimandibulas

Apbs a desmineralizacdo, as pecas foram lavadas em agua corrente,
desidratados em alcool, diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Apds
incluséo, os blocos foram cortados para obtengao de cortes teciduais com 5 ym
de espessura, realizados em micrétomo (Leica - RM 2045). Para todos os
espécimes, 2 laminas com 2 cortes teciduais cada foram preparadas e coradas
em H.E. Além disso, outras 2 laminas com 3 cortes teciduais cada foram
preparadas e submetidas a técnica de imunoistoquimica para cada um dos
marcadores selecionados de acordo com cada tipo de peca:

- As hemimandibulas foram coradas pela técnica de imunoistoquimica
para os marcadores IL-6, IL-17, TNF-a, TRAP, RANK-L e OPG.

- As articulacdes dos joelhos foram coradas em H.E. para comprovar a
inducao do modelo experimental.

Para a técnica da imunoistoquimica, os cortes histolégicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em alcool. A recuperacao antigénica foi
realizada através da imersdo das laminas histologicas em tampédo Diva

Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada Decloaking
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Chamber® (Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao término de
cada uma das etapas da reacao imunoistoquimica foram efetuadas lavagens em
tampao fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histoldgicos foram imersos
em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e em 1% de soro albumina bovino
por 12 17 horas, para o bloqueio da peroxidase enddégena e blogueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. As laminas histolégicas foram submetidas a
incubacdo 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 revelacéo foi empregado como cromoégeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories,
CA, USA) e em seguida a contracoloracao foi realizada com hematoxilina de
Harris. Como controle negativo, 0s espécimes foram submetidos aos
procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizagdo dos anticorpos

primarios.

4. Forma de analise dos resultados
a) Analise imunoistoquimica (hemimandibulas)

A analise imunoistoquimica foi realizada sob iluminacdo de campo claro
em microscopio optico (Optiphot-2, Nikon, Japao) por um investigador cego e
calibrado em aumentos de 400x. Para cada tipo de imunomarcacédo uma forma
de andlise diferente foi proposta, pois levamos em consideracgéo os trabalhos ja
analisados e publicados pelo nosso grupo de pesquisa. A imunomarcacgao para
IL-6, IL-17 e TNF-a nas hemimaxilas foi definida como aquela de coloragéo
acastanhada presente no citoplasma das células e/ou na matriz extracelular. A
analise semiquantitativa, que fornece informacdes sobre o niumero de células
imonorreativas e a intensidade de imunomarcacédo da matriz extracelular, foi
efetuada utilizando-se seis seccdes histoldgicas de cada animal. Os escores do
padrao de imunomarcacao adaptado foram (Azuma et al., 2021): A intensidade

do infiltrado inflamatdrio foi classificada da seguinte forma: ausente (0 a poucas
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células inflamatérias: escore 1), leve (<25 células inflamatdrias: escore 2),
moderado (25-125 células inflamatérias: escore 3) ou grave (>125 células
inflamatorias: escore 4). Uma area quadrada de 0,5 mm da porcéo periapical da
raiz distal do primeiro molar inferior direito foi examinada, e a contagem de
células por unidade de &rea foi calculada.

A imunomarcacdo para RANKL e OPG nas hemimandibulas foram
também analisadas de forma semiquantitativa considerando o seguinte padréo
de imunomarcacédo (Dal-Fabbro et al., 2019): Escore 1 - auséncia completa de
células imunorreativas; Escore 2 - algumas células imunorreativas e marcacao
fraca da matriz extracelular (aproximadamente um quarto das células
imunorreativas); Escore 3 - numero moderado de células imunorreativas e
marcacdo moderada da matriz extracelular (aproximadamente metade das
células imunorreativas); Escore 4 - grande numero de células imunorreativas e
forte marcacéo da matriz extracelular (aproximadamente trés quartos das células
imunorreativas. O numero de osteoclastos maduros imunomarcados como
células multinucleadas TRAP-positivas foi quantificado no perimetro da leséo.
Os resultados foram expressos como o numero de células multinucleadas TRAP-

positivas por mm (Azuma et al., 2017b).

b) Anélise por MicroCT (hemimandibulas)

As hemimandibulas foram escaneadas utilizando o sistema micro-CT
(Bruker SkyScanl1272, Aartselaar, Bélgica). Cada amostra foi colocada em um
frasco e posicionada com o incisivo voltado para cima. As amostras seréo
digitalizadas com as seguintes configuracdes: 70 kV, 167 pA, ao passo de
rotacdo de 0,5° e a exposicao de 2100 milissegundos. A razdo volume de tecido
o0sseo foi medida usando o software CTan (Skyscan, Aartselaar, Bélgica)
(Cosme-Silva et al., 2020) e a area de interesse foi a raiz distal do primeiro molar
inferior. O volume foi analisado e utilizado para determinar o efeito da AR sobre
a PA.

5.5. Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por meio do programa SigmaPlot 12.0™
(Chicago, IL, USA). A verificagéo da distribuicdo normal das variaveis continuas
quantitativas foi feita pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. As
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varidveis que apresentarem distribuicdo normal foram expressas em média de
desvio padrdo e aquelas que apresentarem distribuicdo ndo normal foram
expressas em mediana com valor minimo e maximo e percentis.

Para os valores quantitativos das analises que seguirem uma distribuicéo
normal foram aplicados o teste ANOVA, enquanto para compara¢des multiplas
dos resultados entre os grupos estudados, foi utilizado o teste Tukey.

Para as analises histolégica e imunoistoquimica foram atribuidos escores
e para os valores quantitativos das analises que nao seguirem uma distribuicdo
normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis (Siegel et al., 1956), e quando
observada alguma diferenca significativa, foi realizado o cruzamento entre os
grupos, pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn (Dunn 1958). O nivel de

significancia foi de 5% (p<0,05).

5. Resultados
5.1. Controle ganho de peso corpéreo dos animais durante o periodo
experimental
Os resultados da taxa de ganho de peso corpéreo (%) estado apresentados
no grafico 1 e tabela 2. Por meio dos resultados obtidos, é possivel observar que
0S animais tiveram aumento de peso gradual em seus respectivos grupos.
Apesar dos animais dos grupos AR e PA+AR terem uma menor taxa quando
comparado aos grupos sem artrite, C e PA, ndo houve diferenca estatistica
significante (p>0,05). A Unica diferenca estatistica encontrada foi n dia 30, entre
0s grupos PA (53,55 + 10,7) e C (43,34 + 6,36) (p<0,05).

Gréfico 1- Resultado da taxa de ganho de peso corp6reo dos animais em

percentual (%) durante o periodo experimental
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Média da relacé@o da taxa de ganho de peso corpdreo dos grupos: controle (C), periodontite apical
(PA), artrite reumatoide (AR) e periodontite apical com artrite reumatoide (PA+AR), durante 2,
7,14,21 e 30 dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significantes em cada periodo
(p<0,05).

Tabela 2 — Resultados da taxa do ganho de peso corpdreo dos animais em

percentual (%) durante o periodo experimental

Grupos (média da % + desvio padréo)

Dias
C PA AR PA+AR
2 0,79 + 1,252 2,16 £ 2,232 0,63 + 0,962 1,49 + 1,492
7 8,86 + 2,272 10,50 + 4,922 6,27 + 7,542 8,02 + 3,482

14 20,92 +4,322  2565+8,768 17,52+8,25% 20,88 + 4,962
21 29,45 +5542 31,95+8,902 2498+7,17* 26,07 £ 5,662
30 43,34 + 6,362 53,55+ 10,7° 41,22+9,723 45,02 + 8,062

Média da porcentagem do ganho de peso corpéreo de todos os grupos, durante 2, 7,14,21 e 30

dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

5.2. Controle do inchago articular dos joelhos direitos durante o periodo
experimental
Os resultados obtidos no controle do inchago nos joelhos direito dos
animais no sentido médio-lateral (%), estdo apresentados no grafico 2 e tabela
3. Por meio dos resultados obtidos, o grupo AR obteve maiores valores

comparado ao grupo C (p=0,023) e o grupo PA+AR maiores valores do que o
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grupo PA (p=0,045). Essa diferenca estatistica também foi observada no final do
experimento (dia 30), com aumento do inchac¢o para o grupo AR comparado ao
grupo C (p= 0,005) e valores maiores para o grupo PA+AR comparado ao grupo
PA (p=0,011).

Gréfico 2- Resultado do aumento do inchaco articular do joelho dos animais em

percentual (%) durante o periodo experimental
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Média da relacdo do aumento do inchaco dos grupos: controle (C), periodontite apical (PA), artrite
reumatoide (AR) e periodontite apical com artrite reumatoide (PA+AR), durante 0, 7,14,21 e 30

dias. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

Tabela 3. Resultado do aumento do inchaco articular do joelho dos animais em

percentual (%) durante o periodo experimental

Grupos (média da % + desvio padrao)
Dias

C PA AR PA+AR
7 1,67 + 6,802 3.54 £7,422 11,29 + 8,40° 10,24 +5,31°
14  8,60+8.90* 10,68 +11,26% 21,04 +12,722 23,25 + 10,992
21 9,05+8,132 13,62+5,928 14,93 +11,162 19,88 + 11,412
30 14.31+8.07% 15,88+7,662 28,45+ 13,34° 28,13 +11,64°

Média da porcentagem do aumento do inchago dos animais de todos os grupos, durante 7,14,21

e 30 dias. Letras diferentes indicam diferenga estatistica significantes em linhas (p<0,05).

5.3. Imunoistoquimica do infiltrado inflamatoério
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Os resultados da imunoistoquimica para IL-6, IL-17 e TNF-a estdo
expressos na tabela 4 e figura 2. Os grupos PA e PA+AR, tiveram maiores
imunomarcacdes de IL-6 comparado aos grupos C e AR, porém, sem diferenca
estatistica entre eles (p=0,625). Para IL-17, os grupos PA e PA+AR tiveram
maiores imunomarcacao comparado aos grupos sem lesdo, sendo maior para
PA+AR quando comparado ao PA (p=0.001). Para TNF-a os valores também
foram maiores para os grupos PA e PA+AR comparado aos outros grupos, sendo

maior para PA+AR quando comparado ao PA (p<0,001)
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Figura 2. Fotomicrografia das areas das les@es periapicais por meio da imunoistoquimica para
IL-6, IL-17 e TNF- a (aumento de 25um) nos grupos C, PA, AR e PA+AR.

Tabela 4 — Resultados da imunoistoquimica do processo inflamatério (IL-6, IL-
17 e TNF- a).

Critérios de

L1 C PA AR PA+AR P value
analise

IL-6 1(1-22 4340 1(1-2)02 4 (3-4)P <0,001
(Mediana) ’
IL-17 1(1-12  3(2-3° 1(1-1)2 3 (3-4) =0,001
(Mediana) ’
TNF-a
(Mediana) 1(1-1)2  3(2-3°  1(1-1)2 3 (3-4)° =0,007
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Resultados da imunomarcacéo de IL-6, IL-17 e TNF- a expressos em mediana. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

5.4. Imunoistoquimica do processo reabsortivo

Os resultados da imunoistoquimica para RANK-L, TRAP e OPG estéo
expressos natabela 5 e figura 3. Para RANK-L houve diferenca significativa entre
0s grupos (p=0,005). Os grupos PA e PA+AR, tiveram maior imunomarcagao de
RANK-L comparado aos grupos sem lesdes de PA (p<0,001), com maiores
valores de RANK-L para o grupo PA+AR quando comparado ao grupo PA
(p=0,019). Para imunomarcacao de TRAP, também houve diferenca significativa
entre os grupos (p<0,001). Os grupos com PA e PA+AR tiveram maiores valores
comparado aos grupos C e AR (p<0,001), sendo maior para o grupo PA+AR
quando comparado ao PA (p=<0,001). Para OPG os valores foram maiores
também nos grupos PA e PA+AR comparado aos grupos C e AR, porém, néo

houve diferenca estatistica entre os grupos PA e PA+AR (p=0,548).
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Figura 3. Fotomicrografia das areas das les@es periapicais por meio da imunoistoquimica para
RANK-L (aumento de 40x), TRAP (100x) e OPG (100x), nos grupos C, PA, AR e PA+AR.

Tabela 5 — Resultados da imunoistoquimica do processo reabsortivo (RANK-L,
OPG e TRAP).
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Critérios de P

. C PA AR PA+AR
analise value
RANK-L a b a .
(Mediana) 1(1-2) 3 (2-4) 1(1-2) 4 (3-4) 0,005
TRAP b
3 4.85+1,66% 19,89+2,23 5,09+2,17% 33,38+5,39° <0,001
(célula/mm)
OPG (Mediana) 1(1-2)2 2 (1-2) 1(1-2)2 1,5 (1-2)2 0,548

Resultados da imunomarcagdo de RANK-L e OPG expressos em mediana e de TRAP pela média

dos resultados. Letras diferentes indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

5.5. Micro-ct das mandibulas

Os resultados da micro-ct, por meio do parametro de volume da lesdo
(mm?3) que avalia o volume de reabsorcdo e consequentemente a perda 6ssea,
demonstrou que o grupo PA+AR e PA obteve maior perda 6ssea quando
comparado aos grupos sem lesdo. Sendo que as lesbes do PA+AR foram
significativamente maiores que o grupo PA (p = 0,001). J4 os grupos C e AR por

nao terem inducao das lesfes periapicais tiveram valores de normalidade.

Gréfico 3 — Resultados da micro-ct das mandibulas
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Média da perda Gssea pelo volume da leséo dos grupos: controle (C), periodontite apical (PA),
artrite reumatoide (AR) e periodontite apical com artrite reumatoide (PA+AR). Letras diferentes
indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

Tabela 6 — Média dos resultados da micro-ct do processo reabsortivo

Grupos C PA AR PA+AR
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Volume da 0.065 + 0.590 + 0.069 + 0.876
lesdo (mm?3) 0.0192 0.070P 0.0072 0.218°¢

Média da perda 6ssea pelo volume das les6es dos animais de todos os grupos. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica significantes em linhas (p<0,05).

Figura 4. Imagem da micro-ct da hemimandibula (corte sagital) dos animais dos grupos: controle
(C), periodontite apical (PA), artrite reumatoide (AR) e periodontite apical com artrite reumatoide
(PA+AR). Area de interesse para andlise foi a regido distal do primeiro molar inferior. Letras

iguais indicam auséncia de diferencas estatisticas (p>0,05).

5.6. Imagem histolégica dos joelhos direitos (articulacéo)

Foi realizado a coleta e a coloracdo de H&E dos joelhos direitos de todos
0s animais. Nos cortes histologicos, tanto no grupo C como no PA, ambos os
grupos sem inducao da artrite, apresentaram organizacao tecidual e estrutural
de membrana sinovial, com auséncia de células necréticas e plexo vascular
inalterado. J&, a articulagcdo dos grupos portadores de atrite, AR e PA+AR,
tiveram desorganizacdo da membrana sinovial e dos vasos sanguineos, com
presenca de area de necrose celular, infiltrado inflamatorio exacerbado, pannus,

erosdo 6ssea e cartilaginosa.
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Figura 5. Fotomicrografia das areas dos joelhos direitos, &rea da articulagdo femuro-tibial,

utilizando a coloracao de hematoxilina e eosina (aumento de 50x e 100x).

6. Discusséao

Esse estudo teve como objetivo aprofundar um recente estudo realizado pelo
grupo de pesquisa (Tese de Doutorado da candidata, Processo CNPq numero
140260/2020-0), onde foi padronizado o modelo de indu¢do da AR em ratos.
Nesse estudo, nas lesdes de periodontite apical, o grupo PA+AR demonstrou ter
infiltrado inflamatério intenso em contraste com o infiltrado inflamatério
moderado do grupo PA. Além de maior inflamacdo, o grupo PA+AR também
obteve maior reabsor¢cdo Ossea periapical quando comparado ao grupo PA.
Demonstrando que a presenca da doenca sistémica, artrite reumatoide, foi capaz
de aumentar a severidade local das lesbes de PA. A fim de preencher lacunas
existentes que permeiam o impacto inflamatorio e o reabsortivo da artrite
reumatoide em lesdes periapicais, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil
inflamatorio e reabsortivo de lesdes periapicais em ratos Wistar portadores de
artrite reumatoide.

A fim de monitoramento, durante todo o periodo experimental, foi
realizado o controle do peso corporeo dos animais, onde todos 0s grupos tiveram
um aumento percentual de peso de forma crescente e gradual. Apesar dos
grupos com alteracfes sistémicas (AR e PA+AR) demonstrarem menor ganho
de peso quando comparado aos grupos sem alteracdo, ndo houve diferenca
estatistica.

Para a inducdo da artrite foi utilizado trés inje¢bes, sendo as duas
primeiras na cauda dos animais no dia O e 7 e a terceira na regido intra-articular
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direita e foi realizado o monitoramento para acompanhar a evolugéo do quadro.
Através dos resultados do controle de inchaco articular dos joelhos, pode-se
observar que mesmo com a primeira injecdo caudal, houve um aumento
percentual nos grupos da artrite, com 11,29% para o grupo AR e 10,24% para o
PA+AR. E no final do experimento, dia 30, essa diferenga ficou ainda mais
evidente, pois o grupo AR teve um aumento de 28,45% e o grupo PA+AR de
28,13%, indicando inchaco articular caracteristico desta patologia (Oliveira et al.,
2018) e instalagéo da doenca.

Ainda nos joelhos direito de todos os animais, foi realizado andlise
histol6gica da articulacdo femuro-tibial. Todos os animais dos grupos portadores
de atrite apresentaram sinais classicos da doenca, como por exemplo, infiltrado
inflamatério exacerbado, areas de necrose, pannus, erosao Ossea e
cartilaginosa (Little et al., 2013; Tanaka et al., 2014), desorganizagdo da
membrana sinovial e dos vasos sanguineos. Comprovando, desta maneira,
juntamente com o aumento exacerbado do inchaco articular dos joelhos, o
sucesso na inducado do modelo experimental. Apesar da tese de doutorado da
candidata demonstrar que a associacdo da PA e AR, houve uma piora dos
parametros sanguineos, aumentando leucdcitos e linfécitos, nas articulacdes
nao foi possivel identificar que a PA agravou o quadro de AR. Apesar de um
recente estudo ter demonstrado que a presenca da PA em animais com AR,
ocasionou em maior circunferéncia articular e da pata traseira e do joelho
(Damiani et al., 2024). Mas vale ressaltar que a metodologia para estudo nao foi
a mesma, uma vez que utilizaram a média das medidas e nesse estudo foi
utilizado a porcentagem do aumento do inchaco articular.

A periodontite apical foi induzida por método consolidado (Cintra et
al., 2013a; Cintra, et al., 2014b; Cintra et al., 2016; Cantiga-Silva et al., 2021) e
conduzida por um periodo de 28 dias, tempo necessario para necrose pulpar
total e reabsorcdo Ossea. Sendo induzidas quatro lesbes periapicais, nos
primeiros e segundos molares superiores e inferiores do lado direito, uma vez
gque uma unica lesdo € insuficiente para promover alteracdo sistémica
significativa (Cintra et al., 2016). Por meio das andlises imunoistoquimicas e de
micro-ct foi confirmado a instalagéo das lesdes periapicais em todos 0s animais

submetidos a indugéo.
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Embora varios estudos tenham revelado a associagdo entre AR e PA
(Joseph et al., 2013; Mercado et al., 2000; Kaber et al., 1997), como por exemplo
uma prevaléncia notavelmente maior de PA em pacientes diagnosticados com
artrite reumatoide do que naqueles sem a doenca (Allihaibi et al., 2023; Karatas
et al., 2020) e um estudo animal recente demonstrar que a artrite reumatoide
pode prolongar o estado inflamatério da pulpite e periodontite apical (Yamazaki
et al.,, 2023), ndo ha muitos trabalhos que estudam evidéncias dessa
associagao, apesar que ambas possuem vias inflamatérias em comum. Para IL-
6, citocina que desempenha um papel importante na defesa do hospedeiro. Onde
na presenca de infec¢des ou lesdes teciduais, a IL-6 é prontamente produzida
por monaocitos e macrofagos e contribui para a remocéo de agentes infecciosos
e restauracdo de tecidos danificados por meio da ativacdo de respostas
imunoldgicas, hematoldgicas e de fase aguda (Tanaka et al. 2016). A
imunomarcacao foi maior para os grupos PA e PA+AR comparado aos grupos
sem lesdo. Resultado esse ja € esperado, uma vez que estudos do nosso grupo
verificaram que IL-6 atua exacerbando a resposta inflamatéria periapical
(Samuel et al. 2019), assim como a PA influéncia o aumento da dosagem sérica
de IL-6 (Cintra et al. 2016, Azuma et al. 2021), mantendo assim uma relacéo
bidirecional. Entretanto, ndo foi possivel observar um aumento estatisticamente
significante de IL-6 no grupo PA+AR, apesar de estudos com doenca periodontal
(DP) revelarem um aumento de IL-6 e TNF-q, tanto na articulagéo dos joelhos
guanto no fluido gengival (Hirano 2010; Noh et al., 2013).

A IL-17 também foi escolhida nesse estudo, uma vez que ja foi alvo de
intensas pesquisas e ja relacionada com a AR e a PA (Lubberts 2015, Cintra et
al. 2016). Ela é secretada principalmente por células T, denominadas Th 17
(Gaffen 2011) e apresenta-se ativa em respostas inflamatérias, autoimunes e
antimicrobianas a patdgenos em uma variedade de doencas infecciosas
(Schenkein et al. 2010). Neste estudo, o grupo PA+AR revelou maior
imunomarcacédo de IL-17 quando comparado ao grupo com PA. Isso pode ser
explicado pois aléem da IL-17 estar presente nas lesdes periapicais, ela também
€ encontrada isolada da AR. Além disso, estudos apontam evidencias que a IL-
17 esta envolvida no desenvolvimento da AR e desenvolve papel critico no seu
estabelecimento (Sarkar et al. 2010; Lubberts 2015).
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O TNF-a é outra citocina que também se relaciona com o processo
inflamatorio e atua como importante mediador de lesdes teciduais (Tansey &
Szymkowski 2009). Na presenca da PA, sabe-se que ha aumento consideravel
de TNF-a nos tecidos que circundam o elemento dentario, podendo-se supor que
esta citocina pode induzir a atividade osteoclastica local (Coli¢ et al. 2009,
Samuel et al. 2019). E na presenca da AR, esta abundantemente presente no
soro de pacientes com AR e na sindvia artritica perturbando o equilibrio
controlado entre as citocinas pré e anti-inflamatoérias (Moelants et al. 2013).
Neste estudo, o grupo PA+AR revelou maior imunomarcacao de TNF-a quando
comparado ao grupo com PA, ou seja, a presenca da AR nas lesdes periapicais
foi capaz de aumentar o seu estado inflamatorio. Esse aumento também foi
observado em um recente estudo, que ressaltou uma possivel relagdo entre a
periodontite apical e a exacerbacéo da artrite reumatoide, uma vez que animais
com PA e AR tiveram maiores danos articulares e maiores valores séricos de
TNF-a (Damini et al., 2024).

Buscando alteracbes especificas no processo reabsortivo da PA na
presenca ou auséncia da AR, foi analisado a severidade da reabsor¢cao 6ssea
por meio da analise de Micro-CT e pela marcacdo imunoistoquimica para
RANKL, OPG e TRAP. Diante dos resultados da microtomografia
computadorizada, a AR foi capaz de agravar a severidade da reabsorcao 0ssea
das lesbGes de PA, uma vez que a volume de perda éssea foi evidentemente
muito maior para o grupo PA+AR comparado ao grupo PA. Isso pode se dar,
pois a progressao de ambas as doencas inclui o processo de reabsor¢cédo 6ssea
por meio da ativacdo do receptor ativador do fator nuclear kB (Cotti et al.,
2014). Podendo ser justificado também, uma vez que o grupo PA+AR obteve
maior imunomarcacao de TNF-a, que possui importante papel no recrutamento
de osteoclastos na patogénese de disturbios envolvendo inflamacéo (Wong et
al., 2008) estando implicada na degradacéo de tecidos moles e na reabsorcao
0ssea, direta ou indiretamente, apoiando a osteoclastogénese (Fouad et al.,
2020). Além disso, na presenca da AR, € bem conhecido que ha uma expresséo
continua de citocinas como o TNF-qa, IL-1 e IL-6 (Gierut et al., 2010), e essas
citocinas além de desempenharem um papel pré-inflamatério, também podem
induzir a reabsorcao 0ssea (Maton & Kiss, 2014; Yang et al., 2018; Azuma et al.,
2014).
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Esses resultados, que demonstram maior perda 6ssea para 0 grupo
PA+AR, séo fortalecidos pelos achamos imunoistoquimicos, uma vez que o
aumento na expressado e RANKL no grupo PA+AR foi evidente. A RANKL é uma
proteina fundamental para a formacéo osteoclastica, e quando h& ligagdo com
RANK culmina na formacdo de células reabsortivas e consequentemente na
reabsorcéo (Hofbauer et al., 2005). Em relacdo a OPG, houve um aumento nos
grupos PA e PA+AR, podendo ser explicado uma vez que a sua expressao é
aumentada na presenca de interlecinas, como (IL)-1qa, IL-13, TNFa, TNF(, entre
outras (Vega et al., 2007). Entretanto, n&o houve diferengas entre 0s grupos com
lesbes. A OPG ao contrario de RANK-L, € osteoprotetora, liga-se ao RANKL,
impedindo a sua interacdo com o RANK e inibindo a formacdo de osteoclastos
(Silva e Branco 2011) e consequentemente inibindo a reabsorcdo. O grupo
PA+AR possuiu maior reabsorcédo que o grupo PA, pois a via RANKL-OPG foi
deslocada para RANKL, havendo menores disponibilidade de OPG e menor
inibicdo da reabsorcdo. Esses dados poder ser confirmados, pois o grupo
PA+AR obteve maiores quantidade de células TRAP positivas por milimetro da
lesdo de PA. Uma vez que TRAP é liberado junto com produtos de degradacéo
da matriz 6ssea por osteoclastos ativos e representa um biomarcador direto da

atividade osteoclastica e reabsorcdo 6ssea (Salinas-Mufioz et al., 2017).

7. Conclusao

Por meio dos resultados, é possivel observar uma associa¢do entre ambas
as doencas, uma vez que a presenca da artrite reumatoide foi capaz de
prejudicar ainda mais o perfil inflamatoério e o processo reabsortivo de lesdes

periapicais em ratos Wistar.
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