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RESUMO

A periodontite apical é uma das doencas orais de maior prevaléncia em todo o mundo. A
patogénese da doenga é bastante complexa, envolve diversos fatores relacionados a resposta
imunologica, como recrutamento de células de defesa, liberagdo de mediadores inflamatorios e
a reabsorcéo 0ssea periapical. O uso de corticoterapia cronica sistémica pode estar diretamente
relacionado com uma modificacdo na biologia do desenvolvimento da periodontite apical,
podendo influenciar o seu prognoéstico e tratamento. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar
a resposta inflamatéria e o desenvolvimento da periodontite apical em ratos tratados
cronicamente com glicocorticoides. Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos
divididos aleatoriamente em dois grupos: um grupo tratado com prednisona (5 mg/kg/dia) e um
grupo controle que foi administrado solucdo salina, durante 30 dias antes da inducdo da
periodontite apical continuando até o dia de eutanasia (0, 7, 14 e 28 dias) ap6s a inducdo da
lesdo. As mandibulas foram submetidas a avaliacdo radiografica (tamanho da lesdo) e
posteriormente, foram realizadas andlises histologica (tipo e intensidade da inflamacéo),
histomorfométrica (contagem de osteoclastos, polimorfonucleares, mononucleares),
histoquimica (avaliagdo do percentual de fibras coldgenas) e imunohistoquimica (Interleucina
1B). Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0®,
considerando um nivel de significancia de 95%. Houve um aumento significativo no tamanho
da leséo apical ao 14° dia dos animais tratados com prednisona (p<0,001).. Nesse mesmo dia,
0 grupo prednisona apresentou um perfil inflamatério do tipo agudo, significantemente
diferente do apresentado pelo grupo salina (p=0,007) e a intensidade do infiltrado inflamatério
do grupo prednisona foi maior que do grupo salina (p=0,007). A contagem de células
polimorfonucleares (p=0,006), osteoclastos (p=0,001) e imunomarcadas para IL-1p (p=0,044)
mostrou-se aumentada nos animais tratados com prednisona do 14° dia. O grupo prednisona
também apresentou uma diminuicdo na deposicdo de colageno tipo I (p=0,040) e o aumento de
colageno tipo Il (p=0,039) no 28° dia. Conclui-se que os glicocorticoides modificaram o
desenvolvimento da periodontite apical experimental induzida em ratos, causando aumento
precoce da reabsorcéo 0ssea periapical e da necrose pulpar. Esses farmacos também levaram a
uma exacerbacdo do processo inflamatério agudo, bem como com um aumento nos niveis de
IL-1B e dos osteoclastos, além de uma alteracdo no perfil de colageno dos tecidos conjuntivos
apicais.

Palavras-chaves:  Periodontite  Periapical, Reabsorcio Ossea,  Glicocorticoides,

Imunossupressao.



ABSTRACT

The apical periodontitis is one of the most prevalent oral diseases in the world. The pathogenesis
of the disease is very complex, involving many factors related to the immune response, such as
immune cells recruitment, release of inflammatory mediators and the periapical bone
resorption. The use of chronic systemic corticosteroids may be directly related to a change in
the developmental biology of apical periodontitis, which may influence its prognosis and
treatment. Therefore, the objective of this study was to evaluate the inflammatory response and
the development of apical periodontitis in rats chronically treated with glucocorticoids. Male
Wistar rats (Rattus novergicus) were randomly divided into two groups: a prednisone (5 mg /
kg / day) treated group and a control group that was given saline solution for 30 days prior to
the induction of apical periodontitis, continuing until euthanasia (0, 7, 14 or 28 days after
induction of the lesion). The jaws were submitted to radiographic evaluation (lesion size), and
posterior histological (type and intensity of inflammation), histomorphometric (osteoclast
counts, polymorphonuclear, mononuclear counts), histochemistry (evaluation of the percentage
of collagen fibers) and immunohistochemistry (Interleukin 1p) analyses were performed. All
analyzes were performed using GraphPad Prism 5.0® software, at a significance level of 95%.
There was a significant increase in apical lesion size at day 14 of prednisone-treated animals (p
<0.001). Also on day 14, the prednisone group had an acute inflammatory profile (p= 0.007),
significantly different from that presented on the saline group, and the intensity of the
inflammatory infiltrate of the prednisone group was higher than that of the saline group (p =
0.007). Polymorphonuclear cells (p = 0.006), osteoclast (p = 0.001) and IL-1p-immunolabelled
cells counts (p = 0.044) were higher in animals treated with prednisone on the 14th day. The
prednisone group also had a decrease in type | collagen (p=0,040) deposition and an increase
in type 111 collagen (p=0,039) on the 28th day. Therefore, the glucocorticoids may alter the
development of experimental apical periodontitis induced in rats, causing an early increase in
periapical bone resorption and pulpal necrosis. These drugs may also lead to an exacerbation
of the acute inflammatory process, as well as an increase in IL-1p and osteoclast levels, as well

as a change in the collagen profile of apical connective tissues.

Keywords: Periapical Periodontitis, Bone Resorption, Glucocorticoids, Immunosuppression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Periodontite apical

A periodontite apical € uma das doencas orais de origem inflamatoria mais
comumente diagnosticada em seres humanos (XIONG et al., 2010). A doenca se caracteriza
por uma resposta do hospedeiro a agentes nocivos como traumas, procedimentos iatrogénicos
e, principalmente, pelas bactérias patogénicas oriundas do processo da carie (SIQUEIRA,;
ROQAS, 2008; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES;
D’SOUZA, 1998; BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; LIU et al., 2014). As
bactérias agem, inicialmente, colonizando os canais radiculares, levando a uma destruicdo dos
tecidos pulpares e posteriormente no desenvolvimento de uma lesdo nos tecidos
perriradiculares, geralmente na forma de granulomas ou cistos (STASHENKO et al., 1994;
GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA,
1998; BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; LIU et al., 2014).

A patogénese da doenca é bastante complexa, envolve diversos fatores relacionados
a resposta imunoldgica (SIQUEIRA; ROCAS, 2008; STASHENKO; TELES; D’SOUZA,
1998). As principais vias de contaminagdo pulpar sdo através dos tubulos dentinarios, por
exposicdo pulpar direta, ou através dos forames laterais e apical (SIQUEIRA; ROCAS, 2008;
TAKAHASHI, 1998). A patogenicidade das bactérias pode ser de forma direta, a partir da
liberagdo de produtos nocivos, como enzimas, exotoxinas e produtos metabolicos, ou de forma
indireta, a partir da liberagdo de subprodutos bacterianos como endotoxinas, e componentes
estruturais, assim como o &cido lipoteicoico, lipopolissacarideos, flagelos e proteinas de
membrana (SIQUEIRA; ROCAS, 2008; TAKAHASHI, 1998; LIU et al., 2014).

A resposta imunoldgica ocorre a partir da contaminacdo direta da polpa dentaria,
onde se inicia 0 processo de defesa, a partir de células dendriticas semelhantes a macrofagos,
presente na camada de odontoblastos, que vao atuar como células apresentadoras de antigenos
(APC). Em seguida, ocorre o recrutamento de leucécitos polimorfonucleares, mondécitos e
linfocitos para a cdmara pulpar (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). Geralmente, esse
mecanismo é incapaz de debelar a infeccdo fazendo com que a contaminacao atinja os tecidos
perriradiculares (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998).

Apos a liberacdo de toxinas e mediadores inflamatorios pulpares na regido apical,

é entdo iniciado um segundo processo de defesa do hospedeiro no local, esta, geralmente,
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encontra-se limitada ao ligamento periodontal e ao tecido 0sseo esponjoso circunvizinho,
evoluindo para o 0sso adjacente com a progressdo da doenca (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). Essa resposta se
assemelha bastante com a ocorrida anteriormente, ou seja, se caracteriza pela producgédo e
liberacdo de anticorpos, mediadores inflamatorios, por exemplo as citocinas, quimiocinas e
metabdlitos do acido araquidénico, neuropeptidios, como também pelo recrutamento e ativacdo
de células de defesa, como leucdcitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos, linfocitos,
mastocitos, células natural killers (NK) e células gigantes (XIONG et al., 2010; SIQUEIRA,
ROCAS, 2008; TAKAHASHI, 1998; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998;
BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012).

Os leucécitos PMN e os macrofagos estdo envolvidos no processo da imunidade
inata, sdo considerados a primeira linha de defesa, fagocitam as bactérias opsonizadas e células
mortas e também s&o recrutados, inicialmente, a partir da ativacdo do sistema complemento e
seus subprodutos (TAKAHASHI, 1998; STASHENKO; TELES; D’'SOUZA, 1998).

Os PMN sdo células de vida curta e sua morte massiva é responsavel pelo
desarranjo do tecido na fase aguda da doenca (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE,
2014). As citocinas, interleucina 8 (IL-8), interleucina 1 (IL-1), interleucina6 (IL-6),
interleucina 17 (IL-17), fator estimulador de colénia de granuldcitos (G-CFS) e o fator
estimulador de col6nias de granuldcitos-macréfagos (GM-CFS) também sdo responsaveis pela
guimiotaxia e ativacdo de leuctcitos PMN. Dentre eles, o mais envolvido no processo
inflamatdrio inicial/agudo é o neutrofilo, por sua vez os leucocitos PMN produzem uma gama
de citocinas como a IL-1, fator de necrose tumoral o (TNF-o), IL-6, IL-8, proteinas
inflamatorias de macrofagos (MIP-1) que vao atuar como quimioatratores recrutando mais
neutrofilos e também outras células inflamatérias, como os macréfagos (GRAUNAITE;
LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

A infiltracdo de macréfagos € lenta quando comparado aos PMN, mas esta célula
apresenta uma boa atividade fagocitica, podendo atuar como APC nas etapas iniciais da
imunidade adquirida (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014). Dentre os
principais agentes quimioatratores e ativadores de macrofagos estdio MCP-1 (CCL2), MCP-3,
INF-y, TNF-a e o LPS, por sua vez, quando ativados, os mesmos produzem uma gama de
citocinas tal como a IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, metabdlicos do acido araquiddnico,
metaloproteinases e GM-CSF (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

Os linfocitos T e B fazem parte da imunidade especifica e sdo predominantes em

lesGes periapicais. O linfocito B quando ativado, a partir de antigenos ou corpo estranho, se
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diferencia em plasmocito para producdo de anticorpos (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014). Os linfécitos T se apresentam de varios tipos, os T auxiliares que
sdo subdivididos em T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), além dos linfocitos T supressores, T
citotoxicos, que estdo envolvidos com a cronicidade da inflamacdo (TAKAHASHI, 1998;
GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

As células Thl tém sua acdo sobrerregulada pela liberacdo de IL-12 e atuam
produzindo IFN-y, TNF-a ¢ GM-CSF, que por sua vez, vao aumentar a liberacdo de IL-1,
induzindo uma exacerbagdo da atividade osteoclastica (STASHENKO; TELES; D’SOUZA,
1998). Ja as células Th2 tem sua agdo aumentada pela liberagdo de IL-10 e atuam induzindo a
proliferacdo e diferenciacdo de células B, como também na liberacdo de citocinas anti-
inflamatdrias, como IL-4, IL-10 e IL-13, que por sua vez inibem a liberacéo de IL-1, modulando
a atividade osteoclastica (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas pro-inflamatérias estimulam a reabsorcdo Ossea a partir da
proliferacdo, diferenciacéo e ativagdo de osteoclastos, o que leva ao desenvolvimento da leséo
periapical, como exemplos temos a IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-17 (XIONG et al., 2010;
SIQUEIRA; ROCAS, 2008).

A IL-6 e IL-8 sdo citocinas caracteristicas da fase aguda da doenga, ambas
estimulam a quimiotaxia de neutrofilos e induzem a reabsorc¢éo éssea, a IL-6 também estimula
a diferenciacdo de linfdcitos B e a ativacdo de linfécitos T, como também modula as respostas
contrérias aos efeitos da IL-1, desempenhando papeis pro e anti-inflamatérios (GRAUNAITE;
LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

O TNF-a ¢ produzido por diferentes tipos de células, como macrofagos e linfocitos
Thl e age ativando macrofagos, linfocito T e B, células NK e estimulando a reabsorcéo dssea
(GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

A interleucina 1 tem sido classificada como um mediador central no processo de
inflamacdo periapical e apresenta duas isoformas, a IL-1a e IL-1B, sendo a IL-1p a mais
presente em lesdes apicais em humanos e a IL-1o em roedores (GRAUNAITE; LODIENE,;
MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). Sua liberagdo ocorre a
partir de macréfagos, PMN, osteoclastos e células epiteliais de cistos, sua inducéo é regulada
através de outros mediadores como interferon gama (IFN-v), interleucina 12 (IL-12) e TNF-a,
porém a mesma é inibida pela liberacdo de interleucina 4 (IL-4), IL-6, interleucina 10 (IL-10)
e interleucina 13 (IL-13) (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014). Além de
induzir a quimiotaxia de neutréfilos e mondcitos através da expressdo da molécula de adesdo

celular (CAM-1), a IL-1 é um potente indutor da reabsorcéo 0ssea e induz a liberacdo de PGE2
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e metaloproteinases de matriz (STASHENKO, et al. 1994; GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; MEYER-HOFFERT,
2011).

A medida que a inflamac&o pulpar progride, 0 0sso circunvizinho acaba sendo
atingido, o que leva a sua destruicdo e a formacdo da lesdo apical (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; BELIBASAKIS;
RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). A destruicao do ligamento periodontal e do tecido 6sseo
circunvizinho ocorre a partir da liberacdo de enzimas de degradacdo de matriz extracelular e
proliferagéo dos osteoclastos, estes por sua vez séo induzidos diretamente pela producéo de IL-
1 e TNF-a (TEIXEIRA, 2007). As enzimas de degradacdo podem ser tanto metaloproteinases
de matriz (MMP), como as colagenases e gelatinases, e as proteases de serina, como por
exemplo elastase e catepsina G (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014).

Sob condicBes fisiologicas, a integridade do tecido Osseo esta diretamente
relacionada com o equilibrio de funcdes dos osteoblastos e osteoclastos (SILVA et al., 2007;
BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). Os osteoclastos sdo células de origem
hematopoietica da linha mondcito-macréfago conduzidos por quimiocinas até o ambiente da
lesio (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007). As
quimiocinas capazes de atrair e diferenciar os osteoclastos séo CCL-2, CCL-3, CCL-5, CCL-9,
CXCL-1, CXCL-12, dentre outras (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014). No
entanto, a ativacdo dos osteoclastos ocorre através da ligacdo do receptor ativador do fator
nuclear kapa B (RANK) com o ligante do receptor ativador do fator nuclear kapa B (RANKL)
(GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007).

O processo de reabsorcao Ossea esta diretamente ligado a diferenciacdo, atracdo e
ativacdo de osteoclastos a partir do desequilibrio no balan¢o de osteoprotegerina (OPG), RANK
e RANKL. Essas citocinas séo classificadas como membros da familia do fator de necrose
tumoral (TNF). (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; BELIBASAKIS;
RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001).

A identificacdo do sistema RANK-L/RANK/OPG como o principal efetor da
osteoclastogénese representa um dos maiores avangos no estudo da biologia do tecido 6sseo
(KHOSLA, 2001). Os estudos deste sistema de transducéo de sinais tém liderado os avangos
para uma maior compreensédo sobre como a remodelacéo 6ssea € regulada (BOYCE et al., 2008)

O RANKL é uma citocina essencial para a inducdo da osteoclastogénese,
encontrada na superficie membranar ou pode ser secretada por osteoblastos, fibroblastos e
linfécitos (BOYCE et al., 2008; GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA
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et al., 2007; BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER,;
HEUFELDER, 2001). Além dessa funcdo, 0 RANKL também age induzindo a formacéo e
liberacdo de quimiocinas (CCL-2, CCL-3, CCL-5 e CXCL-9) que amplificam a atracdo e
diferenciacdo de osteoclastos, exacerbando a reabsorcdo 6ssea (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007).

O RANK é o receptor que traduz as acGes do RANKL, apresenta-se como uma
proteina de superficie celular presente nas células precursoras de osteoclastos e quando ativado
causa a maturacdo dos osteoclastos através do aumento da transcricdo de genes especificos
(GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014; SILVA et al., 2007; HOFBAUER;
HEUFELDER, 2001). A sua cascata de sinalizacdo é complexa e ndo totalmente compreendida,
sua funcdo e interacdo com outras citocinas ainda ndo foram completamente definidas
(HOFBAUER; HEUFELDER, 2001).

A osteoprotegerina é um receptor transmembranar antagonico natural da reabsorcao
Ossea, também conhecida como fator inibidor da osteoclastogénese, a partir da sua ligacéo ao
RANKL, impedindo a ligacdo do sistema RANK/RANKL (GRAUNAITE; LODIENE;
MACIULSKIENE, 2014; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001; KONDO et al., 2008). E
produzida primariamente pelos osteoblastos e seus precursores, mas também pelas células B,
celulas dendriticas e macrofagos. (SODEK et al., 2000). Sua principal funcdo é inibir a
diferenciacéo e reduzir a sobrevivéncia dos osteoclastos (HOFBAUER; HEUFELDER, 2001;
KONDO et al., 2008).

A producdo e liberacdo de RANKL e OPG sdo controladas por estimulos sistémicos
e locais, como horménios esteroides, beta-estradiol, mediadores inflamatérios e produtos
bacterianos (BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER,;
HEUFELDER, 2001). A IL-1, 0 TNF-a e as prostaglandinas sdo os mediadores mais potentes
na inducdo de RANKL (GRAUNAITE; LODIENE; MACIULSKIENE, 2014;
BELIBASAKIS; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012; HOFBAUER; HEUFELDER, 2001).

A periodontite apical, por ser uma doenca infecto-inflamatoria, pode estar sujeita a
modificagdes no seu desenvolvimento, como por exemplo, em pacientes portadores de
alteracbes sistémicas de carater inflamatorio e/ou imunolégico, os quais necessitam de
tratamento imunossupressor, na maioria das vezes, com a indicagdo do uso de corticoterapia

sistémica por longos periodos de tempo.
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1.2 Corticoterapia

Os glicocorticoides (GC) sdo medicamentos pertencentes a classe dos horménios
esteroides, sdo analogos sintéticos do cortisol endégeno, amplamente utilizados por diversas
especialidades médicas (DAMIANI; SETIAN; DICHTCHEKENIAN, 1984). Esses
medicamentos representam uma das classes de drogas anti-inflamatdrias mais comumente
utilizada e com crescente aumento nos ultimos anos, porém, sua utilizagéo é restringida pela
sua grande capacidade de causar efeitos adversos (GOES; JACOBS; BIJLSMA, 2014).

Os GC sdo responsaveis pela sintese de macromoléculas, portanto, seus efeitos
podem levar de algumas horas ou até dias para que se facam presentes. Por outro lado, a duracéo
das suas acbes pode prolongar-se por algum periodo de tempo mesmo apo6s a queda de seus
niveis (PEREIRA et al., 2007; JACOBS; BIJLSMA, 2014).

Os glicocorticoides causam alteracdo na transcricdo de genes vinculados a
inflamacgdo e a imunidade. A resposta anti-inflamatoria ocorre por acéo local, tanto na fase
inicial quanto na fase tardia do processo inflamatério (DAMIANI et al., 2001). Os GC podem
suprimir a inflamacéo, principalmente, pela inibicao de fatores de transcri¢cdo, como a proteina
ativadora 1 (AP-1) e o fator nuclear kB (NFkB) que conduzem a uma regulacdo negativa na
sintese de proteinas pré-inflamatérias (PEREIRA et al., 2007; GOES; JACOBS; BIJLSMA,
producdo de mediadores lipidicos, tais como leucotrienos, prostaglandinas e fator ativador de
plaquetas (DAMIANI et al., 2001, PEREIRA et al., 2007).

Os GC também inibem a transcricdo de varias citocinas que sdo relevantes na
resposta inflamatoria, como IL-1, IL-2, IL-6, IL-11, TNF-0 e quimiocinas, além de bloquear a
liberacdo de vérias delas, como IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 e GSM-CSF, que sdo importantes
no recrutamento e sobrevivéncia de células envolvidas no processo inflamatério (DAMIANI et
al., 2001; PEREIRA et al., 2007).

Os efeitos imunologicos dos GC promovem uma leucocitose, a partir do aumento
da sobrevivéncia e proliferacdo de neutrofilos, ao mesmo tempo que estimulam a apoptose de
eosinofilos e basofilos (COUTINHO; CHAPMAN, 2011; HARRIS et al.,, 2015). Ocorre
também a diminuicdo do aporte de leucdcitos aos sitios inflamados, uma inibi¢éo da resposta
proliferativa de mondcitos e sua diferenciagdo em macrofagos. Esses farmacos causam uma

linfopenia, atingindo principalmente os linfécitos T (CD4), a partir da inibicdo das respostas
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Thl e Th2, o que pode levar a uma imunodeficiéncia grave, a qual favorece a instalagédo de
infeccBes oportunistas, como também, estimulando o processo de reagudizacdo de inflamacdes
cronica devido a inibicdo da resposta imune especifica. (DAMIANI; SETIAN;
DICHTCHEKENIAN, 1984; DAMIANI et al., 2001; PEREIRA et al, 2007;
FRANCHIMONT, 2004).

Os efeitos adversos do uso de GC sdo bastante frequentes, isso decorre devido as
numerosas acoes metabdlicas que essas drogas produzem e estdo diretamente relacionadas a
duracdo do tratamento e a dose utilizada (DAMIANI et al., 2001; PEREIRA et al., 2007).
Dentre os efeitos adversos comuns a terapia cronica dos GC, podemos citar a osteonecrose, 0
aumento da susceptibilidade a infeccOes e a osteopenia e osteoporose, a partir do aumento da
atividade reabsortiva e diminuicdo da formacdo 0ssea (DAMIANI et al., 2001; CANALIS;
DELANY, 2002; PEREIRA et al., 2007; GOES; JACOBS; BIJLSMA, 2014).

Os mecanismos pelos quais 0s GC levam ao aumento da reabsor¢do 6ssea nao sao
completamente compreendidos, porém sabe-se que esta pode ser causada, principalmente, pela
diminuicdo do numero e da atividade dos osteoblastos e, secundariamente, pelo aumento da
funcdo dos osteoclastos, além disso os GC levam a uma diminuicdo da absorcdo intestinal do
calcio e ao aumento de sua excrecao urindria (DAMIANI et al., 2001; CANALIS; DELANY,
2002; PEREIRA et al., 2007; KONDO et al., 2008; KANEKO et al., 2012; GOES; JACOBS;
BIJLSMA, 2014). Outro mecanismo também envolvido nesse processo ocorre a partir do
sistema RANKL/OPG, o qual os GC levam ao aumento da expressdo de RANKL, do fator
(CANALIS; DELANY, 2002; KONDO et al., 2008; KANEKO et al., 2012).

Outros efeitos comuns do uso de GC de forma crénica sdo a inibi¢do da proliferacéo
de fibroblastos, de capilares sanguineos e da producéo e deposic¢do de colageno, principalmente
colageno do tipo I, um dos principais componentes da matriz dssea extracelular (NOBUHARA
etal., 1993; CANALIS; DELANY, 2002).

Devido aos efeitos inibidores do sistema imunologico, da resposta inflamatoria e da
indugdo da reabsorcdo d6ssea, 0s GC agem como modificadores da resposta biologica, o que
pode afetar a extensdo e a gravidade das respostas inflamatérias (STASHENKO; TELES;
D’SOUZA, 1998). Portanto, seu uso cronico sistémico pode estar diretamente relacionado com
uma modificacdo na biologia do desenvolvimento de uma periodontite apical, podendo
influenciar o progndstico e tratamento dessa leséo.

Atualmente, ndo ha na literatura estudos clinicos ou experimentais sobre o possivel

impacto do uso cronico dos GC no desenvolvimento da periodontite apical. Os estudos atuais,
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envolvendo os GC e a periodontite apical, baseiam-se no uso destes medicamentos a curto
prazo, seja de forma sistémica, como anti-inflamatério, ou de uso local, em medicacdes intra-
canais para o controle da inflamacéo nesses pacientes.

Sabe-se que 0s GC apresentam um efeito dual na resposta inflamatéria, mostrando-
se efetivos no tratamento adjuvante a curto prazo da periodontite apical, entretanto, em
pacientes que fazem usos crénicos dessa droga, podem talvez exibir um efeito oposto, o que
pode levar ao desenvolvimento mais agressivo desta enfermidade. Portanto, faz-se necessaria a
realizacdo de estudos para avaliar o impacto direto do uso cronico sistémico dessa droga no

desenvolvimento da periodontite apical.
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2. PROPOSICAO
2.1 Objetivo geral

Avaliar influéncia da resposta inflamatoria e o desenvolvimento da periodontite apical

em ratos tratados e ndo tratados cronicamente com glicocorticoides.

2.2 Objetivos especificos

e Observar e comparar o desenvolvimento da periodontite apical, através de exames
imaginoldgicos e histoldgicos.

¢ Analisar histologicamente o tipo e intensidade do processo inflamatdrio.

¢ Investigar por histomorfometria os sitios de periodontite apical em relacdo ao nimero
de osteoclastos, contagem de polimorfonucleares e mononucleares e mensuragdo da
deposicao de colageno.

e Analisar a imuno-expressao de IL-1B nos sitios com periodontite apical.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais, grupos e doses

O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Cearé sob o protocolo de nimero 38/2016.

Foram utilizados 80 ratos Wistar (Rattus novergicus) machos com peso medio
inicial entre 150 - 180g. Os animais foram mantidos com agua e racdo ad libitum, em ciclo
claro-escuro de 12 h, temperatura de 20-25°C. Os animais foram aleatoriamente divididos em
dois grupos: um grupo no qual foi administrado prednisona 5mg/kg/dia via oral, esta dose é
equivalente a doses moderadas comumente utilizadas na clinica médica e no grupo controle foi
administrado 0,1 ml de solucdo salina (NaCl 0,9%) via oral (RAMOS-REMUS et al, 2002).
Em ambos os grupos, a medicacgéo foi realizada durante 30 dias antes da inducéo da periodontite
apical continuando até o dia da eutanasia. Os grupos foram subdivididos em 4 subgrupos de 8
animais cada, de acordo com os dias de eutanasia (0, 7, 14 e 28 dias), apds a inducdo da lesdo
(Tabela 1).

Tabela 1: Distribuicdo da quantidade total de animais utilizados por grupos.

GRUPO PREDNISONA GRUPO SALINA
DIAO 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
DIA 7 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
DIA 14 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
DIA 28 8 ANIMAIS 8 ANIMAIS
TOTAL 64 ANIMAIS

3.2 Calculo amostral

Baseado no trabalho de CINTRA et al. (2014) que observou que animais com leséo
apical com uma média de area 86.69+9.57 um? (média + desvio-padrdo) diferem
significantemente de animais com comprometimento imunologico (diabetes mellitus), os quais
apresentaram lesdes com uma média de area de 109.99+17.08 um? (media £ desvio-padrao),
portanto estimou-se necessario avaliar um total de 8 animais por grupo de estudo a fim de obter
uma amostra que represente com 95% de confianca e 90% de poder uma diferenga nos

tamanhos das lesdes periapicais entre os dois grupos.
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3.3 Protocolo experimental

A inducdo da periodontite apical foi realizada de acordo com um método descrito
por WANG e STASHENKO, 1991. Apds a anestesia que foi realizada com quetamina
(80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal, as polpas dos primeiros molares
inferiores direitos foram expostas com uma broca do tipo carbide de ¥ de didmetro (JET®,
Ontario, Canada) em alta rotacdo sem refrigeracéo, a broca foi ativada até que todo seu didmetro
penetrasse na camara pulpar (Figura 1, A, B e C). Em seguida, a camara pulpar foi explorada
por uma lima endodontica do tipo kerr série especial nimero 06 (Dentsply-Maillefer®,
Ballaigues, Suica) (Figura 1D). Posteriormente, os dentes foram deixados expostos ao meio
bucal durante todo o experimento e o molar inferior esquerdo foi utilizado como controle
(TEIXEIRA, 2007; LIU et al., 2014).

Todos os procedimentos foram realizados por um Unico operador previamente

treinado que desconhecia 0s grupos experimentais.

S T

]

Figura 1. Acesso da camara pulpar dos primeiros molares inferiores do lado direito. Primeiro molar inferior direito
(A), acesso com broca carbide ¥, em alta rotacéo e sem refrigeragéo (B), primeiro molar acessado (C) e confirmagdo
do acesso com lima endoddntica de série especial n° 6 (D).
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Apo0s eutanasia dos subgrupos por barbituricos (Pentobarbital sodico, 150mg/kg,
via intravenosa) nos dias estipulados (0, 7, 14 e 28), as hemimandibulas foram removidas
cirurgicamente e armazenadas em formol neutro a 10% durante 48 horas para andlise

radiogréafica e confeccdo de laminas histologicas.

3.4 Andlise radiogréfica

As hemimandibulas de todos os grupos foram radiografadas em aparelho de raio-X
convencional (DabiAtlante®; 63 70Kvp, 8mA) acoplado ao sistema de captura digital de
imagem Digora®. A técnica radiografica empregada foi a do paralelismo (cone longo)
utilizando-se posicionador. As hemimandibulas foram posicionadas paralelamente ao filme
radiografico e a distancia foco-filme utilizada foi de 20cm. O tempo de exposicdo foi
estabelecido em 0.25 segundos fixando-se a fungéo para radiografia digital periapical de bateria
dentéria anterior superior.

As hemimandibulas direita (lado teste) e esquerda (lado controle) do mesmo animal
foram posicionadas na mesma placa de captura digital, o lado direito na por¢do superior e 0
lado esquerdo na porcdo inferior, de modo que a face lingual das pegas ficasse em contato com
a superficie ativa da placa (Figura 2A). Uma fita matriz de 5mm foi posicionada na porcéao
inferior, abaixo da hemimandibula esquerda para conversdo dos valores de pixels em mm?2
(Figura 2, A e B).

‘A
.

Figura 2. Posicionamento das hemimandibulas dissecadas e fita matriz de 5mm sob a placa digital (A). Imagem
radiografica obtida a partir do sistema digital de captura Digora® (B).
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As radiografias foram entdo exportadas para o formato de imagem .jpeg para analise
quantitativa por meio do software de anélise de imagem ImageJ® (Instituto Nacional de Salde,
EUA). Apos aleatorizacdo, um Unico operador que desconhecia 0s grupos experimentais mediu
em triplicata a area radioltcida em mm2 nos sitios de periodontite apical, proximo a raiz mesial,
através do comando de selecdo de area livre (Freehand selections) e foi considerada como
unidade amostral de cada animal a media aritmética das trés mensuragfes. O resultado foi
expresso como médiatEPM das unidades amostrais de cada subgrupo (Adaptado de SILVA et
al., 2015).

3.5 Confecgdo de laminas e analise histoldgica

As hemimandibulas foram descalcificadas em solugcdo EDTA 10% (pH 7,3; NaOH,
PA) (BEHARI & BEHARI, 2007; KEKLIKOGLU, 2004), durante 30 dias, sendo mantidas em
suspensdo por todo o periodo. Em seguida, o material foi incluido em parafina por
processamento automatizado PT05 LupTec®, cortados em espessura de 4 um e corados por
Hematoxilina-eosina em laminas montadas com Enhtellan® (JUNQUEIRA, JUNQUEIRA,
1983; TIMM, 2005). As seccBes realizadas incluiram a raiz mesial e distal dos primeiros
molares inferiores e o apice radicular.

Os primeiros molares inferiores e os tecidos adjacentes foram analisados seguindo
0S seguintes parametros: presenca ou auséncia de necrose pulpar coronaria, necrose pulpar
radicular, reabsorcao Ossea periapical e micro abcessos. Os dados foram expressos em forma
de frequéncia absoluta e percentual.

Foi também realizada andlise qualitativa nos cortes representativos de cada
subgrupo em relacdo ao processo inflamatdrio, quanto ao seu tipo e intensidade. Ambas as
analises foram realizadas em 10 campos de um mesmo espécime em aumento de 400x junto ao
peridpice dentario, escolhidos de forma aleatdria, em todos os animais de cada subgrupo.

Os critérios considerados para cada analise foram:

a) Tipo de processo inflamatdrio:

Os critérios adotados correspondem ao tipo de célula inflamatdria predominante e

caracteristicas inflamatorias como descrito a seguir (Adaptado de BETTES, 2003):
Escore 1: Auséncia de infiltrado inflamatério;
Escore 2: Presenca de inflamagdo aguda (Caracterizada pelo predominio de

leucdcitos polimorfonucleares);
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Escore 3: Presenca de inflamagdo mista (Quando ndo houver predominio de
nenhum tipo de célula inflamatoria);

Escore 4: Presenca de inflamacdo crénica (Caracterizada por resposta
proliferativa de fibroblastos e infiltrado celular predominantemente mononuclear:

macrdfagos, linfdcitos e plasmocitos);

b) Intensidade do infiltrado inflamatério:

A intensidade do processo inflamatorio foi analisada em conformidade com o
nimero médio aproximado de células inflamatdrias presentes em cada corte (Adaptado de
PRIETO, 2014):

Escore 1: Células inflamatdrias ausentes ou em numero desprezivel (menos de
3 células por campo);

Escore 2: Infiltrado inflamatdrio discreto (menos de 10 células por campo);
Escore 3: Infiltrado inflamat6rio moderado (entre 10 e 25 células por campo);

Escore 4: Infiltrado inflamatorio intenso (mais que 25 células por campo)

Os resultados foram expressos como mediana (minimo e méaximo) das unidades
amostrais de cada subgrupo.

Todas as analises foram realizadas de maneira cega por um Unico operador.

3.6 Analise histomorfométrica

ApoGs analise qualitativa, com auxilio da ferramenta Plugin “Cell Counter” do
software ImageJ® (Instituto Nacional de Saude, EUA), os mesmos campos selecionados
anteriormente foram fotografados em grande aumento (400x), através de um microscépio com
camera acoplada (Motic BA310 Microscope with Moticam 2000 2.0 M Pixel USB 2.0 com
camera acoplada software Motic Plus 2.0, Motic Medical Diagnostic Systems Co.®, Hong
Kong), e realizadas as contagens dos numeros de células inflamatérias (PMN e MN), como
também de osteoclastos, para estes foram selecionados 5 campos no aumento de 400x na regido
Ossea periapical adjacente a lesdo (JILKA et al., 2013).

As células foram classificadas com base nas suas caracteristicas morfologicas,
como descrito a seguir (Adaptado de RAHDE, 2010; BRIZENO et al, 2016):

a) Polimorfonucleares: celulas de nicleo segmentado e morfologia multilobulada.
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b) Mononucleares: células sem nlcleo segmentado e morfologia unilobulada.
c) Osteoclastos: células grandes com citoplasma eosinofilico com trés ou mais
nucleos.
O somatorio das células existentes nos cinco/dez campos por animal foi
considerado como uma unidade amostral. Todas as analises foram realizadas de maneira cega
por um unico operador. Os dados foram expressos na forma de médiatEPM das unidades

amostrais de cada subgrupo.

3.7 Analise histoquimica de fibras colagenas

As éareas de tecido conjuntivo da lesdo apical foram submetidas a analise por
Picrosirius Red para verificacdo da quantidade e tipificagdo de deposi¢do do colageno. Essa
técnica confere coloracdo avermelhada para areas colagenizadas e através de polarizacéo de luz
sugere uma possivel distingdo entres os tipos de colageno através da birrefringéncia vermelho-
amarelada e verde-esbranquicada (KLINGE; FARMAN; FIEBELER, 2010).

Cortes de 3 um foram dispostos em laminas de vidro e desparafinados em estufa a
60°C por 3h e trés banhos de xilol (5 minutos). Apds reidratagdo em série decrescente de alcool,
as laminas foram incubadas em solucdo de picrosirius (ScyTek®) por 30 minutos e entdo
lavadas rapidamente em dois banhos de acido cloridrico 5%, contra-coradas com hematoxilina
de Harris por 45 segundos e montadas com Enhtellan® (BRIZENO et al., 2016).

Cinco campos (200x) foram selecionados e fotografados na forma convencional e
sob luz polarizada (Motic BA310 Microscope with Moticam 2000 2.0 M Pixel USB 2.0 com
camera acoplada software Motic Plus 2.0, Motic Medical Diagnostic Systems Co.®, Hong
Kong).

Para a analise de colageno total, as fotomicrografias foram avaliadas pelo software
de andlise de imagem ImageJ® (Instituto Nacional de Salde, EUA), ap6s calibracdo das
imagens pelo comando Color Thershold (Image > Adjust > Color Thershold) na fungdo RGB
para as cores Vermelho (Minimo de 71 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 0 e Maximo de
69) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 92) (Figura 3). Depois da calibragéo, as imagens foram
convertidas para escala de cor de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary
> Make Binary) e mensurada a porcentagem de area de colageno marcada em vermelho
(Analyse > Analyse Particles) (BRIZENO et al., 2016).
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Figura 3. Comando Color Threshold, Software ImageJ®.

Para as imagens polarizadas, o mesmo protocolo foi realizado ajustando-se as cores
na funcdo RGB para: Vermelho (Minimo de 0 e Maximo de 255), Verde (Minimo de 0 e
Méaximo de 255) e Azul (Minimo de 0 e Maximo de 32). Apds ajuste, as imagens foram
convertidas para escala de 8-bits (Image > Type > 8-bit), binarizadas (Process > Binary > Make
Binary) e mensurada a porcentagem de area de colageno marcada em amarelo-avermelhado
relativa a area marcada em vermelho. A area verde-esbranquicada foi obtida através de processo
semelhante ao descrito anteriormente, alterando-se os canais de cores RGB para: Vermelho
(Minimo de 0 e M&ximo de 65), Verde (Minimo de 0 e Mé&ximo de 255) e Azul (Minimo de 0
e Maximo de 255) (adaptado de ANDRADE et al., 2011).

As fibras coladgenas mais espessas e fortemente birrefringentes se apresentaram
coradas de tons de amarelo a vermelho, sugerindo o colageno tipo I, enquanto as fibras mais
finas e dispersas, fracamente birrefringentes, apresentaram-se coradas de verde, sugerindo o
colageno tipo Il (BETTES, 2003).

A média das percentagens da deposicao de cada tipo de colageno (total, tipo I e I11)
nos cinco campos foram utilizadas como uma unidade de amostragem. Todas as analises foram
realizadas de maneira cega por um Unico operador. Os dados foram expressos sob a forma de
média+tEPM das unidades amostrais de cada subgrupo.
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3.8 Processamento e avaliagdo imunohistoquimica

Foram realizados cortes de 3um dispostos sobre laminas sinalizadas para realizagdo
de imunohistoquimica, através da técnica da estreptavidina-biotinina-peroxidase (adaptado de
HSU et al. 1981) para IL-1. Em seguida, foi realizada a desparafinizacao, reidratacdo e a
recuperacdo antigénica pela técnica de aquecimento em micro-ondas, no qual as laminas foram
acondicionadas em recipientes de polipropileno, contendo solucdo tampéo de citrato 10 mM
(pH = 6,0) e submetidas a dois aquecimentos sequenciais. Posteriormente, foi realizado
blogueio da peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio, lavagem com solugdo tampéo
de fosfato (PBS) e incubacdo com anticorpo primario anti-1L-1 (1:175) (Abcam®) durante doze
horas.

Apos lavagem com PBS, o anticorpo secundario biotinilado (Histofine®) foi
incubado durante 30 minutos, seguida da incubacdo com streptavidina-biotina-peroxidase por
30 minutos e revelagdo com 3,3’-Diamino-benzidina (DAB) por 5 minutos (Dako®). As
laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris por 10 segundos e montadas com
Enthellan®.

Foi realizada uma analise qualitativa, para isto foram fotografados 05 campos
aleatérios em um aumento de 400x na porcdo periapical circundante ao apice da raiz, as
avaliacdes foram realizadas por um Unico operador, devidamente treinado, que desconhecia 0s
grupos experimentais. As percentagens de células com imunocoloracdo citoplasmatica ou
nuclear foram pontuadas numa escala de 0 a 3, como descrito a seguir (BRIZENO et al., 2016):

Escore 0: Auséncia de células positivas;

Escore 1: Marcacao leve (1-33% de células positivas);

Escore 2: Marcacdo moderada (34-66% de células positivas);

Escore 3: Marcacéo Intensa (67-100% de células positivas).

Os resultados foram expressos como mediana (minimo e maximo) das unidades

amostrais de cada subgrupo.



31

3.9 Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, seguido de um teste para verificacdo da homogeneidade de variancia. Os dados
paramétricos e quantitativos foram submetidos ao teste ANOVA, unifatorial ou multifatorial,
associado ao pds-teste de Bonferroni e expressos em forma de MédiatEPM. Os dados néo-
paramétricos e qualitativos foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis, seguido do pos-teste
de Dunn e expressos em forma de mediana (minima-maxima).

Os dados dicotdmicos (auséncia ou presenca) foram expressos em forma de
frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio do teste Qui-quadrado e exato de Fisher.

Todas as analises foram realizadas utilizando o software estatistico GraphPad Prism

5.0®, considerando um nivel de significancia de 95% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 Andlise radiografica digital da &rea periapical

A area radiolucida na raiz mesial da regido periapical do grupo salina apresentou
um tamanho médio de 0,12+0,03 mm?2 no dia 0 e o grupo prednisona 0,10+0,01. No dia 7, o
grupo salina apresentou tamanho médio de 0,19+0,02 mm?2 e o grupo prednisona 0,35+0,15
mm?2. Ao longo do protocolo experimental, ambos os grupos apresentaram um aumento gradual
da area radiolucida apical, no entanto, o grupo salina apresentou diferenca significante entre os
demais dias quando comparados apenas com o dia 28 (0,90+0,18 mm?) (p<0,001), enquanto
que o0 grupo tratado com prednisona apresentou aumento significativo a partir do dia 14
(1,13+0,27 mm?), sem diferenca significativa entre o dia 14 e o dia 28 (1,09£0,18 mm?)
(p=0,014).

Ja quando comparados entre si, no dia 14, a area radioltcida dos animais tratados
com prednisona foi significantemente maior do que os animais do grupo controle (0,20+0,03
mm?2) (p<0,001) (Grafico 1/ Figura 4).
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Graéfico 1: Area radioldcida apical de animais cronicamente tratados com salina ou prednisona e submetidos ao
modelo experimental de periodontite apical.
*p<0,001 versus controle no 14° dia, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).
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Figura 4. Aspectos radiograficos das areas da lesdo periapical dos animais tratados com salina (A,C,E e G) ou
prednisona (B, D, F e H), nos dias 0, 7, 14 e 28.

Dia 28

4.2 Analise histologica

Histologicamente, nenhum animal exibiu necrose da polpa coronaria ou radicular
no dia O e, independente do grupo, no entanto, 100% dos animais exibiram esse achado
histolégico a partir do sétimo dia do protocolo experimental (p<0,001). Um aumento
significante na frequéncia de necrose radicular, em relacéo ao dia 0, foi observado a partir do
dia 14 (77,8%) (p=0,010) no grupo prednisona, atingindo 100% dos animais no dia 28, e,
somente a partir do dia 28 (100,0%) no grupo salina (p=0,001) (Tabela 1/ Figura 5).
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A presenca de reabsorcdo Ossea apical pdde ser observada de forma
significantemente mais frequente no dia 14 nos grupos salina (100,0%, p=0,002) e prednisona
(100,0%, p=0,047) em relacdo ao dia 0 (0,0%), porém, sem diferencas entre oS grupos
(p=1,000), tanto no dia 14 como no dia 28 (100% dos animais) (p=1,000).

Em relacéo a presenca de micro abcesso, houve diferenga significante na frequéncia
no grupo salina ao longo do protocolo experimental no dia 28 (p=0,036), ja o grupo prednisona
apresentou presenca significativa no dia 14 (55,6%) (p=0,044). Quando comparados entre si,
essa frequéncia foi significantemente maior no grupo prednisona (55,6) que no salina (0,0%)
no dia 14 (p=0,044) (Tabela 1/ Figura 5).
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Figura 5. Aspectos histoldgicos quanto a presenga/auséncia de necrose pulpar radicular, reabsor¢do dssea apical

e micro-abcesso das areas de lesdo periapical dos animais tratados com salina (A,C,E e G) ou prednisona (B, D, F
e H), nos dias 0, 7, 14 e 28. Coloracdo Hematoxilina-eosina. 25x.

Legenda: Reabsorcdo 6ssea (cochetes), Necrose pulpar radicular (asterisco) e Micro-abcesso (seta).
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Tabela 2: Analise de dados dicotdmicos quanto a presenca/auséncia de necrose pulpar e radicular, reabsorcao 6ssea apical e micro-abcesso

em animais cronicamente tratados com salina ou prednisona e submetidos ao modelo experimental de periodontite apical.

Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 28 Salina Prednisona
Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor p-Valor p-Valor
Necrose pulpar 0 0 1,000 6+ 7% 1,000 67 8t 1,000 8t 8t 1,000  <0,001 <0,001
coronaria 0,0% 0,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Necrose pulpar 0 0 1,000 0 2 0,462 2 7% 0,136 8+t 87 1,000 0,001 0,010
radicular 0,0% 0,0% 0,0% 28,6% 33,3% 77,8% 100,0% 100,0%
Reabsorg¢ao 6ssea 0 0 1,000 5 5 1,000 67 87 1,000 8+ 8t 1,000 0,002 0,047
0,0% 0,0% 83,3% 71,4% 100,0% 100% 100,0% 100,0%
Micro abcesso 0 0 1,000 0 2 0,462 0 5*5 0,044 4+ 4 1,000 0,036 0,559
perirradicular 0,0% 0,0% 0,0% 28,6% 0,0% 55,6% 50,0% 50,0%

*p<0,05 versus grupo controle no mesmo dia; p<0,05 versus dia 0 do mesmo grupo; Teste qui-quadrado de Pearson e exato de Fisher.

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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O perfil inflamatorio mostrou-se geralmente de forma ausente no dia 0, em ambos
0S grupos, e no dia 7 no grupo salina. Ao longo do protocolo experimental, houve um
predominio de células inflamatdrias mistas no grupo salina somente no dia 28 (mediana = 3)
(p=0,001) com relacdo aos demais dias analisados. Quanto ao grupo prednisona, houve um
predominio significativo da presenca de inflamacdo aguda no dia 14 (mediana = 2) e de
infiltrado inflamatorio do tipo misto no dia 28 (mediana = 3) (p=0,011) em rela¢do ao dia 0. No
dia 14, o perfil inflamatério apresentado no grupo prednisona (inflamagdo aguda) foi
significantemente diferente do apresentado pelo grupo salina, o qual apresentou um perfil
inflamatorio predominantemente ausente (mediana = 1) (p=0,007) (Tabela 2/Figura 6).

Com relag&o a intensidade do infiltrado inflamatdrio, no dia 0 ndo houve diferenca
significante nos dois grupos experimentais, como também no 7° dia no grupo salina que, em
geral, apresentou intensidade ausente ou desprezivel. No grupo tratado com prednisona, no dia
7, alguns dos animais apresentaram intensidade do tipo leve, porém sem diferenca significativa
em relacdo ao dia 0 do mesmo grupo, no entanto, a partir do 14° dia, ainda que os animais
apresentassem infiltrado inflamatdrio predominantemente leve (mediana = 2), este resultado foi
significativo quando comparado ao dia 0, assim como no dia 28, no qual os animais
apresentaram um infiltrado inflamatério do tipo moderado (mediana = 3) em relacdo ao dia 0
(mediana = 1) (p=0,001). O grupo salina apresentou aumento significante ao longo do periodo
experimental desses escores apenas no dia 28, com predominancia do infiltrado inflamatério
moderado (mediana = 3) (p=0,001). Quando comparados entre si, 0s dois grupos de tratamento,
no 14° dia, a intensidade do infiltrado inflamatério do grupo prednisona (mediana = 2) foi

significantemente maior que do grupo salina (mediana = 1) (p=0,007) (Tabela 2/Figura 6).



38

Salina

Figura 6. Aspectos histolégico quanto ao tipo e intensidade do infiltrado inflamatério das areas de lesdo periapical dos animais
tratados com salina (A,C,E e G) ou prednisona (B, D, F e H), nos dias 0, 7, 14 e 28. Coloragdo Hematoxilina-eosina. 400x

Legenda: Células inflamatdrias (setas).
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Tabela 3: Anélise qualitativa quanto ao perfil inflamatério, intensidade do infiltrado e imunomarcagéo para Interleucina-1p em animais

cronicamente tratados com salina ou prednisona e submetidos ao modelo experimental de periodontite apical.

Dia0 Dia7 Dia 14 Dia 28 Salina Prednisona
o-
Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor Salina Prednisona p-Valor Valor p-Valor
Perfilinflamatorio 4 (1-1)  1(14) 1000 1(1-2)  2(1-2) 0253 1(1-2) 2(1-3)*t 0007 3(2-4)f 324 0746 0,001 0,011
ntensidadeinfiltrado 9 1.1y 1) 1,000 1(1-2)  2(1-8) 0082 1(1-2) 2(1-4*f 0007 3(A-3)+ 3@t 0847 0,002 0,021
-1 0(0-0)  0(0-0) 1,000 0(0-1)  0(0-2) 0519 1(0-1) 2(13)* 0044 2(03)F 2(23)t 0660 0,037 0,028

*p<0,05 versus grupo controle no mesmo dia; p<0,05 versus dia 0 do mesmo grupo; Teste de Mann-Whintey ou Kruskal-Wallis/Dunn.

Dados expressos em forma mediana, minimo e maximo.
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4.3 Analise histomorfométrica

O numero de polimorfonucleares neutrofilos mostrou discreto aumento nos grupos
tratados com solucdo salina (p=0,171) e prednisona (p=0,170) ao longo do protocolo
experimental, no entanto, esse aumento mostrou-se significantemente superior somente no
grupo prednisona no 14° dia (15,86+5,8) em relagdo ao grupo controle (1,4+0,4) (p=0,006)
(Figura 7A).

Nenhum animal do grupo salina ou prednisona apresentou células inflamatorias
mononucleares no dia 0 e ao longo do tempo houve um aumento do numero destas células,
embora s tenha apresentado aumento significativo desse tipo celular apds 28 dias da inducéo
da les&o apical em ambos os grupos (salina 3,9£0,6 e prednisona 4,8+0,7); p<0,001 e p<0,001,
respectivamente) (Figura 7B).

O grupo salina apresentou, no 28° dia, aumento significante do nimero de
osteoclastos na regido apical (2,4+0,3) em relacdo ao demais dias avaliados (p<0,001) e no
grupo prednisona esse aumento ocorreu no 14° dia (2,9+0,3) em relagdo ao momento inicial
(0,0£0,0) (p=0,042). O numero médio de osteoclastos do grupo prednisona no 14° dia foi

significantemente superior ao grupo salina (0,6+0,1) (p=0,001) (Figura 7C e 8).
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Figura 7: Contagem de polimorfonucleares neutréfilos (A), células mononucleares (B) e osteoclastos (C) em
animais cronicamente tratados com prednisona ou salina e submetidos ao modelo experimental de lesdo apical.
Legenda: *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).
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Salina Prednisona

Figura 8. Aspectos histologicos quanto a contagem de osteoclastos nas &reas de lesdo periapical dos animais
tratados com salina (A,C,E e G) ou prednisona (B, D, F e H), nos dias 0, 7, 14 e 28. Coloracdo Hematoxilina-
eosina. 400x.

Legenda: Osteoclastos (seta amarela).
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4.4 Analise histoquimica para fibras colagenas

Com relacdo a andlise de colageno do tecido conjuntivo da lesdo apical, observou-
se que o grupo salina apresentou aumento significante da area marcada total por picrosirius red
em relacdo do dia 0 (20,9+0,7%) com o dia 28 (32,9+1,1%) (p<0,01), como também do dia 7
(20,81+1,5%) com os dias 14 (27,9+1,8%) (p<0,05) e com o dia 28 (p<0,001). No grupo
prednisona, s6 houve aumento significativo do dia 0 (21,4+ 0,1%) em relacdo ao dia 14
(32,9+1,1%) (p=0,02). Quando comparados aos grupos tratados com prednisona ou salina, entre

si, ndo houve diferenca significante em nenhum dos dias avaliados (Grafico 2/ Figura 9).

Gréfico 2: Andlise de coldgeno em tecido conjuntivo nos animais cronicamente tratados com salina ou prednisona

e submetidos a0 modelo experimental de les&o apical.
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Legenda: Prednisona versus salina no mesmo dia, teste ANOV A-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

Sobre a fenotipagem do colageno por meio de polarizagédo de luz, pdde-se observar
que o grupo salina ndo mostrou variagdo significante ao longo do tempo do percentual de area
com birrefringéncia vermelho-amarelada (p=0,781), diferente do grupo prednisona que mostrou
reducdo significante da area referente a esse tipo de birrefringéncia no dia 28 (62,6+1,0%) em
relacdo ao momento inicial (83,4+0,2%) (p=0,012). A perda de birrefringéncia vermelho-
amarelada mostrou-se significantemente superior no 28° dia no grupo prednisona em relacéo
ao salina (74,5£3,2%) (p=0,040) (Grafico 3/ Figura 9).
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Gréfico 3: Fenotipagem por luz polarizada do perfil de colageno vermelho-amarelada em animais cronicamente
tratados com salina ou prednisona e submetidos a modelo experimental de lesdo apical.
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Legenda: *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste ANOVA-2-way/Bonferroni (mediatEPM).

Em contrapartida, o percentual de area com birrefringéncia verde-esbranquicada
ndo mostrou diferenca no grupo salina ao longo do tempo (p=0,128). No entanto, 0 grupo
tratado com prednisona mostrou aumento significante desse tipo de birrefringéncia no dia 28
(18,8+1,6%) em relacdo ao dia 0 (3,2+0,1%), dia 7 (11,09+1,8%) e o dia 14 (11,72+1,4%)
(p=0,001). O percentual de birrefringéncia verde-esbranquicado foi significantemente maior no
grupo prednisona que no grupo salina no 28° dia (12,0+2,1%) (p=0,039) (Grafico 4/ Figura 9).

Grafico 4: Fenotipagem por luz polarizada do perfil de coldgeno verde-esbranquigada em animais cronicamente

tratados com salina ou prednisona e submetidos a modelo experimental de leséo apical.
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Legenda: *p<0,05 versus controle no mesmo dia, teste ANOV A-2-way/Bonferroni (mediatEPM).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas da analise de colageno do tecido conjuntivo das areas de leséo periapical dos animais tratados com salina (A,C,E, G, I, K, M e O)

ou prednisona (B, D, F, H, J, L, N e P), nos dias 0, 7, 14 e 28. Coloragdo Picrossirius Red sem (imagens acima) e apés polarizacao de luz (a baixo). 200x
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4.5 Analise imunohistoquimica para IL-1

No dia 0 do protocolo experimental, independente do grupo, nenhum animal
exibiu escore de imunomarcacéo para IL-1p (mediana = 0). O grupo tratado com prednisona
apresentou aumento significante da imunomarcacéo para IL-1p a partir do dia 14 (Mediana =
2 (1-3)) (p=0,028) mantendo-se elevado no dia 28 (Mediana = 2 (2-3)), em relacéo ao dia 0,
porém o grupo tratado com salina apresentou aumento significativo da imuno-expressao para
esse marcador apenas no dia 28 (Mediana = 2 (0-3)) (p=0,037). O percentual de células
imunomarcadas para IL-1 B foi significantemente maior no grupo prednisona que no grupo
salina no 14° dia (mediana = 1 (1-2)) (p=0,044) (Figura 10/ Tabela 2).



Prednisona

Figura 10. Imunomarcagdo de IL-1B das &reas de lesdo periapical dos animais tratados com salina (A,C,E e G)
ou prednisona (B, D, F e H), nos dias 0, 7, 14 e 28. 400x
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5. DISCUSSAO

E crescente a quantidade de pacientes portadores de alguma condigdo médica
sistémica que procuram atendimento odontoldgico. Este fato se deve, principalmente, pelo
aumento da expectativa de vida nos ultimos anos (WOLLE et al., 2013). A maioria dessas
condicBes envolvem uma abordagem farmacoldgica, como o uso de corticoides, o que pode
influénciar diretamente o tratamento odontolégico de algumas doengas orais.

Os glicocorticoides sdo farmacos anti-inflamatorios utilizados de forma crénica no
tratamento de diversas comorbidades em todo o mundo, como o lupus eritematoso sistémico e
a artrite reumatoide. No entanto, a cada ano surjam novas modalidades de medicamentos para
substituicdo dessas drogas no tratamento de algumas enfermidades, a indicagéo de uso desses
farmacos apresentou um aumento significativo nos altimos anos (KANEKO et al., 2012;
GOES; JACOBS; BIILSMA, 2014). Seus efeitos anti-inflamatorio e imunossupressor sdo
bastante eficazes, no entanto, esses medicamentos apresentam muitos efeitos adversos, como a
susceptibilidade a infeccGes e alteracdes no metabolismo 6sseo (GOES; JACOBS; BIJLSMA,
2014; EZZAT; ABBASS, 2014).

O presente estudo buscou investigar de forma inédita se a corticoterapia cronica
sistémica pode influenciar no processo de desenvolvimento da periodontite apical, doenca esta
que € de cunho infecto-inflamatério, de ampla prevaléncia mundial, associada a destruicdo
Ossea local (XIONG et al., 2010). Varias pesquisas tém empregado o modelo de periodontite
apical experimental induzida, que consiste basicamente da exposicao pulpar a infeccéo através
da microflora oral (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998). Além disso, o farmaco, a dose
e asua via de administracdo adotados foram baseados nos conceitos utilizados na clinica médica
(RAMOS-REMUS et al, 2002). A prednisona, via oral, é bastante empregada no tratamento de
doencas autoimunes, como lUpus eritematoso sistémico, o qual o tratamento geralmente
consiste em doses leves a moderadas (5,0-7,5 mg/dia) diarias, por longos periodos de tempo, a
depender da sintomatologia apresentada pelo paciente (BORBA et al., 2008; KUHN et al.,
2015).

No modelo experimental do presente estudo, constatou-se que através de analise
radiogréafica digital, os animais tratados com prednisona apresentaram maior area de reabsorcéo
0ssea apical ao longo do processo experimental, e no 14° dia este aumento foi significativo em
relacdo ao grupo controle. Embora, no 28° dia, a area radiogréafica indicativa de reabsorcédo

Ossea apical foi semelhante em ambos 0s grupos. Este resultado sugere que 0s corticoides, sob
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uso prolongado, aceleraram e aumentaram a perda 0ssea induzida pela periodontite apical
experimental.

Diferente do nosso estudo, alguns modelos de periodontite apical induzida em ratos
utilizando ciclosporina como agente imunossupressor, através de analises de imagem,
mostraram ou uma reducao no tamanho da leséo ou ndo haver nenhuma diferenca de tamanho
quando comparados aos seus grupos controles (KAWAHARA et al., 2004; TEIXEIRA et al.,
2000). No entanto, a ciclosporina é classificada como um imunossupressor especifico que inibe
a linhagem de células T, além de ndo induzirem a reabsorcao 0ssea, diferente dos corticoides
que possuem grande espectro de acdo, inibindo diversas vias e mecanismos pré-inflamatérios
(KAWAHARA et al., 2004; EZZAT; ABBASS, 2014).

Metzger et al. (2002) observou gue a dexametasona, em altas doses e a curto prazo
em um modelo de periodontite apical experimental, reduziu radiograficamente o crescimento
da lesdo. Porém, sabe-se que os glicocorticoides tém a capacidade de regular negativamente o
processo inflamatorio, mas ja foi demonstrado um efeito dual no processo de reabsorc¢ao 6ssea,
relacionados ao tempo e a dose administrada (CANALIS; DELANY, 2002).

Cavagni et al. (2005) avaliou a influéncia da dexametasona no desenvolvimento de
periodontite experimental por meio de ligadura durante 30 dias, apesar de inicialmente os
animais tratados com dexametasona demonstrarem menores sinais clinicos da doenca, foi
observada uma perda 6ssea significativamente mais elevada nesses animais. Estudos anteriores
com animais demonstraram que a osteopenia e a imunossupressdo causada pelo uso de
esteroides, por si s8, ndo inicia a doenca periodontal na presenca de uma microbiota oral normal,
mas na presenca de um agente patogénico periodontal, a terapia pode ser um fator agravante da
periodontite (VON WOWERN; KLAUSEN; OLGAARD, 1992).

Um estudo de movimentacdo ortoddntica induzida em ratos sob terapia aguda e
crbnica com corticoide mostrou que a superficie 0ssea total foi reduzida em ambos grupos, no
entanto, os animais tratados de forma cronica apresentaram maior superficie de movimentagéo
ortodontica e maior erosdo 0ssea quando comparado aos animais sob tratamento agudo
(KALIA; MELSEN; VERNA, 2004).

Ezzat e Abbass (2014) mostraram, por meio de analise histopatoldgica,
histoquimica, histomorfometrica, e densitometria 0ssea, que apds administracdo sistémica de
GC constatou-se uma perda 0ssea alveolar espontanea nas mandibulas de ratos.

Neste estudo, os animais tratados com prednisona também apresentaram um
aumento significativo no nimero de osteoclastos no dia 14 em relacdo ao observado no grupo

salina.
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Sabe-se que os glicocorticoides, quando administrados cronicamente, séo capazes
de interferir no metabolismo dsseo. Tem sido demonstrado que o aumento da perda dssea
causada pelos GC se da através de supressao e apoptose dos osteoblastos, bem como da sua
atividade funcional e de ostedcitos, além de induzirem um aumento da sobrevida dos
osteoclastos e a producdo de seus precursores (O’BRIEN et al., 2004; JIA et al., 2006; EZZAT,
ABBASS, 2014; KANEKO et al., 2012; CANALLIS, et al 2002). Sabe-se ainda que os GC
causam regulacdo negativa no metabolismo do calcio, atraves da diminuicdo de sua absor¢édo
intestinal e o aumento da excrecdo renal (EZZAT; ABBASS, 2014; VON WOWERN;
KLAUSEN; OLGAARD, 1992; KANEKO et al., 2012).

Mais recentemente, tem sido demonstrado que esses medicamentos causam
aumento da expressao de RANKL e supressdo de seu antagonista natural a OPG (EZZAT,;
ABBASS, 2014; KANEKO et al., 2012; KONDO et al., 2008). Sendo assim, a administracdo
cronica de prednisona possa resultar em maior producdo e ativacdo de pré-osteoclastos, além
de reduzir o nimero de células formadoras de matriz 6ssea, o que leva a uma maior reabsor¢édo
0ssea.

A presenca de necrose pulpar coronaria ocorreu em 100% dos animais de ambos 0s
grupos a partir do sétimo dia. Ja a presenca de necrose pulpar radicular foi maior no animais
tratados com prednisona no 14° dia em relacéo ao grupo salina. Anti-inflamatérios esteroidais,
como a prednisona, quando administrados em baixas doses e em regimes continuos, como o
utilizado no presente estudo, pode ainda provocar a reducdo do combate da polpa dentéria a
infeccdo e resultar em danos maiores e mais rapidos ao tecido pulpar e periapical (OLCZAK-
KOWALCZYK et al., 2012). Esses resultados podem sugerir que a terapia imunossupressora
possa facilitar a contaminagdo bacteriana dos tecidos, acarretando estagios precoces de necrose
pulpar (SALLAY et al., 1984).

Nakamura et al. (2002), em modelo de periodontite periapial em ratos
imunossuprimidos com metrotexato, observou histologicamente no 7° dia apds exposi¢cdo
pulpar, porcdes da polpa necrotica, outras areas com intensa inflamacgdo em tecido pulpar
residual e presenca de reabsorcdo d6ssea. A gravidade da inflamagdo pulpar/periapical foi
diretamente relacionada com o nimero de microorganismos no tecido e com o periodo de tempo
que estes tecidos foram expostos (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998).

A presenca de reabsorcdo 0ssea apical foi considerada significativa desde o 7° dia,
atingindo a totalidade dos animais a partir do dia 14 e permanecendo até o 28° dia. A reabsor¢ao
Ossea esta diretamente relacionada com a presenca e quantidade de células inflamatorias nas

lesbes periapicais, como também com a producéo e liberacdo de varios mediadores pro-



51

inflamatorios produzidos por estas celulas (MATSUMOTO; ANAN; MAEDA, 1998;
STASHENKO, 1990).

A presenca de infiltrado inflamatorio, 0 aumento no nimero de osteoclastos e a
destruicdo do osso alveolar ja podem ser observados antes da necrose pulpar total se estendendo
com a progressao da doenga (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; WOLLE et al., 2013).

No presente estudo, o infiltrado inflamatoério, no 14° dia, apresentado pelo grupo
prednisona, foi do tipo, predominantemente, leve e agudo, resultado este significantemente
diferente do apresentado pelo grupo salina, o qual apresentou um infiltrado inflamatorio escasso
ou ausente. Resultado semelhante foi visto anteriormente por Waterman Jr et al. (1998), que
investigaram o efeito do citoxan para imunossupressao, em animais submetidos a inducéo de
lesdo periapical. Os animais imunossuprimidos mostraram uma lesao periapical mais grave em
relacdo ao grupo controle com uma resposta inflamatoria do tipo aguda.

Além do perfil inflamatorio, este estudo demonstrou que o0 numero de
polimorfonucleares neutréfilos e a frequéncia da presenca de micro-abcesso foi
significantemente superior no grupo prednisona em relacdo ao grupo controle no 14° dia.

A prednisona, assim como outros anti-inflamatorios esteroidais, inibem a enzima
fosfolipase A2, 0 que impede a degradacdo dos fosfolipidios de membrana em acido
araquidonico, previne a formacéo de diversos mediadores inflamatdrios, como prostaglandinas,
COX-2, Oxido Nitrico Sintase Induzida (iNOS), diversas citocinas inflamatorias, tromboxanos
e outras moléculas de adesdo e quimiotaxia (PEREIRA et al., 2007; GOES; JACOBS;
BIJLSMA, 2014;). No entanto, o fator de inibicdo da migracdo de macrofagos (MIF),
considerado como um imunomodulador pré-inflamatorio, apresenta um aumento da sua
secrecdo desencadeada pelos GC (FRANCHIMONT, 2004).

Sabe-se que 0s GC causam a reducdo da diapedese e migracdo de leucdcitos para o
local da inflamacéo, o que faz alterar o padrdo de recirculacdo de linfocitos, aumentando sua
retencdo em 6rgdos linfoides. Essa inibicdo da quimiotaxia de polimorfonucleares aos tecidos
inflamados se da principalmente através da supressdo de moléculas de adesdo como a L-
selectina, no entanto, os GC também favorecem a expressao de Anexina 1, que por sua vez,
promovem a liberacdo de L-selectina em neutrofilos (FRANCHIMONT, 2004). O recrutamento
de macrdfagos para lugares de inflamacdo, fagocitose e processamento de antigenos também
sdo inibidos. Além disso, esses farmacos atuam reduzindo a expansao clonal de linfocitos T,
através da inibicdo da transcricédo de IL-12 (DAMIANI; SETIAN; DICHTCHEKENIAN, 1984;
DAMIANI et al., 2001; PEREIRA et al., 2007).
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Provavelmente, através desses mecanismos, a prednisona, neste estudo, talvez
possa comprometer a resposta inflamatoria cronica imune especifica, o que pode estar associado
a exarcebacdo da fase aguda e a dificuldade do aparecimento de uma resposta inflamatoria
crénica. O mesmo ocorre com pacientes portadores de doencas crénicas que fazem uso de
corticoides de maneira continua, o que pode ocasionar na reagudizacao de processos infecciosos
cronificados (BOURGARIT; LORTHOLARY, 2011). Por outro lado, sabe-se que o
alastramento da infeccéo pode, per si, pode justificar o aumento de polimorfonucleares locais,
sobretudo devido a liberacdo de lipopolissacarideos (LPS) e formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP) das bactérias, o que funciona como fatores quimiotaticos para polimorfonucleares
neutrofilos (HIDALGO et al., 2015; FINCK et al., 1998).

O pico de infiltrado inflamatorio polimorfonuclear observado no 14° dia parece ser
importante para o desenvolvimento da lesdo periapical. Neutrofilos sdo células fagociticas que
migram para os tecidos inflamados atuando na defesa imune inata contra a invasdo bacteriana.
Entretanto, ativadas ou apds sua degranulacéo, essas células liberam enzimas degradativas e
citocinas potentes, tais como IL-1B e TNF-a, o que resulta em um estresse oxidativo que pode
causar destruicdo tecidual e dificultar o aparecimento da inflamacéo crénica (NAKAMURA et
al., 2002; TAKAHASHI, 1998). Tal evidéncia apoia a possibilidade de que os PMN possam
desempenhar um papel importante na destruicdo Ossea em lesbes perirradiculares
(TAKAHASHI, 1998). No presente estudo, o pico de polimorfonucleares neutrofilos observado
no 14° dia coincide com os dias em que houve maior contagem de osteoclastos e maior area
radiolUcida sugestiva de lesdo, o que pode corroborar, portanto, esses resultados anteriores.

No dia 0 do protocolo experimental independente do grupo nenhum animal exibiu
escore de imunomarcagdo para IL-1p. O grupo tratado com prednisona apresentou aumento
significante da imunomarcacéo para IL-1p a partir do dia 14 e quantidade de imunomarcagao
foi significantemente maior no grupo prednisona gue no grupo salina neste mesmo periodo.
Como descrito anteriormente, a suprarregulacdo de IL-1p pode estar diretamente associada a
quantidade de PMN, uma vez que estas celulas, quando ativadas, produzem essa citocina
(NAKAMURA et al., 2002; TAKAHASHI, 1998).

A IL-1p é um dos principais mediadores inflamatdrios relacionados a reabsorcao
0ssea periapical tanto nas fases ativas quanto nas fases crénicas no desenvolvimento da leséo
periapical (STASHENKO; TELES; D’SOUZA, 1998; METZGER et al., 2002; TAKAHASHI,
1998). A expressdo continua em niveis elevados IL-13 em lesdes cronicas podem evitar a
formagéo de osso cicatricial (STASHENKO et al., 1994).
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A expressdo de IL-1p no desenvolvimento da periodontite apical experimental em
ratos ainda é controverso. Alguns autores relatam que a IL-IB € uma citocina caracteristica da
periodontite apical em humanos, enquanto que no modelo experimental de ratos a IL-1a seria
predominante, no entanto, recentemente, este assunto vém sendo questionado. Celulas positivas
para IL-Ip ndo foram observadas na polpa ou em lesdes periapicais no periodo do dia 0 ao dia
30 em animais (STASHENKO et al., 1994; TANI-ISHII; WANG; STASHENKO, 1995).

No entanto, Matsumoto; Anan e Maeda (1998) demonstraram em seu estudo a
presenca de células positivas para IL-13, embora o nimero de células IL-1a ter sido duas vezes
mais presentes que o numero de IL-1pB, no periodo entre 3 e 14 dias, mostrando descrescimo
significativo dessa relacdo aos 28 dias ap6s a periodontite apical induzida.

Recentemente, estudos evidenciaram um aumento acentuado nos niveis de
marcacdo de IL-1p em modelos de periodontite apical induzida em ratos durante a fase de
inflamac&o aguda (LU et al., 2015). Além do que, estudos em humanos e ratos tem demonstrado
que o bloqueio ou inibicdo de IL-1, de ambas as suas isoformas, foram capazes de inibir de
forma significativa o tamanho das lesdes periapicais (STASHENKO; TELES; D’SOUZA,
1998; METZGER et al., 2002).

Em relacdo ao estudo do colageno, o grupo salina apresentou aumento significante
da area marcada por picrosirius red, representativa de colageno total, durante todo o periodo
avaliado, j& os grupos tratados om prednisona, mostrou um aumento significativo s6 no 14° dia,
sem diferenca significativa entre 0s grupos em nenhum momento analisado.

O colageno é a principal proteina degradada durante o desenvolvimento da
periodontite periapical e as MMPs s&o enzimas chave nesse processo de degradacdo da matriz.
Essas enzimas sdo secretadas por uma variedade de células de defesa, tal como os PMN,
fibroblastos, macrofagos e queratinocitos (TAKAHASHI, 1998).

O colageno | € 0 mais comum dos tipos de colageno, estando presente em estruturas
rigidas como tend@es, 0ssos e cartilagens, enquanto o tipo 111 estd em abundancia em érgaos
relacionados com elasticidade, como pulmé&o e vasos sanguineos (BARASCUK et al., 2011,
COUDROY et al., 2015). O primeiro tipo de colageno (I) configura-se como um importante
componente da matriz 6ssea, auxiliando na formacao dos cristais de apatita e conferindo suporte
estrutural, flexibilidade e resisténcia a tragdo para 0 0sso neorformado (LINDER et al., 2015).

Sobre a fenotipagem do colageno, por meio de polarizagéo de luz, p6de-se observar
que o grupo prednisona mostrou significantemente uma reducdo da &rea referente a
birrefringéncia vermelho-amarelada, correspondente ao colageno tipo | e concomitantemente,

um aumento no percentual de area com birrefringéncia verde-esbranquicada, colageno do tipo
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I11, ambos no dia 28, tanto ao longo do tempo, como quando comparado ao grupo salina neste
mesmo periodo de tempo. Tais achados sdo compativeis com o estudo de Klinge, Farman e
Fiebeler (2010), os quais descrevem, em um modelo de cicatrizacdo em pele de ratos tratados
com corticoide topico em baixa e alta dosagem e analisados pelo 0 método de picrossirius red
apos polarizagdo, que a aplicacdo local de GC modificou a composigdo dos colagenos no tecido
cicatricial, no qual a quantidade de colageno tipo | foi diminuida apds altas dose de GC e de
forma inversa, o colageno tipo Il foi significativamente aumentado apds qualquer tratamento
com GC.

Os glicocorticoides podem alterar a funcdo dos osteoblastos fazendo com que
ocorra a inibi¢do da sintese de colageno de tipo I, com consequente diminuicdo da matriz éssea
disponivel para mineralizacdo. A diminuicdo da sintese de colageno tipo | ocorre tanto por
mecanismos de transcricdo e pos-transcri¢do, embora ainda ndo sejam possiveis determinar
como ocorram esses efeitos (CANALIS; DELANY, 2002).

Os estudos com corticoides na periodontite apical se baseiam, basicamente, em
avaliar a sua capacidade anti-inflamatoria, como possivel abordagem terapéutica e ndo no seu
uso de forma sistémica e crénica como demostrado no presente estudo. Nao existe na literatura,
até o presente momento, trabalhos que avaliem o efeito crénico dos GC na biologia do
desenvolvimento da lesé&o apical. Este fato inviabiliza a comparacéo dos resultados oriundos
destes estudos com diferentes metodologias.

E evidente, a partir da literatura disponivel, que as respostas imunes que estio
envolvidas na patogénese das lesbes periapicais sdo complexas e variaveis. A periodontite
apical é uma doenca inflamatéria com envolvimento 6sseo, portanto, os vérios efeitos dos
glicocorticoides podem afetar o curso desta doenga, como visto neste estudo.

Novos estudos devem ser realizados, a fim de investigar com profundidade os
mediadores e células envolvidas nesse efeito crénico dos glicocorticoides sobre a doenca

periapical.
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6. CONCLUSAO

O glicocorticoide utilizado de forma sistémica e cronica alterou o desenvolvimento
da periodontite apical experimental induzida em ratos, principalmente no periodo de 14 dias.

A prednisona produziu um aumento precoce da reabsorcdo éssea periapical. Este
efeito parece estar associado com uma exacerbacdo do processo inflamatorio agudo, bem como
com um aumento nos niveis de IL-1B e dos osteoclastos.

Foi observado um desequilibrio na quantidade e qualidade do colageno, com
diminuicdo do colageno tipo | e aumento do colageno tipo 111 nos animais sob corticoterapia

cronica.
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