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RESUMO

SCHNAUFER, T. C. PERIODONTITE EXPERIMENTAL COMO FATOR DE RISCO
PARA POTENCIALIZACAO DOS EFEITOS DA ARTRITE REUMATOIDE EM
RATOS WISTAR. 108 paginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de POs-
Graduacgdo em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude,
Campus de Cascavel, Unioeste, 2021.

A periodontite € uma doenca inflamatéria multifatorial crénica que leva a
liberacdo de mediadores inflamatérios contribuindo para uma resposta
inflamatoria sistémica. Evidéncias suportam a associacdo da periodontite com o
desenvolvimento de doencas inflamatdrias sistémicas como a artrite reumatoéide
(AR). A AR é uma doenca sistémica autoimune que causa inflamacéao sinovial
cronica. Estudos elucidam a associagdo das patologias, demonstrando que o
tratamento da periodontite influenciou de forma benéfica na AR e, na presenca
de ambas o curso clinico se acentua expressivamente. No entanto, ainda
existem lacunas sobre os efeitos deletérios quando ha a associacdo das
doencas em relacdo a dor, edema e comprometimento morfolégico dos tecidos
sinoviais e periodontais. Ainda, buscou-se analisar as repercussdes da injecao
intradérmica e intra-articular administradas de forma isolada na periodontite, uma
vez que no modelo experimental de AR sdo necessarias ambas as injecoes.
Portanto, o presente estudo avaliou se a periodontite, por meio da inflamacao
sistémica, potencializa os efeitos deletérios da AR. Para tanto 51 ratos Wistar
machos foram randomizados em seis grupos: grupo controle (GC, n= 8), grupo
artrite reumatodide (GAR, n=9), grupo periodontite (GP, n=9), grupo periodontite
e artrite reumatoéide (GPAR, n=9), grupo periodontite e intra-articular (GPIA, n=9)
e grupo periodontite e intradérmica (GPID, n=7). Os animais foram submetidos
aos protocolos de inducdo da periodontite por meio de ligadura e AR por
inoculacdo do Adjuvante Completo de Freund (CFA). As avalia¢Bes funcionais
sobre a incapacidade motora, limiar nociceptivo, edema articular e forca
muscular foram realizadas em determinados periodos no experimento,
resultando em um total de 9 avaliacGes feitas. Apds 30 dias os animais foram
eutanasiados e o liquido sinovial do joelho direito foi coletado para contagem
total de leucécitos, as hemimandibulas do lado direito foram coletadas para
analise radiografica, as articulagées do joelho direito e as hemimandibulas do
lado esquerdo foram processadas e foto documentadas para analise morfologica
e histométrica, respectivamente. Nas avaliacdes funcionais o grupo AR
demonstrou indicios de reducdo de edema e melhora de forga muscular nas
ltimas avaliagfes, iSso nd0 ocorreu para 0 grupo que continha a associagéo das
patologias, indicando que na presenca das duas doencas ha um
comprometimento constante no processo inflamatério e na fraqueza muscular.
Além disso, no grupo submetido a ligadura e a injecado intra-articular, observou-
se que na maioria das variaveis analisadas obteve-se a mesma repercussao do
gue o grupo com periodontite e duas inoculacdes de CFA, sugerindo que nesse
modelo experimental somente a periodontite e a inje¢ao intra-articular causaram
alteracbes necessarias. Na migracdo leucocitaria, houve um aumento
significativo no grupo periodontite associado a AR, ademais, na analise



morfolégica da membrana sinovial o grupo que apresentou intenso infiltrado
inflamatorio, espessamento da intima sinovial, fiborose e desorganizacao
adipocitaria foi também naquele com as doencgas associadas, demonstrando um
acentuado comprometimento dos fluidos sinoviais na presenca das duas
patologias. Por fim, nas andlises radiograficas e histométricas da distancia JCE
a COA, o grupo que obteve maior comprometimento, ou seja, maior distancia
dessas estruturas, foi o grupo que continha ambas as patologias. Baseado
nesses achados, conclui-se que a periodontite € um fator de risco potencializador
dos efeitos da AR.

Palavras-Chaves: Periodontite. Artrite Experimental. Inflamacédo. Adjuvante de
Freund.



ABSTRACT

SCHNAUFER, T. C. EXPERIMENTAL PERIODONTITIS AS A RISK FACTOR
FOR POTENTIALIZATION OF THE EFFECTS OF RHEUMATOID ARTHRITIS IN
WISTAR RATS. 108 paginas. Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pos-
Graduacgdo em Biociéncias e Saude, Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude,
Campus de Cascavel, Unioeste, 2021.

Periodontitis is a chronic multifactorial inflammatory disease that leads to the
release of inflammatory mediators contributing to a systemic inflammatory
response. Evidence supports the association of periodontitis with the development
of systemic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis (RA). RA is a
systemic autoimmune disease that causes chronic synovial inflammation. Studies
elucidate the association of these pathologies, demonstrating that the treatment of
periodontitis has a beneficial influence on RA, and that in the presence of both the
clinical course is significantly accentuated. However, there are still gaps about the
deleterious effects when there is an association of diseases in relation to pain,
edema, and morphological impairment of synovial and periodontal tissues. In
addition, we sought to analyze the repercussions of intradermal and intra-articular
injections administered in isolation on periodontitis, since both injections are
necessary in the experimental model of RA. Therefore, the present study evaluated
whether periodontitis, by means of systemic inflammation, potentiates the
deleterious effects of rheumatoid arthritis. For this purpose 51 male Wistar rats were
randomized into six groups: control group (CG, n=8), rheumatoid arthritis group
(RAG, n=9), periodontitis group (PG, n=9), periodontitis and rheumatoid arthritis
group (PRAG, n=9), periodontitis and intra-articular group (PIAG, n=9), and
periodontitis and intradermal group (PIDG, n=7). The animals were subjected to the
protocols of induction of periodontitis by ligation and RA by FCA. Functional
assessments on motor disability, nociceptive threshold, joint edema, and muscle
strength were performed at certain periods in the experiment, resulting in a total of
9 assessments made. After 30 days the animals were euthanized and the synovial
fluid of the right knee was collected for total leukocyte count, the right
hemimandibles were collected for radiographic analysis, and the right knee joints
and left hemimandibles were processed and photo-documented for morphological
and histometric analysis, respectively. In the functional evaluations the RA group
showed signs of reduction of edema and improvement of muscle strength in the last
evaluations; this did not occur for the group that contained the association of
pathologies, indicating that in the presence of both diseases there is a constant
compromise in the inflammatory process and in muscle weakness. Moreover, in the
group submitted to ligation and intra-articular injection, it was observed that most of
the variables analyzed had the same repercussion as the group with periodontitis
and two inoculations of FCA, suggesting that in this experimental model only
periodontitis and intra-articular injection caused the necessary changes. In the
leukocyte migration, there was a significant increase in the periodontitis group
associated with RA; furthermore, in the morphological analysis of the synovial
membrane, the group that showed intense inflammatory infiltrate, thickening of the
synovial intima, fibrosis, and adipocyte disorganization was also the one with the



associated diseases, demonstrating a marked impairment of synovial fluids in the
presence of the two pathologies. Finally, in the radiographic and histometric
analyses of the distance CEJ to ABC, the group with the greatest impairment, that
is, the greatest distance between these structures, was the group that had both
pathologies. Based on these findings, we conclude that periodontitis is a potentiating
risk factor for the effects of rheumatoid arthritis.

Key words: Periodontitis. Experimental Arthritis. Inflammation. Freund's adjuvant.
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1. INTRODUCAO GERAL

A periodontite pode ser definida como uma doenca inflamatoria
multifatorial crénica associada a biofilmes de placa disbiética (bacteriana) e levar
a destruicdo progressiva do aparato de insercao dental (PAPAPANOU et al.,
2018). Estima-se que na populacdo mundial sua prevaléncia seja superior a 50%
ou mais nos individuos adultos, sendo que a forma grave da doenca se
apresenta em torno de 10% nos individuos (BORGNAKKE et al., 2013).

O biofilme bacteriano aderido a superficie dentaria, desencadeia uma
intensa reacao inflamatéria (GARLET et al., 2006). Esse mecanismo inflamatorio
libera endotoxinas que ativam citocinas pro-inflamatérias (BASTOS et al., 2005)
como as interleucinas IL-1B, IL-6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Proteina
C-Reativa (PCR) e IL-17 (GARLET et al., 2012; LINS et al.,2007; SCHENKEIN e
LOOQOS, 2013; BASTOS et al., 2005; RODRIGUES et al., 2009). Essas citocinas
causam a destruicdo de fibras coldgenas e constituintes da matriz do tecido
conjuntivo do ligamento periodontal e osso alveolar, juntamente com a formacéao
de bolsas periodontais (SAKALAUSKIENE et al.,, 2014). Essas alteracdes
reduzem a habilidade mastigatoria e em casos mais graves, perdas dentais
(SOUZA et al., 2013).

Uma vez que esses biomarcadores estdo presentes e ativados na
periodontite, eles podem contribuir de forma expressiva para uma resposta
inflamatoria sistémica (LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013). Essa resposta se
deve a disseminacao sistémica de bactérias e de mediadores inflamatorios pelo
sistema vascular (DARVEAU; TANNER; PAGE, 1997). Além da bacteremia
(BALEJO; PORTO; CORTELLI, 2014), o processo inflamatdrio local e sistémico
conectam a periodontite ou infec¢des orais com efeitos sistémicos (KAHN et al.,
2008).

Ha evidéncias que suportam a associacdo entre a periodontite e o
desenvolvimento de certos processos inflamatorios e sistémicos, como doenga
cardiovascular, diabetes mellitus, obesidade e alteracbes durante a gravidez
(SILVESTRE et al., 2016). A artrite reumatéide (AR) também foi incluida entre
essas desordens associadas (ROSENSNTEIN et al.,, 2004; BARTOLD;
MARSHALL; HAYNES, 2005).
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A AR é caracterizada por ser uma doenca autoimune com inflamacéao
sinovial crénica (CATRINA et al., 2017; STRAUB et al., 2013). Constitui-se de
uma poliartrite simétrica e compromete articulacées periféricas diartrodiais e
estruturas periarticulares (MACEDO; KAKEHASI; DE ANDRADE, 2016).

Além de ser uma poliartrite crbnica, bilateral e simétrica, as
inflamacfes articulares e dores podem acarretar em deformidades,
instabilidades e destruicdo progressiva das articulacdes sinoviais (ABRAO et al.,
2016). Com isso, os efeitos deletérios sobre a mobilidade fisica e sobre a
capacidade funcional comprometem a expectativa de vida desses pacientes
(GOELDNER et al., 2011). A sinovite acomete a membrana sinovial, a qual é
sitio de inflamacao primaria, e com isso a hiperplasia celular e processo
inflamatdrio estao presentes (MACEDO; KAKEHASI; DE ANDRADE, 2016).

A AR afeta cerca de 1% da populacdo (MARIANO, 2011). Sua etiologia
exata ainda é desconhecida, sabe-se que € um resultado secundario entre
fatores genéticos e ambientais (FUGGLE et al., 2016). A interacdo entre os
fatores imunoldgicos, genéticos, hormonais e infecciosos promovem uma
desregulacdo do sistema imune e quebra da tolerancia imunol6gica. Nessa
qguebra, no estagio inicial pré-clinico, anticorpos como fator reumatoéide e anti-
proteinas citrulinadas na corrente sanguinea sao encontrados (FAUCI et al.,
2013). A fisiopatologia da AR é regulada pela superproducao de citocinas pro-
inflamatérias e desregulacdo de citocinas antiinflamatorias, sendo que as
principais citocinas presentes nesse meio inflamatério sdo TNF-a e a IL-6 (ZOU,
2017).

Varios estudos tém sugerido uma relacdo entre a AR e a periodontite,
mostrando que pacientes com AR tém uma maior probabilidade em desenvolver
periodontite quando comparado a pessoas saudaveis (DETERT et al., 2010;
HAN & REYNOLDS, 2012; MONSARRAT et al., 2013). Essa relagéo parece ser
bidirecional (CHOI et al., 2016; KOBAYASHI & YOSHIE, 2015). E, devido a essa
relacdo, mudancas nos marcadores bioquimicos foram observadas apds o
tratamento periodontal n&o cirargico, propiciando uma reducédo da inflamacéo
produzida em nivel periodontal e entdo, repercutindo em modulacdo de forma
positiva no processo inflamatério na artrite (SILVESTRE et al., 2016). Além disso,
a presenca da periodontite foi associada a um aumento do dano articular
(MIKULS et al., 2014).
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Para justificar tal associacdo, fatores de risco genéticos e ambientais
(KOZIEL; MYDEL; POTEMPA, 2014; MONSARRAT et al.,, 2013), respostas
imunes humorais e celulares analogas e perfil imunogenético sao citados (HAN
& REYNOLDS, 2012). Uma das explicagbes sobre essa relagéo seria a de que
as bactérias orais podem induzir a citrulinizacdo de peptideos que
desempenham um papel importante no mecanismo de auto-imunidade
(ROUTSIAS et al.,, 2011) que levam a um aumento de anticorpos contra
proteinas citrulinadas. Essa producdo de anticorpos anti-peptideos citrulinados
€ especifica da AR, precedendo suas manifestacdes clinicas (DETERT et al.,
2010; OGRENDIK et al., 2005).

Isto posto, acredita-se que a periodontite, por meio dos efeitos
inflamatorios sistémicos, potencializa os efeitos deletérios da AR em ratos Wistar
machos em modelo experimental, tornando-se necessario a realizacdo de

estudos que investiguem tais efeitos na associacdo das patologias.



20

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar se a periodontite induzida experimentalmente potencializa os

efeitos deletérios da artrite reumatodide em ratos Wistar.

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar os parametros da funcionalidade periférica dos animais em
relacdo a incapacidade motora, nocicepcdo, edema articular e forca
muscular.

2. Avaliar a migragdo leucocitaria no liquido sinovial dos joelhos em
modelo experimental de periodontite e artrite reumatéide.

3. Descrever as alteracbes morfologicas na membrana sinovial dos
joelhos de ratos Wistar.

4. Avaliar por meio de radiografia e morfometria as repercussdes da
periodontite em relacdo a perda 6ssea alveolar.

5. Investigar os efeitos da injecao intradérmica, bem como da injecao intra-

articular nos animais com periodontite.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Periodontite

As condicdes de vida e seus impactos sobre a situacdo de saude
populacional sdo campos alvos e crescentes na saude coletiva, vistos pelo
aprimoramento teérico e metodolédgico que sustentam estudos de desigualdades
no processo saude-doenca. Essas desigualdades geram uma deficiéncia na
saude do individuo, incluindo a saude bucal. Desigualdades socioecondémicas
vigentes e o acesso dificultoso na assisténcia odontologica refletem diretamente
em um comprometimento da mesma (PASSOS et al., 2011), contribuindo assim
para o surgimento da periodontite.

A classificacdo aceita internacionalmente (ARMITAGE, 1999) subdividia
a periodontite em periodontite cronica, periodontite agressiva, doencas
periodontais necrotizantes, periodontite como manifestacao de doenca sistémica
e abcessos periodontais. Embora essa classificacdo fornecesse uma estrutura
viavel que vinha sendo amplamente utilizada na prética clinica e investigacao
cientifica em periodontologia nos ultimos anos, havia deficiéncias importantes,
incluindo uma sobreposicao substancial e falta de uma patobiologia clara entre
as categorias estipuladas, dificuldades na implementacdo e imprecisdo
diagnéstica (PAPAPANOU et al., 2018).

Considerando que a saude periodontal clinica envolve um controle
imune e fisiolégico, envolvendo niveis de marcadores biolégicos e inflamatorios
compativeis com a homeostase (CHAPPLE et al., 2018), um novo esquema de
classificagdo para doencas e condigbes periodontais e peri-implantares foi
necessario para os clinicos diagnosticarem e tratarem adequadamente o0s
pacientes, bem como para 0s cientistas, investigar a etiologia, patogénese,
historia natural e tratamento das doencas e condicbes (CATON et al., 2018).
Participantes da Academia Americana de Periodontia (AAP) e Federacao
Européia de Periodontia (EFP) se encarregaram, portanto, de atualizar a

classificacdo de 1999, conforme o Quadro 1.
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Quadro 1 - Classificacdo para doencas e condi¢cées periodontais e peri-

implantares.

1. Saude Periodontal, Condi¢cGes e Doencas Gengivais, subdividido em:

1.1 — Saude Periodontal e Saude Gengival
1.2 — Gengivite Induzida pelo Biofilme

1.3 — Doencgas Gengivais N&o Induzidas pelo Biofilme

2. Periodontite, subdividido em:
2.1 — Doengas Periodontais Necrosantes
2.2 — Periodontite

2.3 — Periodontite como Manifestacao de Doencas Sistémicas

3. Outras Condi¢des que afetam o Periodonto, subdividido em:

3.1 — Manifestacdes Periodontais de Doencas ou Condi¢cOes Sistémicas
(Doengas ou Condicdes Sistémicas que afetam os Tecidos Periodontais
de Suporte)

3.2 — Abscessos Periodontais e Les6es Endoperiodontais
3.3 — Condigdes e Deformidades Mucogengivais
3.4 — Forcas Oclusais Traumaticas

3.5 — Fatores Relacionados ao Dente e as Proteses

Para as condi¢des peri-implantares, estas foram divididas em:
1. Saude Peri-Implantar
2. Mucosite Peri-Implantar
3. Peri-Implantite

4. Deficiéncias nos Tecidos Peri-Implantares Moles e Duros

Fonte: Adaptado de STEFFENS, J.P., MARCANTONIO, R.A.C. (2018).

O periodonto é uma estrutura complexa e dindmica composta por tecidos
moles e duros abrangendo o cemento e tecidos de auto-renovacéo, incluindo a
mucosa gengival (epitélio e conjuntivo), ligamento periodontal e osso alveolar
que, juntos, oferecem protecéo e suporte para ligagdo dos dentes na mandibula
e maxila (GARLET et al., 2012) (Figura 1).

O periodonto pode ser dividido em periodonto de protecdo e de

sustentacao. O periodonto de protecéo é constituido pela gengiva marginal livre
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e inserida, papila interdentaria e pela unido da mucosa alveolar e mucogengival.
Esse periodonto promove a homeostasia, fazendo uma vedacao do meio interno,
contribuindo para a saude periodontal do hospedeiro frente as agressdes
bacterianas. J& o periodonto de suporte é constituido pelo ligamento periodontal,
0sso alveolar e cemento radicular. Sua fungéo, é de sustentacdo dos dentes,
assim como funcgéo sensorial, nutricional, de inervacéao e formativa (CARRANZA,
1983; LINDHE; LANG; KARRING, 2010).

No tecido conjuntivo, a matriz extracelular (MEC) e o colageno tipo |
auxiliam na estabilizagdo dos tecidos periodontais e as fibronectinas atuam na
morfologia, diferenciacdo e migracdo celular (DARVEAU, 2010). As
metaloproteinases da matriz (MMPs) estdo associadas a remodelagao tecidual
da MEC, logo, elas sdo responsaveis pela remodelacdo nos processos
fisiolégicos assim como nos patolégicos (GARLET, 2010).
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Figura 1- Esquema do dente e as suas estruturas de suporte e protecéo, periodonto.
Fonte: GARTNER e HIATT, 2007.
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Durante o desenvolvimento fetal, o osso alveolar & formado por
ossificacdo intramembranosa, se constitui de matriz organica e contém células
osteoprogenitoras, ostedcitos, osteoblastos, osteoclastos e colageno. Ja o
fostato, a agua, bicarbonatos, fluoretos e citratos constituem a matriz inorganica
(CARRANZA, 1983).

Em adicdo aos elementos do tecido conjuntivo, a perda 6ssea alveolar é
uma estrutura chave dos ambientes periodontais e periapicais. A homeostase do
0osso depende de um equilibrio entre reabsor¢cdo éssea pelos osteoclastos e
formacao Ossea pelos osteoblastos. O receptor ativador do fator nuclear kapa B
(RANK), seu ligante RANKL e sua contraparte solluvel a osteoprotegerina (OPG),
impulsionam a regulacdo da remodelacdo 6ssea (DARVEAU, 2010; GARLET,
2010).

O RANK esté presente na superficie dos pré-osteoclastos, o RANKL que
€ uma proteina ligada a membrana, € responséavel pela diferenciacdo dos pré-
osteoclastos em osteoclastos maduros, o que permite a reabsorcdo 0ssea. A
OPG atua como um inibidor da ligagdo RANK-RANKL, evitando a
osteoclastogénese. Estimulos sisttmicos e locais, como mediadores
inflamatorios, hormbénios e produtos bacterianos controlam a producdo de
RANKL e OPG (BELIBASAKIS & BOSTANCI, 2012). O equilibrio entre
expressdo de RANKL e OPG é fundamental para a remodelacdo Ossea
(GARLET et al., 2012).

Em condicbes saudaveis, elementos do tecido conjuntivo estdo sujeitos a
um ciclo controlado de sintese e degradacdo. O desafio de um equilibrio
dindmico e balanceado entre bactérias e hospedeiro, resulta em uma resisténcia
a colonizacao de patdgenos no periodonto. Se esse equilibrio de renovacéo no
tecido conjuntivo pelo acumulo de bactérias na superficie dos dentes se excede
com o objetivo de erradicar esses patégenos, pode haver o desencadeamento
de uma resposta inflamatéria. Essa resposta perturba a homeostase no
periodonto, podendo contribuir para o surgimento da gengivite e periodontite
(GARLET et al., 2012).

Logo, a colonizagéo do biofilme que leva ao acumulo de placa bacteriana
ao longo da margem gengival é feita por microrganismos patogénicos Gram-
negativos, que desencadeiam a reacdo inflamatoria (KOZIEL; MYDEL,

POTEMPA, 2014). Essa placa bacteriana pode se acumular sub ou supra
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gengivalmente e também dependendo da profundidade em que ocorre, ha
diferencas na microbiota e o biofilme que se forma fornece nutrientes para as
bactérias. A gengivite pode ser reversivel fazendo a sua remocdo, assim 0s
sinais inflamatérios tendem a desaparecer e impedir a progressdo para
periodontite (LINDHE; KARRING; LANG, 2005).

Se a resposta imunoldgica do hospedeiro for insuficiente para controlar
essa inflamacao (DETERT et al., 2010) e também com a execuc¢ao inadequada
da higiene oral, a progresséo da patologia ocorre e a periodontite se desenvolve
(LINDHE & LANG, 2015).

Para impedir que agentes patogénicos se disseminem, processos
inflamatorios e também imunoldgicos ocorrem, com isso, ha um reconhecimento
dos componetes microbianos pelas células hospedeiras da gengiva como
resposta inicial e entdo posteriormente producdo de mediadores inflamatorios e
recrutamento de células como neutréfilos, mondcitos e macrofagos (CRAIG et
al., 2013).

Dentre os mediadores inflamatérios produzidos, encontram-se as
espécies reativas de oxigénio (CHAPPLE, 1997) , MMPs (GARLET et al., 2006),
guimiocinas (SILVA et al., 2007) e citocinas (GARLET, 2010). Além do TNF-a,
alguns outros principais mediadores pro-inflamatorios estédo presentes, como as
IL-6, IL-1B e IL-8 (GARLET et al., 2012; BASTOS et al., 2005; OFFENBACHER
et al., 2007). As citocinas produzidas localmente sdo importantes para
estabelecer a imunidade funcional contra agentes patogénicos invasores
(KHALAF; LONN; BENGTSSON, 2014). No entanto, elas interagem entre si,
modulam os receptores da superficie celular, amplificam a sinalizacao e realizam
interacdes sinérgicas ou antagonicas na funcéo celular (HASTURK; KANTARCI,
VAN DYKE, 2012).

O TNF-a se destaca entre as citocinas produzidas na periodontite
(GARLET et al., 2012; LEISHMAN; SEYMOUR; FORD, 2013). E uma citocina
gue possui varias fungdes, desde a migracao celular até a destruicéo tecidual,
regula a producdo de outras citocinas como IL-6 e IL-1[3, esta correlacionado
com a degradacdo da MEC e reabsorcdo 6ssea através da correlacdo com as
MMPs e RANKL (HASTURK; KANTARCI; VAN DYKE, 2012).

As citocinas e quimiocinas levam a migracao de leucécitos para os tecidos

periodontais onde essas células exercem um papel importante na destruicao de
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patbgenos ao liberarem mediadores em uma resposta inflamatoria local.
Portanto, estes e outros mediadores tém sido detectados em niveis elevados no
fluido crevicular gengival, saliva e sangue, sendo considerados, assim,
biomarcadores aceitaveis para alguns aspectos da periodontite (da COSTA et
al., 2015).

Citocinas pro-inflamatdrias tais como IL-1p e TNF-a tém sido associados
com a progressao da periodontite e declinio apos o tratamento periodontal. Estas
citocinas sdo liberadas por macrofagos apos infecgcdo bacteriana ou leséo
tecidual e, em altas concentracdes, estimulam a liberacéo e a producao de outros
mediadores inflamatoérios. Similarmente, a IL-17 € uma citocina pro-inflamatoria
produzida por células T helper (Th17) ativadas que induzem um perfil distinto de
mediadores, que podem exacerbar a inflamacgéo e a destruicdo dos tecidos. De
fato, células Th17 foram encontradas em pacientes com periodontite bem como
a expressao de IL-17 no osso alveolar destes individuos, sugerindo uma relacéo
causal entre inflamacao e destruicdo 6ssea (da COSTA et al., 2015).

As células Thl7 tém sido implicadas na patogénese da periodontite,
principalmente devido ao seu envolvimento como linfocitos especializados que
podem ativar a reabsorcédo 6ssea. Em um modelo de periodontite em primatas,
Ebersole et al., (2014) mostraram uma super expressao de Th17 / citocinas T
reguladoras (IL-18, IL-6, TGF- e IL-21) na iniciacdo da doenca, seguida por uma
persisténcia da resposta Th17 na progresséo da periodontite.

A periodontite pode provocar uma resposta inflamatoria sistémica por
ativacado da resposta de fase aguda, a qual modifica a taxa de sintese hepatica
das proteinas plasmaticas, denominadas de proteinas de fase aguda como as
citocinas e, pode representar uma fonte distante de inflamagéo sistémica de
baixo grau. Por esta razao, esta significativamente associada a varias condi¢cdes
sistémicas, incluindo infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, diabetes,
prematuros de baixo peso ao nascer (BRITO et al., 2013) e doenca inflamatoria
intestinal (DII) (LIRA-JUNIOR & FIGUEREDO, 2016).

Além disso, todos esses mecanismos que resultam na liberacdo de
mediadores da inflamacao podem causar a destrui¢cao das articulagdes, levando
ao aparecimento da AR. Essa hipétese revela que a infeccado bacteriana oral
pode desempenhar um papel na citrulinacdo peptidica, que pode estar envolvida

na perda de autotolerancia e no desenvolvimento de autoimunidade na AR
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(KAUR; MOHINDRA; SINGLA, 2016). A citrulina é um aminoacido alterado da
arginina e esta reacao € catalisada pela enzima PAD (GABARRINE et al., 2015).
Tal modificacdo leva a mudancas conformacionais e funcionais da proteina.
Essas proteinas citrulinadas sdo autoantigenos na AR (WEGNER et al., 2010) e
em pacientes susceptiveis pode haver o desencadeamento de uma cascata de
eventos que podem levar ao desenvolvimento da AR (KOZIEL; MYDEL;
POTEMPA, 2014).

3.2 Periodontite induzida por Ligadura

Em humanos, o estudo da periodontite tem suas limitacBes visto que,
pode ocorrer uma grande variacdo de um individuo para o outro ou até mesmo
no proprio individuo, pois a gravidade da lesdo pode variar de dente para dente
e de uma superficie para outra (LINDHE; LANG; KARRING, 2010). Assim, para
avaliar a patogénese e modalidades terapéuticas da periodontite, estudos em
animais tém sido utilizados (LISTGARTEN, 1975).

A semelhancga anatomica de ratos na regido molar com a do homem faz
com gue o estudo experimental se torne uma ferramenta valida (CHANG et al.,
2002). Além disso, a histopatologia das lesdes, imunologia basica, composicdo
e desenvolvimento do biofilme bacteriano sédo semelhantes (SWERTS, 2014).
Assim, os resultados do estudo sdo mais previsiveis, pois a patologia é
reproduzida em um alto grau de confiabilidade (FRENKEL, 1969). Além disso, a
utilizacdo de ratos tem como vantagens, o custo reduzido e facil manuseio
(KLAUSEN, 1991).

A periodontite pode ser induzida por meio de manipulacdo dietética
(SALLAY et al, 1984; KLAUSEN, 1991), inoculagcdo experimental de
microrganismos periodontopatogénicos ou seus produtos (FIEHN; KLAUSEN;
EVANS, 1992) ou por meio da ligadura ao redor da regido cervical do molar,
geralmente o primeiro molar superior ou inferior, com fio de algodao ou nylon
(KIM et al., 2012). O método de ligadura tem baixo custo, facilidade de colocagéo
e pouca injaria dos tecidos (FOUREAUX et al., 2014).

Em um estudo onde foi avaliado o efeito de um inibidor seletivo da
cicloxigenase-2 (COX-2) (meloxicam) na progressao da perda éssea alveolar de

ratos no desenvolvimento da periodontite induzida experimentalmente, os
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animais foram divididos em 8 grupos sendo eles, controle, meloxicam, ligadura,
ligadura e meloxicam. Desses, 4 foram tratados por 5 dias e o restante, por 15
dias. Nas radiografias das mandibulas dos grupos eutanasiados no 5° dia, houve
maior perda 0ssea alveolar no grupo ligadura do que nos outros grupos e em
relacdo ao 15° dia, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos ligadura e
ligadura e meloxicam, entretanto, a perda 6ssea alveolar foi maior comparada
aos grupos controle e meloxicam (NASSAR et al., 2005).

Em uma outra pesquisa foi avaliado o efeito da sinvastatina sobre a perda
Ossea alveolar em ratos com periodontite experimental onde os animais foram
divididos em 12 grupos constituidos por 3 grupos controle, 3 grupos sinvastatina,
3 grupos ligadura e 3 grupos ligadura e sinvastatina. A eutanasia destes animais
foi realizada nos dias 5, 10 e 15 dias de experimento e, em todos os periodos a
perda 6ssea alveolar foi maior no grupo com ligadura do que no grupo controle,
sinvastatina, ligadura e sinvastatina, comprovando o efeito da ligadura na
inducao da periodontite experimental (NASSAR et al., 2014)

Holzhausen et al. (2002) avaliaram o efeito do celecoxib sobre o
desenvolvimento da periodontite induzida por ligadura em ratos e o estudo foi
composto por: grupo controle, grupo Cel (10mg de celecoxib) e grupo Ce2
(20mg de celecoxib) e ap6s 3, 5, 10, 18 e 30 dias ap6s o inicio do tratamento, 0os
12 animais de cada grupo foram eutanasiados. Foi observado que apés a
colocacdo da ligadura, as caracteristicas macroscopicas da gengiva se
modificaram e favoreceu o acumulo de restos alimentares e formacéao de biofilme
bacteriano em todos os periodos. O aumento do volume da gengiva da face
vestibular dos primeiros molares inferiores e aumento do volume que recobriu
parte do fio de algodéo da ligadura foram as alteracdes macroscopicas mais
evidentes e facilmente observaveis a partir do 5° dia de experimento.

Ainda neste estudo, em relacéo a perda éssea que foi avaliada por meio
de radiografia, com excec¢éo do periodo de 3 dias, observou-se a influéncia da
colocacao da ligadura na reabsorcéo 0ssea alveolar a partir do 5° dia em todos
0s grupos com ligadura durante todos os outros periodos de avaliacdo. Em
relacdo as alteracdes microscopicas, no grupo com ligadura aos 5 dias observou-
se desorganizacdo do epitélio da gengiva e inflamacao, contendo leucécitos
polimorfonucleares, fibroblastos e vasos dilatados e no tecido 0sseo havia

extensas areas de reabsorcéo.
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Schmidt (2005) realizou uma avaliacdo radiografica da reabsorcédo éssea
periodontal por meio de valor de pixel e sua comparacdo com a analise
histopatolégica em 30 ratos Wistar submetidos a inducdo da periodontite, por
meio de ligadura com fio de seda ao redor do primeiro molar inferior direito. Os
animais foram eutanasiados ap0s 7, 14 e 28 dias e para cada periodo do
experimento, 10 animais eram eutanasiados. Foi observado reducéo do infilrado
inflamatorio e aumento da severidade da perda 6ssea, com a cronificacdo da

resposta inflamatoria no grupo de 28 dias.

3.3 Artrite Reumatoide

As doencas reuméticas fazem parte da historia da medicina desde os
tempos de HipOcrates. Ele as descreveu parcialmente no quarto século a.C e
entdo o termo “rheuma” surgiu apos esse periodo, para designar um tipo de
qguadro doloroso que afetava as articulacées do corpo (KULKAMP et al., 2009).

A primeira descricdo da AR reconhecida pela medicina moderna foi
encontrada na dissertacdo de Augustin Jacob Landré-Beauvais no ano de 1800
e ele a descreveu inicialmente como Gota Asténica. Alfred Garrod distinguiu a
gota de outras doencas artriticas, diferenciando a artrite da gota e classificando
a AR como um condicao distinta (ENTEZAMI et al., 2011). Posteriormente, seu
filho Sir Archibald Garrod atribuiu o termo AR em 1907 (KULKAMP et al., 2009).

Atualmente ela é considerada como uma doenca de origem auto-imune,
com inflamacéo sistémica crénica, que acomete as articulacbes e que causa
dano progressivo no sistema musculoesquelético (KULKAMP et al., 2009;
MIOTO, 2018).

Cerca de 1% da populacdo mundial é afetada pela patologia, sendo que
dor e incapacidades a acompanham (MIOTO, 2018). Ela pode se desenvolver
em qualquer idade, porém a idade tipica de inicio & aproximadamente 55 anos,
e sua prevaléncia pode aumentar com a idade (CROWSON et al., 2011).

Um estudo realizado por Senna et al. em 2004 no Brasil, mostrou que
entre as doencas reumatoides, houve uma prevaléncia de 0,46% para AR,
representando quase um milhdo de pessoas com a doencga, ocorrendo
predominantemente em mulheres entre a quarta e sexta décadas de vida.

Estima-se que em 2030 a prevaléncia aumente (ABELL et al.,, 2005),
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provavelmente decorrente do envelhecimento da populacdo e isso
consequentemente aumentard o0s gastos do sistema de saude publica
(KULKAMP et al., 2009).

A sua etiologia € multifatorial e ndo estd muito bem esclarecida
(MACEDO, 2013), acredita-se em uma associacao entre aspectos genéticos e
ambientais (FUGGLE et al., 2016). Alguns fatores podem contribuir para o
desenvolvimento da AR como hereditariedade, nutricdo inadequada, ferimentos,
gravidez frequente, menopausa, hébitos de higiene incorretos, lactacdo
prolongada, ansiedade, tuberculose e ataques de reumatismo agudo (TUFTS,
2012), além de uma combinacdo de genes e infeccdo ambiental por virus e
bactérias (KAPALE; VARDHARAJULU; WARUDE, 2017).

Suas manifestagcfes clinicas incluem poliartrite simétrica, dor, edema,
vermelhiddo, nodulos reumatdides, limitacdo de amplitude de movimento,
deformidades, erosédo, rigidez devido a hiperplasia sinovial, destruicdo de
componentes articulares, contribuindo para a reducéo funcional e aumento de
comorbidades (GUO et al., 2018; SHRIVASTAVA & PANDEY, 2013; KITAS &
GABRIEL, 2011).

Na AR, sintomas como fraqueza, febre, mialgia, fadiga, e limitacdo dos
movimentos das articulagcdes acometidas podem estar presentes (MOTA et al.,
2011), assim como a dor, que é um dos sintomas mais limitantes e que piora
com o decorrer da doenca, levam a uma reducao na qualidade de vida e também
a um aumento na taxa de hospitalizacdo (PINHEIRO et al., 2013). Com isso ha
um impacto, que ndo acomete somente areas da saude, mas também
compromete fatores sociais e econdmicos, pois afastamentos do trabalho e os
gastos dos setores publicos e privados se sucedem (BRESSAN, 2005).

Outros sintomas encontrados sao rigidez matinal, perda de peso, com
curso clinico flutuante entre periodos de melhora e exacebacdo dos sintomas
articulares (GOMES, 2008). Os tecidos que revestem as articulagbes sofrem
inflamagéo, a qual leva ao desenvolvimento de dor, rigidez e inchago, além de
danificar o tecido 6sseo e cartilagineo, alterando o formato das articulagbes e
comprometendo a biomecénica articular (TORPY; PERAZZA; GOLUB, 2011;
TUFTS, 2012).

Para permitir sua classificacdo, critérios foram estabelecidos pelo

American College of Rheumatology — ACR em 1987 e recentemente pelo
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American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism —
ACR/EULAR em 2010 (ALETAHA et al., 2010; ARNETT et al.,1988).

Os critérios sao rigidez matinal articular por pelo menos uma hora, artrite
de trés ou mais areas com edema ou derrame articular, artrite nas articulacdes
das maos, artrite simétrica, nodulo reumatdide, fator reumatdide sérico e
alteracdes radiograficas como erosfes ou descalcificacdo. Sendo que os quatro
primeiros citados devem estar presentes por pelo menos seis semanas, e quatro
sd0 necessérios para considerar AR (BERTOLO et al., 2009). O diagndstico
precoce e inicio de tratamento imediato sdo fundamentais para prevencao de
incapacidades funcionais e morbidades (DAVIS & MATTESON, 2012).

Confirmando a gravidade da doenca, além de deformidades irreversiveis
e limitag&do funcional devido aos sintomas, a reducao de sobrevida, em casos
mais avancados, pode ocorrer, pois problemas como tumores, infecgdes,
toxicidade gastrintestinal podem surgir (ABELL et al., 2005; CHEHATA et al.,
2001; MOTA et al., 2011; DAVIS & MATTESON, 2012).

Os custos relacionados a artrite também s&o elevados, pois os fatores
diretos (como gastos com medicamentos, despesas médicas e hospitalares) e
fatores indiretos (tais como absenteismo, perda ou reducédo da produtividade
pessoal e pagamentos de aposentadoria por invalidez) podem ocorrer (de
AZEVEDO; FERRAZ; CICONELLI, 2008).

Nos ultimos anos, houve grandes avancos em relacdo ao conhecimento
da fisiopatologia da AR e com isso o desenvolvimento de novas classes
terapéuticas e estratégias para o tratamento dos pacientes (MCINNES &
O’DELL, 2010).

N&o ha um consenso para a definicdo de AR inicial. A duracdo dos
sintomas é mais valorizada, sendo que esses ocorrem em um periodo de menos
de trés meses a um ano (BERTOLO et al., 2009) e nessa fase inicial da doenca,
o tratamento farmacoldgico eficaz pode mudar o curso da doenga por ser um
periodo de janela de oportunidade terapéutica, contribuindo para um controle
otimizado da doenca (MCINNES & O'DELL, 2010; KLARENBEEK et al., 2010).

O tratamento da AR comp®de-se da educacédo do paciente e da familia em
relacdo aos riscos e beneficios do tratamento, fisioterapia, terapia ocupacional,
apoio psicossocial, abordagens cirdrgicas e terapia farmacolégica. Na pratica

clinica, o tratamento farmacolégico compde-se de anti-inflamatorios néao-
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esteroidais (AINES), corticosteroides, antirreuméticos de acao lenta e farmacos
modificadores do curso da doenca (DMARD) (RENDAS-BAUM et al., 2011;
SIGN, 2000). Contudo, o uso dos AINES, que sdo amplamente utilizados na AR,
deve ser controlado pois algumas condi¢des clinicas podem se agravar, como
hipertensdo arterial sistémica, insuficiéncia cardiaca, arterial e renal,
hepatopatia, distlrbios de coagulacéo e doencas gastroinstestinais (MOTA et al.,
2012).

Segundo o American College of Rheumatology (ACR) (2002), os objetivos
do tratamento englobam a prevencao ou controle da leséo articular, prevencao
de perda de funcao e reducao da dor e com isso melhorar a qualidade de vida.
Ainda segundo o ACR, o acompanhamento multidisciplinar é imprescindivel e o
tratamento deve ser um processo dinamico, com reavaliagbes constantes e
partilha das decisfGes da terapia com o paciente.

O fator reumatéide (FR) é um marcador sorolégico mais utilizado para
diagnéstico da AR inicial, ele pode ser detectavel em cerca de 70% dos pacientes
com AR estabelecida e a presenca dele € um dos sete critérios classificatorios
do ACR (MOTA et al., 2009).

Os autoanticorpos antipeptideo citrulinados ciclico (ACPA) também foram
estudados e, além de serem detectados em torno de 70% nos pacientes, eles
sdo altamente especificos para AR. Tanto o FR quanto os ACPA, ativam
macrofagos, induzindo a ativagéo de citocinas na AR (SOKOLOVE et al., 2014).

Por isso, varios estudos observaram que concentracées mais altas
desses autoanticorpos, se associam com um agravamento do curso da doenca,
demonstrando que eles prenunciam informacOes prognoésticas altamente
relevantes (MIRIOVSKY et al., 2010; HUEBER; UTZ; ROBINSON, 2003).

Na sua fisiopatogénse, a AR € uma doenca autoimune, ou seja, células
imunoldgicas atacam o préprio tecido saudavel, sendo a articulagdo a mais
afetada, fazendo com que ocorra o desenvolvimento de uma inflamacéao e danos
teciduais (PASSOS, 2016; KAPALE; VARDHARAJULU; WARUDE, 2017).

O evento inicial entdo é o processo inflamatorio na membrana sinovial e
a hiperplasia celular, configurando assim a sinovite. Caso nao haja tratamento,
ocorre a destruicdo articular progressiva, perda cartilaginosa e 0ssea

(FIRESTEIN, 2003). Nesse processo inflamatorio células do sistema imune
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invadem o tecido, levando a proliferagcéo celular, formacao de foliculos linfoides
germinativos e neovascularizacdo (BARTOK & FIRESTEIN, 2010).

Essa inflamacdo faz com que células T e B, células dendriticas,
mondcitos, mastocitos, células linféides, macréfagos, leucécitos e plasmaocitos
sejam recrutados (WATTS et al., 2013; RAZA et al., 2012; McCINNES & SCHETT,
2011). As células do tecido hospedeiro também respondem de forma acentuada,
os fibroblastos, condrécitos e osteoclastos estdo envolvidos na destruicdo do
tecido articular e 6sseo (BRENNAN & McINNES, 2008).

Todo esse processo leva a formacdo do pannus (tecido sinovial
proliferado) atinge e degrada a cartilagem e 0 osso (Figura 2) resultando em uma
destruicdo articular progressiva e erosées (ANDREOLI et al., 1998; MIOSSEC,
2004). A ativacdo das células T gera a producdo de interferon-gama (IFN-Y)
que estimula a liberacao de TNF-q, IL-1 e os macrofagos e fibroblastos sinoviais
estimulam a producdo de metaloproteinases (BRENOL et al., 2007).

Os linfécitos T auxiliar tipo 17 (Th17) produtores de IL-17, tem funcéo
importante na resposta inflamatéria induzindo a producéo de IL-6 e IL-23 que faz
com que aumente a reabsorcdo 0ssea e ativacao de osteoclastos (VIACAVA et
al., 2014). As principais citocinas sdo o TNF-a e a IL-6, pois elas agravam a
resposta inflamatéria, ativando as células endoteliais e recrutando células

imunoldgicas no complexo articular (ZOU, 2017).
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Figura 2 - Figura ilustrativa da anatomia da articulagdo. A esquerda, articulagdo saudavel. A
direita, articulagdo com comprometimento pela AR.
Fonte: Adaptado de SMOLEN et al. 2016.
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Além da articulagdo, 6érgdos como o coracado, pele, pulmdes e pleura
também podem ser afetados por conta da sua caracteristica autoimune e
sistémica (TORPY; PERAZZA; GOLUB, 2011). Manifestacbes como ceratite,
granulomas pulmonares, pleurite, pericardite, vasculite de pequenos vasos
podem surgir (GUO et al., 2018). Quando ha o envolvimento de outros 6rgédos, a
gravidade e morbidade sdo maiores ainda, e reducédo de expectativa de vida

pode ocorrer em cinco a dez anos (BERTOLO et al., 2007).

3.4 Artrite reumatéide induzida por Adjuvante Completo de Freund

Modelos animais de artrite tém sido Uteis para teorias desafiadoras da
patogénese da doenca in vivo, identificando alvos para tratamento e fornecendo
uma plataforma para validacao terapéutica (VINCENT et al., 2012). A ingestéo
de medicamentos ou habitos podem interferir no processo inflamatorio, por isso,
pesquisas em humanos relacionadas a AR sao dificeis de serem controladas.
Assim, modelos experimentais de indug&o de artrite em animais proporcionam
maiores informagdes sobre o tema (GOMES et al., 2014).

Dentre os modelos experimentais de artrite que foram desenvolvidos (CAl
et al., 2006; COOK & MOORE, 2006; NAGAKURA et al., 2003; NAEINI et al.,
2005; YU et al., 2002), destaca-se a AR por adjuvante completo de Freund (CFA)
(CAl et al., 2006; COOK & MOORE, 2006; NAGAKURA et al., 2003). A primeira
descricdo do CFA foi realizada por Pearson em 1956, definida como uma
patologia induzida em ratos pela inoculacdo de uma micobactéria (FARIA et al.,
2009).

O CFA é composto por 6leo de parafina contendo mono-oleato de manitol
como surfactante e uma micobactéria morta, sendo que as usualmente utilizadas
sao o Mycobacterium tuberculosis ou butyricum (BILLIAU & MATTHYS, 2001).
A injecéo de CFA na cauda (intradérmica) foi baseada nos achados de Wauben,
Wagenaar-Hilers e Wan Eben (1994) como via preferencial de imunizacao.

No estudo de Gomes et al. (2013) no qual foi realizado uma padronizacao
de modelo experimental adequado a estudos do efeito do exercicio na artrite,
observou-se que a imunizacao intradérmica ndo promove sinais significativos de
dor e edema, somente na segunda injecao intra-articular apos 7 dias, sendo esta

a mais adequada na articulacéo tibiofemural, pois na tibiotarsica houve a
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presenca de edema com aspecto necrético na pata. Na presente pesquisa,
investiga-se os efeitos das injecdes de forma isolada, mas na associacdo da
periodontite.

Em relacdo a dose, Wauben, Wagenaar-Hilers e Wan Eben (1994)
descrevem que 0,1 a 10mg/ml de micobactéria em casos mais graves e 1,0 a
5,0mg/ml em casos brandos sao utilizados. A dose dos reagentes também deve
ser correta, pois assim, as avaliacdes funcionais nao séao prejudicadas. Visto que
a administracdo de 100 e 150 pul de CFA de mycobacterium tuberculosis no
joelho causa hiperalgesia e edema por 14 e 90 dias respectivamente (WILSON
et al., 2006), e a administracdo com butyricum, de 125 pl, ocorre hiperalgesia e
edema por 20 a 30 dias (YU et al., 2002).

O CFA mimetiza sinais e sintomas da AR humana, incluindo alteractes
histopatolégicas, hipersensibilidade, edema e infiltrado celular (BARTON et al.,
2007). A manifestacéo e severidade dos sintomas podem variar em funcao do
género do animal, espécie de micobactéria, nimero e intervalo de inoculacdes e
via e local de administracdo (CAIl et al., 2006; COOK & MOORE, 2006;
NAGAKURA et al., 2003). O modelo de artrite induzida por adjuvante permite o
estudo da etiopatogenia, prognostico e tratamento da AR (FARIA et al., 2009).

3.5 Associacao da periodontite e artrite reumatéide

Snyderman e McCarty (1982), comentaram pela primeira vez sobre os
mecanismos inflamatérios comuns entre AR e periodontite, sendo caracterizadas
por inflamacéo auto-sustentada em um local adjacente ao 0sso e sinais clinicos
como dor, inchaco e sensibilidade podem aparecer devido ao processo
inflamatorio e eroséo do osso adjacente.

A preocupacdo entre a periodontite e outras doencas sistémicas
ganharam relevancia com dois trabalhos publicados em 1989, os quais
identificaram a higiene oral precaria como fator de risco para acidentes
vasculares cerebrais e doenca coronariana (MATTILA et al., 1989; SYRJANEN
et al., 1989). Posterior a esses trabalhos, outros estudos foram elaborados em
relacdo a periodontite e associagcdo de outras doencas como diabetes mellitus,
complicacbes obstétricas, problemas pulmonares, pré-eclampsia, insuficiéncia
renal cronica, neoplasias e infertilidade (ALBUQUERQUE, 2014).
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A associacao entre a periodontite e doencas reumaticas autoimunes vem
sendo estudada desde a década de 1960 (LIUBOMOROVA, 1964), porém uma
atencao maior foi dada nos anos recentes (de PABLO et al., 2009; TROMBONE
et al., 2010), sendo que a AR foi incluida entre essas desordens
(ROSENSNTEIN et al., 2004; BARTOLD; MARSHALL; HAYNES, 2005).

A AR e a periodontite sdo duas doencas inflamatorias crénicas comuns
que afetam pessoas em todo o mundo e quando ha o desenvolvimento de
ambas, consequéncias significativas tanto para a salde publica quanto para o
individuo podem ocorrer (KOZIEL; MYDEL; POTEMPA, 2014).

Vérios estudos sugeriram a relacdo entre essas patologias, sendo que
pacientes com artrite tém maior probabilidade de apresentar a periodontite
comparado a pessoas saudaveis (PISCHON et al., 2009; de PABLO et al., 2009;
TOLO & JORKJEND, 1990).

Uma possivel relacéo bidirecional entre elas foi vista, pois mudancgas nos
marcadores bioquimicos apés o tratamento periodontal ndo cirdrgico gerando
uma reducdo da inflamacdo, exerceu uma influéncia benéfica na AR
(SILVESTRE et al., 2016). Logo, sujeitos com periodontite possuem um risco
mais elevado de desenvolver AR e vice-versa, sendo que a periodontite € pelo
menos duas vezes mais prevalente em pacientes com AR. Além disso, o curso
clinico da periodontite na AR é mais grave independentemente da idade, sexo,
histéria de tabagismo ou etnia, comparado com pessoas saudaveis (LUNDBERG
et al., 2010).

Essa associacdo também foi demonstrada por Ishi et al. (2008), na qual
condi¢cdes periodontais foram avaliadas em 39 pacientes com AR e entdo
comparadas com 22 pacientes saudaveis. Pacientes com AR tinham mais placa
bacteriana, menos dentes e mais sitios com perda de insercdo em nivel
avancado (ISHI et al., 2008). Uma associagdo nao causal entre as patologias
pode acontecer devido a fatores genéticos e ambientais como a expressao do
alelo HLA-DRB1 de classe I do MHC (complexo principal de
histocompatibilidade) e tabagismo, respectivamente (FIRATLI et al., 1996; KATZ
et al., 1987; MAROTTE et al., 2006; BONFIL et al., 1999; de PABLO; DIETRICH,;
MCcALINDON, 2008).

O componente genético pode ter um papel importante na interacéo entre
essas doencas (TROMBONE et al., 2010). Ha relatos de que mais do que 50%
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das varia¢cfes nas diversas caracteristicas da periodontite podem ser explicadas
por fatores genéticos como, por exemplo, o polimorfismo do grupo de genes da
IL-18 (HAVEMOSE-POULSEN et al., 2007).

Os genes HLA (human leukocyte antigen), que tém forte associacdo com
a AR, também parecem influenciar sobre o desenvolvimento e/ou progresséo da
periodontite (TATAKIS & GUGLIELMONI, 2000). Em um estudo de Mikuls et al.
(2014) sobre a periodontite e P. gingivalis em pacientes com AR, observou-se
gue na presenca da periodontite houve um aumento do dano articular, refletindo
em escores radiolégicos mais elevados.

Apesar de haver diferencas no mecanismo etiologico, estudos sugerem
a associacao entre elas (BERTHELOT & Le GOFF, 2010; DEMMER et al., 2011;
DETERT et al., 2010). Uma das principais diferencas entre as patologias, € que
a AR é uma doenca autoimune e a periodontite, infecciosa. Ambas possuem uma
fase transitoria, de gengivite para periodontite e de fase pré-articular para
manifestacfes clinicas na AR, além das fases de exacerbacdo e remissdo
(KINANE et al., 2011).

As duas patologias apresentam mecanismos destrutivos semelhantes,
pois as citocinas pré-inflamatérias e células inflamatérias impulsionam a
destruicdo cronica da gengiva na periodontite e erosao 0ssea na AR. Achados
recentes condizem com a ideia de que a periodontite pode ser um fator de inicio
e manutencdo das respostas inflamatérias autoimunes que acontecem na AR
(LUNDBERG et al., 2010).

O perfil de citocinas é comum entre elas, as pré-inflamatérias como IL-13
e TNF-a se apresentam em niveis elevados e a IL-10, que suprime a resposta
imuno-inflamatoria, em niveis baixos. Essas citocinas e niveis baixos de
inibidores de metaloproteinases e niveis elevados de metaloproteinases, se
associam na periodontite ativa (BARTOLD; MARSHALL; HAYNES, 2005). Além
disso, elas predispdem a reabsorcéo 6ssea osteoclastica pela producéo de IL-1
e TNF-a (SRINIVASAN, 2013). Elas também partiiham de mecanismos
moleculares comuns, nos quais niveis baixos de OPG, faz com que ocorra uma
reducd@o na protecdo vascular e niveis altos do ligante do receptor ativador do
RANKL e ligante indutor de apoptose relacionado com o TNF (TRAIL). Com a

associacdo do tecido inflamado, ocorre dano vascular e ativacdo de
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osteoclastos, contribuindo para a reabsorcédo 6ssea (KAUR; WHITE; BARTOLD,
2013).

Um numero de hipoteses tem tentado explicar a relacdo entre elas
(SILVESTRE et al., 2016). Uma hipotese é a de que bactérias do periodonto
podem estimular o desenvolvimento da AR e tem sido estudada por Vvarios
autores, in vitro (QUIRKE et al., 2014; WEGNER et al., 2010), em animais
(BARTOLD et al., 2010; MARESZ et al., 2013; CHUKKAPALLI et al., 2016) e em
humanos (ROSENSTEIN et al., 2004; HITCHON et al., 2010; ARVIKAR et al.,
2013), uma vez que na AR ha uma resposta auto-imune gerada por proteinas
alteradas por enzimas de origem bacteriana, como 0s anticorpos anti-proteina
citrulinadas (ACPA) (SAKKAS et al., 2014; KONIG et al., 2015; MIKULS et al.,
2012).

As infeccbes orais desempenham papel na patogénese da AR e essa
hipétese pode ser sustentada pela detec¢cdo de DNA de bactérias anaerdbias e
anticorpos no fluido sinovial de pacientes com AR (DETERT et al., 2010). A
Porphyromonas gingivalis é capaz de invadir os condrécitos nas articulacdes de
joelho em humanos e, consequentemente ha uma alteracdo no ciclo celular e
aumento da apoptose celular (PISCHON et al.,, 2009). Além disso, a
Porphyromonas gingivalis expressa o peptideo arginina deiminase (PAD),
convertendo a arginina em citrulina pela citrulinagdo. E o Unico microrganismo
capaz de expressar a enzima PAD e esse processo por meio da citrulinacao
induz a altera¢cBes na funcao e estrutura de proteinas (MIKULS et al., 2012).

Em algumas proteinas esse processo € comum, porém, esta associada a
AR pelo fato de que a AR apresenta uma baixa imunotolerancia as proteinas
citrulinadas no liquido sinovial, fazendo com que ocorra uma alteracdo na
resposta imune contra essas proteinas (DETERT et al., 2010), pois a enzima
PAD leva a citrulinacdo de proteinas do hospedeiro e producdo de auto-
antigenos (anticorpos anti-CCP) (RODRIGUEZ et al., 2010), o que pode levar ao
desenvolvimento da fase inicial da AR em pessoas que sejam susceptiveis
geneticamente (P1ZZO et al., 2010).

Além disso, a P. gingivalis expressa a gingipains que € uma protease
extracelular, capaz de interromper a cascata de coagulacao, destruir o colageno
e modificar e degradar imunoglobulinas e citoquinas (KHARLAMOVA et al.,
2016).
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Dentre outras hipoteses aceitas, esta o “double hit”, sendo que o primeiro
“hit” € a inflamacgéo devido a periodontite seguido de um segundo “hit” a nivel
articular, com exacerbacdo da resposta inflamatoria nos locais acometidos
(SILVESTRE et al., 2016).

O primeiro “hit” envolve o biofilme periodontal o qual induz uma resposta
inflamatoria local, aumento de citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) e MMPs. O segundo
“hit” € uma inflamacéo sistémica induzida pela periodontite e as caracteristicas
sao niveis elevados de PCR, IL-1 e IL-6, TNF-a e MMPs (PAYNE et al., 2015;
BAUMAN, 2015).

Com o aumento da circulacdo desses mediadores inflamatérios, ha um
estimulo das células periodontais e sinoviais a mediarem a destruicdo do tecido
conjuntivo (KAUR; WHITE; BARTOLD, 2013). A producéo de metaloproteinases
pela membrana sinovial e periodonto, além de mediarem a destrui¢cdo do tecido
conjuntivo, induzem a diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos, favorecendo a
reabsorcdo 6ssea (GOLUB; PAYNE; REINHARDT, 2006).

4. METODOLOGIA

Esta pesquisa classificou-se como descritiva, de carater experimental,
com analise de cunho quantitativo (GIL, 2007) e foi realizada no Laboratério de
Estudo das Lesdes e Recursos Fisioterapéuticos (LELRF) e no Laboratério de
Biologia Estrutural e Funcional (LABEF) vinculados & Universidade Estadual do
Oeste do Parana (UNIOESTE) — Campus de Cascavel. Todos os experimentos
foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas da Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE (Protocolo n°. 19-19)
(Anexo 1).

4.1 Caracterizagcdo da amostra

Os procedimentos experimentais foram realizados com 51 ratos machos
da linhagem Wistar, com idade de trés meses e peso aproximado de 319.55 +
8.53 gramas, provindos do Biotério Central da UNIOESTE e mantidos, durante

a experimentacédo, no biotério setorial do LELRF, sob condi¢des controladas de
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temperatura (21 £ 1° C) e luz (ciclo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro —
07:00 — 19:00 h), &gua e racao ad libitum. Apos uma semana de adaptacéo, os
animais foram randomizados aleatoriamente em seis grupos conforme mostra a
Figura 3 (NASSAR et al., 2009), a diferenca no nimero de animais se deve a
perda amostral durante o experimento, onde dois animais do grupo GPID tiveram
gueda da ligadura.

- Grupo controle (GC): animais que ndo foram submetidos a inducéo das
patologias ou exercicio e receberam injecao intradérmica e intra-articular com
solucéo salina para efeito placebo;

- Grupo artrite reumatoide (GAR): animais que foram submetidos a
inducao de AR (sensibilizacédo + inje¢ao intra-articular com CFA);

- Grupo periodontite (GP): animais que foram submetidos a ligadura nos
primeiros molares inferiores (receberam solucdo salina intradérmica e intra-
artirular para efeito placebo);

- Grupo periodontite e artrite reumatédide (GPAR): animais que foram
submetidos a ligadura nos primeiros molares inferiores e induzidos a AR
(sensibilizacdo + injecdo intra-articular com CFA);

- Grupo periodontite e intra-articular (GPIA): animais que foram
submetidos a ligadura nos primeiros molares inferiores e submetidos a injecao
intra-articular com CFA e intradérmica com solucao salina;

- Grupo periodontite e intradérmica (GPID): animais que foram
submetidos a ligadura nos primeiros molares inferiores e submetidos a injecao

intradérmica com CFA e intra-articular com solucéo salina.

GPAR GPIA GPID
(ID e IA) (sem ID) (sem IA)
N=9 N=9 N=7

Figura 3 - Esquematizacdo dos grupos amostrais.
Fonte: Autora.
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4.2 Procedimentos

Previamente ao inicio do experimento, todos os animais foram adaptados
aos equipamentos de avaliagdes funcionais, antes de qualquer administracao de
substancias ou processo cirurgico. No dia 1 e 8 os animais foram submetidos a
avaliacdes funcionais basais (BO e Bl respectivamente) e apds, mais 7
avaliacoes foram feitas.

Posterior a realizacdo da BO, os animais foram submetidos a injecdo
intradérmica na base da cauda com CFA ou solucédo salina, de acordo com o
grupo e, apés 7 dias receberam a injecdo intra-articular com CFA ou solucéo
salina, também de acordo com o grupo ao qual pertencia. No dia 3, para a
inducao da periodontite, os animais dos grupos GP, GPAR, GPIA e GPID foram
submetidos ao procedimento cirdrgico para a colocacédo da ligadura (Figura 4) e
no 30° dia foi realizada a eutanasia dos animais. A seguir, segue a descricao

detalhada de cada procedimento.

BO Bl AVl Av2 AV3 Av4 AV5 Avée AV7

EEEE NN
HEREEEEEERERRE RN

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 4 - Delineamento das induc¢des das patologias e avaliacfes.
Fonte: Autora.

4.3 Inducdo da artrite reumatoide

Para a inducdo da inflamag&o articular no experimento foi utilizado o
método descrito por Gomes et al. (2014) que consiste na utilizacdo do Adjuvante
Completo de Freund - CFA Mycobacterium butyricum (0,5 mg/ml, Difco ®);
solucéo isotdnica de cloreto de sodio (0,9 %, Aster ®) e alcool iodado (1%,
Rialcool ®).

Os animais foram contidos manualmente de forma cuidadosa com uma

flanela, de modo que apenas o terco inferior do abdémen permanecesse livre,
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foi realizado tricotomia e com alcool iodado (1%) foi feita a assepsia local e, para
as injecdes, foram utilizadas seringas de 1 ml e agulha 13 x 4.5 mm. Para a
injecdo intradérmica, a agulha foi inserida aproximadamente um centimetro na
base da cauda subcutaneamente, sendo que os animais dos grupos GAR e
GPAR receberam a pré sensibilizacdo com 50pl (microlitros) de CFA (0,5 mg/ml,
Mycobacterium butirycum) e GPID recebeu somente essa injecdo. Ja nos grupos
GC, GP e GPIA, foi injetado solucédo salina (cloreto de sodio 0,9%) no mesmo
volume.

Sete dias ap0ls a sensibilizacdo, novamente os animais foram contidos
manualmente para que a regido do joelho do membro pélvico direito fosse
tricotomizada e posteriormente feita a assepsia local com alcool iodado (1%).
Com seringa de 1 ml e agulha 13 x 45 mm, a qual foi introduzida
perpendicularmente em cerca de 1/3 do seu comprimento, 0s animais dos grupos
GAR e GPAR foram submetidos a injecédo na articulacao tibio femoral com 50 pl
(0,5 mg/ml) de CFA Mycobacterium butirycum e o grupo GPIA foi submetido
somente a essa injecao. O restante dos grupos recebeu a aplicagédo com solugéo
salina (cloreto de sédio 0,9%).

Conforme o modelo utilizado, séo necessérias duas aplicacdes, a primeira
na base da cauda e a segunda aplicacdo, na articulacdo tibiofemoral, com um
intervalo de 7 dias entre elas. Porém, os grupos GPIA e GPID foram submetidos
a somente uma injecao, para que as repercussoes dessas injecdes de forma

isolada, mas associada a periodontite, fossem possiveis de se analisar.

>
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£

Figura 5 — Inducdo da artrite reumatdide.
Fonte: NEVES, 2019.
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4.4 Inducao da periodontite

Para a inducéo da periodontite, os animais dos grupos GP, GPAR, GPIA
e GPID tiveram restricdo alimentar por 8 horas antes da colocacao da ligadura.
Posteriormente, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50
mg/Kg) e cloridrato de xilazina (15 mg/Kg), e posicionados em mesa operatoria
apropriada, a qual permitiu a manutencao da abertura bucal dos ratos facilitando
0 acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio de uma
pinga modificada e uma sonda exploradora, foi colocado um fio de algod&o
namero 40 ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo (Figura 6, A e
B). ApGs o procedimento cirlrgico, 0os animais receberam por via oral uma gota
de Dipirona sodica para alivio de dor e febre (NASSAR et al., 2009; NASSAR et
al., 2014).

Esta ligadura atuou como irritante gengival, favorecendo o acumulo de
placa bacteriana e consequente desenvolvimento da periodontite (Figura 7).
Conforme relatado em estudos anteriores (NASSAR et al., 2014; HOLZHAUSEN
et al., 2002), no 5° dia é possivel observar alteracdes macroscépicas da gengiva
bem como a perda 6ssea alveolar, sendo assim, no 5° dia onde tais alteracfes
sdo vistas, a aplicacdo da segunda injecéo intra-articular para a inducédo da AR

também foi realizada.

Figura 6 - Fotos ilustrativas dos aparatos necessarios para indugcédo da periodontite por meio da
ligadura. A: Mesa operatéria. B: Instrumentos utilizados.
Fonte: Autora. 2019.
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Figura 7 - Foto ilustrativa da colocacgéo da ligadura. A: Abertura da cavidade oral. B: Abertura do
espaco entre 0 1° e 2° molar inferior. C: Colocacao da ligadura com fio de algoddo no primeiro
molar inferior. D: Ligadura colocada no primeiro molar inferior.

Fonte: Autora, 2019.

4.5 AvaliacGes Funcionais

Previamente ao inicio do experimento, todos os animais foram treinados
e adaptados aos equipamentos de avaliagdo funcional. Duas avaliagbes
funcionais basais (basal 0 - BO e basal 1 - B1) foram realizadas, sendo que BO
ocorreu antes da inducéo das patologias e B1 sete dias apds o primeiro estimulo
na cauda e cinco dias apés a colocacdo da ligadura e antecedente a injecao
intra-articular.

Apds a B1, mais 7 avaliacdes foram feitas, a primeira foi realizada apos
24 horas da B1 — AV1. Posterior a AV1, as avaliacdes foram realizadas em dias
intercalados até chegar na AV4 e posterior a essa avaliacao, a AV5 foi realizada
no 12° dia, AV6 no 17° dia e a AV7 no 21° dia.

4.5.1 Avaliacado da Incapacidade Motora
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Para avaliar o grau de incapacidade motora, foi utilizado o modelo de
incapacitacao articular, descrito por Tonussi e Ferreira (1992), composto por um
cilindro metalico (30 cm de altura e 30 cm de didametro) revestido por malha
trancada em aco inox (2 mm), conectado a um motor que gerou 3 rotagdes por
minuto. Sapatilhas metdlicas foram acopladas em ambas as regides plantares
dos animais, sendo que a sapatilha direita foi conectada a um fio direcionado a
uma caixa amplificadora, conectada a um computador que continha o software
Rise-Step (Insight ®), entdo o animal deambulou por um minuto nesse cilindro e
o0 registro dos valores em que a pata sensibilizada ficou sem tocar a superficie
foi feito por meio desse software.

A esse registro, denomina-se de Tempo de Elevacdo da Pata (TEP;
segundos), constituindo a medida de incapacidade articular (Figura 8) (STEIN,
2012). O TEP de animais sem intervenc¢des, € de aproximadamente 10 segundos
e 0 aumento do TEP apés a injecao intra-articular com agentes flogisticos indica

o desenvolvimento de incapacitagao articular (TONUSSI, 1999).

Figura 8 — Avaliagcdo da incapacidade articular. A: Avaliacdo da incapacidade articular com os
animais deambulando no cilindro. B: Sapatilhas acopladas aos membros pélvicos.
Fonte: Autora, 2019.

4.5.2 Avaliacdo da Nocicepcgéo

Essa avaliacao foi realizada com um analgesimetro digital, tipo filamento

de Von Frey (Insight ®) que consiste em um transdutor de presséo conectado a
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um contador digital de forga. O contato do transdutor de pressdo ao membro
pélvico direito MPD dos animais foi realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno, com 0,5 mm de diametro (NEUGEBAUER et al.,
2007). Os animais foram colocados em caixas de madeira, cujo assoalho é uma
rede de malha constituida de arame ndo maleével (Figura 9, A). O animal
permaneceu alguns minutos na baia para aclimatacéo e nesse tempo, ndo houve
intervencao.

O experimentador aplicou entdo, por entre as malhas da rede, uma
pressao linearmente crescente no centro da superficie plantar do MPD do rato
até que o animal retirasse o membro (Figura 9, B). Foram obtidos 3 valores e a
média foi utilizada. A intensidade de hipernocicepcao sera quantificada com a

variacao na pressao suportada pelo animal e sera expressa em gramas.

Figura 9 - Avaliacéo do limiar nociceptivo. A: Aparelho para a analise e a caixa de madeira com
assoalho em rede de malha. B: Avaliagdo com filamento de Von Frey digital.
Fonte: Autora, 2019.

4.5.3 Avaliacdo do Edema Articular

Para essa avaliagcédo os animais foram gentilmente imobilizados com uma
flanela somente pelo tempo necessario para a realizagdo das medidas. A
quantificagdo do edema foi realizada com o auxilio de um paquimetro nao digital,
o qual foi posicionado no MPD na regido da interlinha articular do joelho, médio-

lateralmente, conforme ilustrado na figura 10, entdo 3 medidas foram obtidas, a
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média dos valores foi utilizado e os dados foram expressos em milimetros (mm)
(GOULD et al., 2007; HSIEH, 20086).

Figura 10 — Foto ilustrativa da avaliacdo do edema articular com paquimetro néo digital.
Fonte: TAVARES, 2019.

4.5.4 Avaliagdo da Forga Muscular

Para a avaliagdo da forca muscular do MPD, foi utilizado um medidor de
forca de preenséo (Insight®, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) descrito por Bertelli e
Mira (1995). Para tal, o animal foi posicionado de modo que se agarrasse com 0
membro pélvico direito em uma grade que € conectada a um transdutor e o
membro esquerdo foi imobilizado pela méo do avaliador para que ndo houvesse
interferéncia no teste (Figura 11). O animal foi tracionado com firmeza crescente
até perder a preensao. As medidas foram realizadas trés vezes e o valor médio

foi utilizado. A forca exercida pelo animal foi expressa em gramas
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Figura 11 - Foto ilustrativa do aparato para avaliacdo da forca de preensdo. Momento em que 0
animal estd com 0 membro pélvico na grade.
Fonte: Autora, 2019.

5 Eutanasia dos animais

No 30° dia, os animais foram eutanasiados por meio de sobredosagem da
associacdo de anestésico dissociativo (Quetamina - 240 mg/Kg) e de agonista
de adrenorreceptores alfa 2 (Xilazina - 45 mg/Kg) administrados por via
intraperioneal. O inicio da coleta do liquido sinovial e dos tecidos foi realizada
quando houvesse auséncia da resposta motora ao pincamento da cauda e

pregas digitais.

5.1 Leucograma do Fluido Sinovial

Para a coleta do liquido sinovial, o método descrito por Gomes et al.
(2014) foi utilizado. Ap6s a eutanasia, a capsula articular foi exposta e realizado
uma lavagem articular com 100 yl de solugao fisioldégica 0,9 % com 4 pul de
E.D.T.A 5%, coletando-se 20 pl do lavado e diluido em liquido de Turk (acido
acético glacial 2 ml, azul de metileno 1% e agua destilada 98 ml) com fator de
diluicdo variando de 80 a 380 pl de acordo com a concentragdo de células no
fluido. A contagem das células totais foi realizada numa camara vitrea de

Neubauer (células/mm?3) em microscépio de luz na objetiva de 40x, entdo, essa
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contagem foi determinada por quatro quadrantes e realizado uma multiplicacao

pelo fator de diluicdo utilizado (Figura 12).
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Figura 12 — Andlise da migracao leucocitaria. (A): contagem total.
Fonte: Autora, 2019.

5.2 Morfologia da membrana sinovial

Posterior a eutanasia e a coleta do lavado sinovial, as articulacées do
joelho direito foram coletadas e dissecadas, fixadas em Metacarn por 48 horas,
e entdo o Metacarn foi trocado por alcool 70% por 15 dias. Apdés, foi realizada
uma lavagem em agua corrente por 24 horas e as articulagées foram colocadas
em imersao no acido tricloroacético (TCA) 5% por 7 dias, a troca da solucéao foi
feita a cada 5 dias sendo que as articulagbes foram avaliadas diariamente em
relacdo a descalcificacdo. As pecas foram lavadas em agua corrente por 24
horas novamente e acondicionadas no alcool 70%. Sequencialmente foi dado
inicio ao protocolo histolégico de rotina, passando pelas graduacdes de alcoois
para desidratacéo e de xilol para diafanizacao e inclusao em parafina (Parafina
Purificada, cod. 1228, lote 1008459, Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil).

Para a confeccdo das laminas, as articulacbes foram clivadas em
micrétomo manual (Olympus CUT 4055) com 7 um de espessura e 0s cortes
foram colocados em laminas com solucéo de albumina diluida. Para a coloragao,
foi utilizado o protocolo de Hematoxilina e Eosina (H&E), e as laminulas foram

coladas nas laminas com Entellan para observacdo em microscopia
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(JUNQUEIRA; JUNQUEIRA, 1983). A andlise microscopica foi realizada por
meio de um microscopio de luz (Leica Microsystems, Switzerland) e os campos
de interesse foram fotomicrografados em um fotomicroscopio (Olympus DP71).

As caracteristicas morfoldgicas da membrana sinovial foram analisadas,
sendo que a regido articular anterior foi definida como local de observagao
(KUNZ et al., 2015).

5.3 Analise Radiografica da Mandibula

Posterior & eutanasia, as hemimandibulas do lado direito foram coletadas,
dissecadas, fixadas em Metacarn (70% metanol, 20% cloroférmio, 10% acido
acético glacial), por 48 horas e ap0s esse periodo o Metacarn foi substituido por
Alcool 70% até que as hemimandibulas fossem utilizadas para analise.

Para as tomadas radiogréaficas, as hemimandibulas foram posicionadas
com a face lingual sobre o sensor radiografico digital Kodak RVG 6100 com
resolucao de imagem 20 pl/mm, resolucéo tedérica do sensor 27,03 pl/mm, fibra
Otica 1, dimensdes de superficie ativa de 22 x 30 mm e dimensdes da matriz
(pixels) 1200 x 1600 (1,92 milhdes) e de tal forma que as cuspides vestibulares
e linguais dos primeiros molares ficassem no mesmo plano vertical. Foi utilizado
aparelho de raio X GE — 1000, regulado para 15mA, 65Vp, 18 impulsos, distancia
foco/filme de 50 centimetros com incidéncia de raio X perpendicular as pecas.

Para andlise das imagens digitalizadas, foi utilizado o programa Image
Tools 3.0 (University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA), e
entdo medidas lineares, em centimetros, percorrendo a jun¢cdo cemento-esmalte
a crista 0ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior direito foram
feitas (Figura 13). Foram realizadas trés medidas, em dias diferentes, por um
mesmo pesquisador previamente calibrado e a média das mesmas foi utilizada
(NASSAR et al., 2009).
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Figura 13 — Foto ilustrativa da radiografia da hemimandibula direita de rato Wistar.
Fonte: Autora.

5.4 Histometria da Mandibula

Posterior a eutanasia, as hemimandibulas do lado esquerdo foram
coletadas, dissecadas e fixadas em solucédo de Metacarn por 48 horas e entdo o
Metacarn foi substituido por Alcool 70% o qual permaneceu até o inicio do
processamento histoldgico. Apds 60 dias os tecidos foram lavados em agua
corrente por 48 horas e colocados em imersao no acido tricloroacético (TCA) 5%
por 20 dias, sendo que a troca da solucdo foi feita a cada 5 dias e as
hemimandibulas foram avaliadas diariamente em relacdo a descalcificacdo. As
pecas foram novamente lavadas em agua corrente por 48 horas e
acondicionadas no alcool 70%. Em seguida, foi dado inicio ao protocolo de
processamento histolégico de rotina, passando por varias graduacdes de alcoois
para desidratacdo e de xilol para diafanizacao e inclusdo em parafina (Parafina
Purificada, cod. 1228, lote 1008459, Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil).

Para a confeccao das laminas, os cortes foram realizados em micrétomo
manual (Olympus CUT 4055) com 7 um de espessura e postos sob a lamina com
solucdo de albumina diluida. Para a coloracdo, foi utilizado o protocolo de
Hematoxilina e Eosina (H&E) e as laminulas foram coladas nas laminas com
Entellan para observacdo em microscopia (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1983). A
analise microscopica foi realizada por 3 avaliadores por meio de um microscopio
de luz (Leica Microsystems, Switzerland) e fotomicrografadas em um
fotomicroscopio (Olympus DP71).

A medida da crista O0ssea alveolar foi realizada por meio do
Fotomicroscopio, o qual contém o software LazEz® possibilitando a captura de

imagens. A partir dessas imagens, foi realizada uma medida da menor distancia
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entre o apice da crista 6ssea alveolar vestibular e a juncdo cemento-esmalte,
utilizando o programa analisador de imagens Image Tools 3.0 (Universityof
Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA) (Figura 14). Foram
realizadas trés medidas, em dias diferentes, por um mesmo pesquisador

previamente treinado e a média das mesmas foi utilizada (MATTIA et al., 2017).
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Figura 14 - Fotomicrografia do dente de rato, mostrando onde sera realizado a medida da
distancia da jungdo cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar. COA: Crista 0ssea alveolar, JCE:

juncdo cemento—esmalte.
Fonte: LEITE et al., 2017.

6. Anédlise Estatistica

Para analise estatistica das avalia¢des funcionais foi utilizado o programa
SPSS 20.0 ®. As comparacfes foram realizadas por Modelos Generalizados
Lineares com péds-teste de Fisher (LSD). O valor de significancia adotado foi de
p<0,05 e os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

Para a analise estatistica das avaliagGes radiografica e histomorfométrica
da mandibula foi utilizado o Programa Bioestat@ - versdo 5.3 (Instituto de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, Brasil, AM). Foi testada a distribuicdo
normal e a variancia homogénea. Como a distribui¢cdo foi considerada normal e
a variancia homogénea, foi utilizado o teste paramétrico ANOVA — One way
seguido por teste de comparacao multipla de Tukey. As diferencas observadas

foram consideradas significantes quando p < 0,05 (5%).



Os resultados seréo apresentados em formato de artigo cientifico.
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7. Artigo

Submetido em: Mar¢o/2021 — ACTA ODONTOLOGICA SCANDINAVICA

PERIODONTITE EXPERIMENTAL COMO FATOR DE RISCO PARA
POTENCIALIZACAO DOS EFEITOS DA ARTRITE REUMATOIDE EM RATOS
WISTAR

ABSTRACT

OBJETIVO: O objetivo do presente estudo foi avaliar se a periodontite, por meio
da inflamacéo sistémica, potencializa os efeitos deletérios da artrite reumatdide.
MATERIAIS E METODOS: 51 ratos Wistar machos foram randomizados em seis
grupos: grupo controle (GC n=8), grupo artrite reumatoide (GAR, n=9), grupo
periodontite (GP, n=9), grupo periodontite e artrite reumatdide (GPAR, n=9),
grupo periodontite e intra-articular (GPIA, n=9) e grupo periodontite e
intradérmica (GPID, n=7). Os animais foram submetidos a colocacéo de ligadura
e AR por CFA. A incapacidade motora, limiar nociceptivo, edema articular e forca
muscular foram avaliados e no 30° dia os animais foram eutanasiados. O liquido
sinovial, hemimandibulas e articulacbes do joelho foram coletadas.
RESULTADOS: O grupo AR demonstrou redugéo de edema e melhora de forga
muscular, isso ndo ocorreu para o grupo GPAR. No grupo GPIA, observou-se na
maioria das variaveis a mesma repercussdo do que GPAR. Na migracdo
leucocitaria e analise morfolégica da membrana sinovial o grupo que apresentou
maior comprometimento foi GPAR. Nas analises radiograficas e histométricas, o
grupo que obteve maior distancia da COA a JCE, foi o grupo GPAR.
CONCLUSAO: A periodontite € um fator de risco potencializador dos efeitos da
artrite reumatoide.

Palavras-Chaves: Ligadura. Artrite Experimental. Inflamacdo. Adjuvante de
Freund.
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INTRODUGCAO

A periodontite pode ser definida como uma doenca inflamatoria
multifatorial crénica associada a biofilmes de placa disbidtica e caracterizada
pela destruicdo progressiva do aparato de insercdo dental [1]. O biofilme
bacteriano, aderido a superficie dentaria desencadeia uma intensa reacdo
inflamatoria [2]. Esse mecanismo inflamatorio libera endotoxinas que ativam
citocinas pro-inflamatorias [3] como as interleucinas IL-1, IL-6, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), Proteina C-Reativa (PCR) e IL-17 [3-7].

Essas citocinas causam a destruicdo de fibras colagenas e constituintes
da matriz do tecido conjuntivo do ligamento periodontal e osso alveolar,
juntamente com a formacao de bolsas periodontais [8]. Uma vez que esses
biomarcadores estao presentes e ativados na periodontite, eles podem contribuir
de forma expressiva para uma resposta inflamatoria sistémica do hospedeiro [9].
Essa resposta se deve a disseminacao sistémica de bactérias e de mediadores
inflamatorios pelo sistema vascular [10].

Ha evidéncias que suportam a associacdo entre a periodontite e o
desenvolvimento de certos processos inflamatorios e sistémicos, como doenca
cardiovascular, diabetes mellitus, obesidade e alterac6es durante a gravidez
[11]. A artrite reumatdide (AR) também foi incluida entre essas desordens
associadas [12,13]. Ela é caracterizada por ser uma doenc¢a autoimune com
inflamacéo sinovial crénica [14,15]. Constitui-se de uma poliartrite simétrica e
compromete articulacdes periféricas diartrodiais e estruturas periarticulares [16].

Além de ser uma poliartrite crbnica, bilateral e simétrica, as inflamacfes
articulares e dores podem acarretar em deformidades, instabilidades e
destruicdo progressiva das articulacdes sinoviais [17]. Com isso, os efeitos
deletérios sobre a mobilidade fisica e sobre a capacidade funcional
comprometem a expectativa de vida desses pacientes [18]. A sinovite acomete
a membrana sinovial, a qual é sitio de inflamacdo primaria, e com isso a
hiperplasia celular e processo inflamatério estdo presentes [16]. A fisiopatologia
da AR é regulada pela superproducdo de citocinas pro-inflamatérias e
desregulacéo de citocinas antiinflamatorias, sendo que as principais citocinas
presentes nesse meio inflamatorio sdo TNF-a e a IL-6 [19].

Vérios estudos tém sugerido uma relacdo entre a AR e a periodontite,

mostrando que pacientes com AR tém uma maior probabilidade em desenvolver



56

periodontite quando comparado a pessoas saudaveis [20,21,22]. Essa relagéo
parece ser bidirecional [23,24]. E, devido a essa relacdo, mudancas nos
marcadores bioquimicos foram observadas ap0s o tratamento periodontal ndo
cirdrgico, propiciando uma reducao da inflamacao produzida a nivel periodontal
e entdo, repercutindo em modulacédo de forma positiva no processo inflamatorio
na artrite [11]. Além disso, a presenca da periodontite foi associada a um

aumento do dano articular por meio de escores radioldgicos [25].

METODOS
Animais e grupos experimentais

O estudo foi do tipo experimental e randomizado, compostos por 51 ratos
machos, da linhagem Wistar, com idade de trés meses, peso 325 + 399, mantidos
em caixas de polipropileno, com acesso agua e racdo ad libitum, sob condi¢cdes
controladas de temperatura (21°C + 1°C) e fotoperiodo claro/escuro de 12 horas.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso Animal (CEUA) da
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE (Protocolo n°. 19-19)
25/07/2019.

Os animais foram randomizados aleatoriamente em seis grupos [26], GC
(grupo controle), GAR (grupo artrite reumatoide), GP (grupo periodontite), GPAR
(grupo periodontite e artrite reumatéide), GPIA (grupo periodontite e intra-
articular), GPID (grupo periodontite e intradérmica). A diferenca no nimero de

animais se deve a perda amostral durante o experimento.

Modelo experimental de artrite reumatdide induzida por Adjuvante
Completo de Freund

Para a indugéo da AR foi utilizado o método descrito por Gomes et al. [27],
0s grupos GAR, GPAR, GPID foram submetidos a um protocolo de pré-
sensibilizacdo no dia 1 por meio de uma inoculacéo intradérmica na base da
cauda de 50uL de CFA (Adjuvante Completo de Freund, Difco®, 0,5 mg/mL,
Mycobacterium butyricum). Nos animais dos grupos GC, GP e GPIA, foi utilizado
solucéo fisiolégica de cloreto de sédio (0,9 %, Aster ®). Os animais receberam a
injecdo com uma seringa de 1 mL e agulha 13x4,5 mm. A agulha foi inserida
aproximadamente 1cm na base da cauda subcutaneamente. Apos 7 dias, 0s
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animais dos grupos GAR, GPAR e GPIA receberam a injegdo intra-articular com
50uL (0,5 mg/mL) de CFA e solucéo fisioldgica de cloreto de sodio (0,9 %, Aster
®) para os animais dos grupos GC, GP e GPID. Os animais foram contidos
gentilmente e a injecdo foi administrada na articulagéo tibiofemoral direita dos

animais.

Inducéo da periodontite por meio de ligadura

Para a inducdo da periodontite no 5° dia, os animais tiveram restricao
alimentar por 8 horas e apds esse periodo os animais foram anestesiados com
(xilazina 0,04 ml/100g e quetamina 0,08 ml/100g) e posicionados em mesa
operatoria apropriada, a qual permitiu a manutencao da abertura bucal dos ratos
facilitando o acesso aos dentes da regido posterior da mandibula. Com o auxilio
de uma pinca modificada e uma sonda exploradora, foi colocado um fio de
algodao numero 40 ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo. Essa
ligadura atuou como irritante gengival, favorecendo o acumulo de placa

bacteriana e desenvolvimento da periodontite [26].

Avaliacdes funcionais

Na semana anterior a realizacdo das avaliacbes, os animais foram
treinados e adaptados aos equipamentos de avaliacdo funcional.
Posteriormente, as avaliagdes foram realizadas no dia 1 e 8 (Basal O e Basal 1)
e nos dias 9, 11, 13, 15, 20, 25 e 29 (Avaliacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7,

respectivamente).

Teste de incapacidade articular

A incapacidade articular foi mensurada por meio do tempo (segundos) da
elevacdo da pata (TEP) [28]. Para isso, os animais foram submetidos a uma
deambulacdo em um cilindro metalico (30 cm de altura e 30 cm de diametro)
revestido por malha trancada em aco inox (2 mm), conectado a um motor que
gerou 3 rotacOes por minuto. Nos animais, sapatilhas metéalicas foram acopladas
em ambas as regides plantares, sendo que a sapatilha direita foi conectada
através de um fio condutor a um computador que continha o programa Rise —

Step, entdo o animal deambulou por um minuto nesse cilindro e o registro dos
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valores em que a pata sensibilizada ficou sem tocar a superficie foi feito por meio
do programa.

O TEP de animais sem nenhuma intervencao é de aproximadamente 10
segundos e o aumento do TEP ap0ls a injecdo intra-articular com agentes
flogisticos indica o desenvolvimento de incapacitagéo articular [29].

Avaliacao da nocicepcéo

Essa avaliacdo foi realizada por meio de um analgesimetro digital, tipo
filamento de Von Frey (Insight ®) que consiste em um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de forca expressa em gramas. O contato do
transdutor de pressdo ao membro pélvico direito (MPD) dos animais foi realizado
por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno, com 0,5 mm de diametro
[30]. Os animais foram colocados em caixas de madeira, com assoalho em rede
de malha constituida de arame ndo maleavel O animal permaneceu alguns
minutos na baia para aclimatacdo e nesse tempo nao houve intervencédo. O
experimentador aplicou entdo, por entre as malhas da rede, uma presséo
linearmente crescente no centro da superficie plantar do MPD até que o animal

retirasse o membro. Foram obtidos 3 valores e a média foi utilizada.

Avaliacdo do Edema Articular

A quantificacdo do edema foi realizada com o auxilio de um paquimetro
nao digital, o qual foi posicionado no MPD na regido da interlinha articular do
joelho, médio-lateralmente e entdo 3 medidas foram obtidas e a média dos

valores foi utilizado [31, 32].

Avaliacao da forca muscular

Para a avaliagao da forca muscular do MPD, foi utilizado um medidor de
forca de preenséo (Insight®) [33]. Para tal, o animal foi posicionado de modo que
se agarrasse com o MPD em uma grade conectada a um transdutor e 0 membro
esquerdo foi imobilizado pela mao do avaliador para que ndo houvesse
interferéncia no teste. O animal foi tracionado com firmeza crescente até perder

a preensao. As medidas foram realizadas trés vezes e o valor médio foi utilizado.

Leucograma do Fluido Sinovial
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Posterior ao periodo experimental, os animais foram submetidos ao
procedimento de eutanasia (30° dia), por meio de sobredosagem da associacao
de anestésico (Quetamina - 240 mg/Kg) e de agonista de adrenorreceptores alfa
2 (Xilazina - 45 mg/Kg) administrados por via intraperioneal. Ap6s checagem do
estado de consciéncia do animal (auséncia de resposta motora ao pingamento
da cauda e pregas interdigitais) foi realizado a coleta do liquido sinovial.

Para isso, a capsula articular do joelho direito foi exposta e realizado uma
lavagem articular com 100 ul de solugéo fisiologica 0,9 % com 4 pl de E.D.T.A
5% e entado, 20 pl do fluido foram coletados e diluido em liquido de Turk (acido
acético glacial 2 ml, azul de metileno 1% e agua destilada 98 ml) com fator de
diluicdo variando de 80 a 380 pl de acordo com a concentracdo de células no
fluido. A contagem das células totais foi realizada numa camara vitrea de
Neubauer (células/mm3) e com microscépio de luz na objetiva de 40x, entéo,
essa contagem foi determinada por quatro quadrantes e realizado uma

multiplicagéo pelo fator de diluig&o utilizado [27].

Morfologia da membrana sinovial e Histometria da Mandibula

As articulacfes do joelho direito e as hemimandibulas do lado esquerdo
foram coletadas e dissecadas, fixadas em Metacarn (70% de metanol, 20% de
cloroférmio, 10% de acido acético glacial) por 48 horas e apos esse periodo foi
trocado por alcool 70% (Neon®) por 15 dias. Em seguida, foi realizada a lavagem
do material em agua corrente por 24 horas e as articulacdes foram colocadas em
imersao no &cido tricloroacético (TCA) 5% (Neon®) por 7 dias, seguindo para
processo histologico de rotina para inclusdo em parafina (Alphatec®). Para a
confeccdo das laminas, cortes em plano sagital em Micrétomo Olympus CUT
4055 com 7 pum de espessura e montados em laminas de vidro, foram feitos.
Para a coloracao, foi utilizado o protocolo de Hematoxilina e Eosina (Synth®). A
analise microscopica foi realizada por meio de um microscopio de luz e os
campos de interesse foram fotomicrografados em fotomicroscopio Olympus®
DP71 (USA).

Na andlise morfoldgica, foi observado aspectos normais e alteracdes da
membrana sinovial e nas fotomicrografias das hemimandibulas, foi realizada
uma medida da menor distancia entre 0 apice da crista 0ssea alveolar e a

juncdo cemento-esmalte, utilizando o programa analisador de imagens Image
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Tools 3.0 (Universityof Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA).
As medidas foram repetidas uma vez por dia, em trés dias diferentes, e entdo

a média foi utilizada [34].

Anélise Radiogréafica da Mandibula

As hemimandibulas do lado direito foram coletadas, dissecadas, fixadas
em Metacarn (70% metanol, 20% cloroférmio, 10% &acido acético glacial) por 48
horas e apds esse periodo o Metacarn foi substituido por Alcool 70%. Para as
tomadas radiograficas, as hemimandibulas foram posicionadas com a face
lingual sobre o sensor radiografico digital (Kodak RVG 6100 com resolucdo de
imagem 20 pl/mm, resolucdo tedrica do sensor 27,03 pl/mm, fibra otica 1,
dimensdes de superficie ativa de 22 x 30 mm e dimensdes da matriz (pixels)
1200 x 1600 (1,92 milhdes) e de tal forma que as cuspides vestibulares e linguais
dos primeiros molares ficassem no mesmo plano vertical. Foi utilizado aparelho
de raio X GE — 1000, regulado para 15mA, 65Vp, 18 impulsos, distancia
foco/filme de 50 centimetros com incidéncia de raio X perpendicular as pecas.

Para andlise das imagens digitalizadas, foi utilizado o programa Image
Tools 3.0 (University of Texas Health Science Center, San Antonio, TX, USA), e
entdo foram realizadas as medidas lineares percorrendo a juncdo cemento-

esmalte a crista 6ssea alveolar do lado mesial do primeiro molar inferior direito.

Anélise Estatistica

Para andlise estatistica das avaliacdes funcionais foi utilizado o programa
SPSS 20.0®. As comparacOes foram realizadas por Modelos Generalizados
Lineares com poés-teste de Fisher (LSD). O valor de significancia adotado foi de
p<0,05 e os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

Para a analise estatistica das avaliagfes radiografica e histométrica da
mandibula foi utilizado o Programa Bioestat@ - versdo 5.3 (Instituto de
Desenvolvimento Sustentavel Mamiraua, Brasil, AM). Foi testada a distribuicao
normal e a variancia homogénea. Como a distribuicéo foi considerada normal e
a variancia homogénea, foi utilizado o teste paramétrico ANOVA — One way
seguido por teste de comparacao multipla de Tukey. As diferencas observadas
foram consideradas significantes quando p < 0,05 (5%).

RESULTADOS
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Massa Corporal

Durante o periodo do experimento, a massa corporal foi quantificada,
sendo possivel a analise de perda ou ganho de peso dos animais. Na analise
entre os grupos nao houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05), ou seja,
todos eles mantiveram semelhanca durante o experimento, porém, em relacao
as pesagens, 0 peso que obteve diferenca estatistica significativa foi o peso 1
em relacdo ao 3 (p < 0,05), indicando que todos os grupos obtiveram um ganho

de peso comparado ao inicio do experimento, conforme descricdo na Tabela 1.

Tabela 1 — Massa corporal dos animais.

Peso 1° Peso 2 Peso 3°
GC 325,00 £ 39,76 340,38 + 31,45 350,38 + 29,84
GAR 314,33 £ 37,49 320,33 + 24,37 327,89 £ 22,31
GP 323,33 £ 45,07 342,56 + 31,95 358,89 + 33,71
GPAR 331,11 £ 52,48 334,00 + 46,70 342,00 + 48,42
GPIA 316,11 + 32,45 331,78 £ 29,30 349,78 £ 28,80
GPID 307,43 £ 50,22 323,71 + 34,14 334,86 + 32,97

Incapacidade Motora

Os grupos GAR e GPAR apresentaram diferenca estatistica significativa
do grupo GC a partir da B1 perdurando até a ultima avaliacdo e, ao avaliar os
valores médios desses grupos, o grupo GAR obteve maior TEP do que o grupo
GPAR. O grupo GPIA demonstrou diferenca estatistica a partir de AV1,
perdurando até AV7. O grupo GP se assemelhou ao grupo GC em todas as
avaliacdes e o grupo GPID se assemelhou ao grupo GC na maioria delas.

Em relacédo as avalia¢des intragrupo, no GAR esse parametro mostrou
diferenca estatistica a partir da B1 e, em AV1 e AV3 houve uma queda no valor,
mas que nao foi persistente, vistos pelos valores médios mais altos nas outras

avaliacdes. No grupo GPAR, denotou-se um aumento no TEP nas avaliagdes,
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mas esse parametro se reestabeleceu, vistos pela semelhanca estatistica entre
as basais e AV7. No grupo GPIA, as basais mantiveram semelhanca entre si e
diferenca estatistica de todas as outras avaliacdes, conforme descricdo na
Tabela 2.

Tabela 2 — Avaliacdo da Incapacidade motora.

GC GAR GP GPAR GPIA GPID
BO 15,07 = 12,55 + 14,22 + 16,35 + 13,37 12,53 +
3,707 2,337 3,002 5,022 4,77 2,88%a
Bl 10,79 2181+ 12,00 = 19,74 + 15,52 + 16,16
1,9242 10,708¢ 3,487 8,688bac 7,03AP2 5,92Acbac
AV1 11,84 + 31,84 13,58 = 24,16 + 30,66 * 18,67 +
2,277 9,46 3,82APa 8,39Epcd 7,750 6,43BPEad
AV2 12,85+ 35,97 £ 12,37 29,39 + 31,29 £ 17,15
5,452 8,17¢bd 3,937 5,518° 7,628¢P 5,568%
AV3 15,20 = 34,65 + 13,20 = 27,61 + 28,61 + 15,90 =
6,73 11,04¢de 2,862 11,31Bbe 6,708¢P 4,197
AV4 13,44 + 38,25+ 12,13 21,95+ 29,86 + 19,60 =
4,08AP2 10,24Cbe 3,73P2 5, D gEadef 10,748b 3,0QAEbcdefy
AV5 14,21 + 38,00 £ 12,54 + 24,50 + 30,05 18,77
1,617 6,57¢e 2,202 8,388Bbbefg 10,918° 3,89APag
AV6 14,74 + 40,30 £ 12,57 24,53 + 28,48 + 19,29
5, 64Ada 6,17Cbe 25602 g,278BEbcth 9,178b 6,68AE20
AV7 12,44 + 41,25+ 12,05 = 22,00 + 27,91 + 19,39 +
3,75% 6,22¢P 5,052 6,528Padegh 8,58PP 5,518

Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes denotam dados estatisticamente
diferentes (p < 0,05). Nas linhas, as letras mailsculas sdo comparacgéo entre 0s grupos ao longo das
avaliagBes. Nas colunas, as letras mindsculas sdo comparacao dentro do mesmo grupo. Fonte: autora

Limiar nociceptivo

Sobre a avaliacdo do limiar nociceptivo, em relacdo aos grupos GPAR e
AR, houve diferenca estatistica em relagdo ao GC a partir de AV1 até AV7 e, na
maioria das avaliagbes houve semelhanca entre esses dois grupos. No GPIA
houve diferenca estatistica significativa do GC em todas as avaliagdes. Os

grupos GPID e GP se assemelharam ao GC em todas as avaliacdes
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Em relacdo as avalia¢des intragrupo, no GP, nas avaliagbes AV1 e AV2
denotou-se hiperalgesia, mas esse parametro foi reestabelecido ao longo das
avaliacoes, notado pela diferenca estatistica da AV7. No GPIA, houve diferenca
estatistica significativa a partir de AV1 que se manteve até AV7, conforme
descricéo na Tabela 3.

Tabela 3 — Avaliacdo do limiar nociceptivo.

GC GAR GP GPAR GPIA GPID
BO 39,51+ 40,22 * 43,67 * 48,97 * 46,88 * 4321+
5,10 4,348 4,03 5,417 6,30 5,862
B1 38,95 + 37,62+ 41,96 + 43,52 + 41,73 £ 42,86 +
3,917 4,92 3,887 2,98" 2,70 5,114
AVl | 38,07z 17,10+ 35,04 + 15,00 + 27,26 + 38,77 ¢
2,062 7,816 5,8QPEbed 10,72 10,838 4,844
AV2 | 40,41+ 8,73 + 34,00 + 15,94 + 24,56 + 41,60 +
4,20/ 3,880 12,5800 8,230 14,86°% 5,444
AV3 | 37,88+ 10,53 40,49 + 22,06 + 32,43+ 42,37 +
3,380 4,79%0¢ 4,21 Pade 10,5450 10,94 3,460
AV4 | 36,492 12,77 ¢ 37,76 25,26 + 30,03 42,87 +
4,49 3,520 4,35Rade 10,798 14,5280 5,37
AV5 | 3594z 12,52+ 39,33+ 20,63 + 29,63 + 44,37 +
2,79 4,840 7,750 9,41Pb 13,638 2,641
AV6 | 36,58+ 14,01 42,04 + 20,56 + 32,53+ 39,97 +
2,217 6,79 3,0% 11,17 11,395% 7,340
AV7 | 36,742 15,46 + 43,01 + 18,39 + 32,42 ¢ 38,89 +
2,73 8,57c 1,93% 11,19 9,5580 9,760

Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes denotam dados estatisticamente
diferentes (p < 0,05). Nas linhas, as letras mailsculas sdo comparac¢éo entre 0os grupos ao longo das
avaliacGes. Nas colunas, as letras minUsculas sdo comparacdo dentro do mesmo grupo. Fonte:
autora.

Edema articular

Sobre e edema articular, em todas as avaliacdes GPAR e GAR obtiveram
diferenca estatistica significativa em relacdo ao GC e na maioria delas esses
grupos se mantiveram semelhantes. O GPIA também apresentou diferenca
estatistica do GC em todas as avaliagcbes e nos grupos GP e GPID houve

semelhanca do grupo GC na maioria das avaliactes
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Em relagéo as avaliagdes intragrupo, no grupo GAR, BO e B1 mantiveram
semelhanca, porém diferenca estatistica em relacdo as outras avaliacdes.

Nos grupos GPAR e GPIA, houve diferenca das basais em relacéo a todas
as outras avaliacbes e, de AV1 até AV7 esses valores se mantiveram
semelhantes, diferentemente do GAR, ndo houve reducdo do parametro edema

em nenhuma das avalia¢des, conforme descricdo na Tabela 4.

Tabela 4 — Avaliagdo do edema articular.

GC GAR GP GPAR GPIA GPID

BO 0,98 £ 1,00 = 0,97 £ 0,99+ 1,01+ 1,03
0,044 0,0442 0,0442 0,0642 0,06A2 0,09/

B1 0,98 = 1,01+ 0,98 = 0,97 = 1,00 £ 0,99 =

0,0442 0,06"2 0,06%a° 0,06"2 0,06"2 0,054

AVl 1,00 = 1,23 1,02 = 1,18 = 1,16 = 1,06 =
0,052 0,078bc 0,074 0,078 0,098b 0,054

AV2 1,00 £ 1,30 £ 1,03+ 1,21+ 1,18 £ 1,05+
0,062 0,10¢¢ 0,08Aa 0,115 0,148 0,024

AV3 1,01+ 1,28 = 1,04 = 1,23 1,17 1,03
0,052 0,12¢¢d 0,054 0,165¢P 0,108 0,044

AV4 1,00 = 1,23 % 1,05+ 1,22 + 1,13 1,08 =
0106Aa 0,0gcbce 0,07Abcdef 0’15Cb 0,0QBDb O,OGADa

AV5 1,01+ 1,23 + 1,05 + 1,24 + 1,15+ 1,11 +
0’05Aa 0,080bce O’OGADbcdef O,lGCb 0,O7Bb 0,O4BDa

AV6 1,00 = 1,20 = 1,05+ 1,20 = 1,12 + 1,10 +
0104Aa 0,07Cbe 0,06ADbcdef 0’15Cb O,OGBDb O,O?BDa

AV7 1,00 + 1,21+ 1,07 + 1,22 + 1,13 + 1,06 +
0104Aa 0,07BDbde 0,03Adeef 0’11Db 0’06BCEb O,O5AEab
Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes denotam dados estatisticamente

diferentes (p < 0,05). Nas linhas, as letras mailsculas sdo comparacao entre os grupos ao longo das
avaliagbes. Nas colunas, as letras minlsculas sdo comparagdo dentro do mesmo grupo. Fonte:
autora.

Forca Muscular

Na avaliacdo da forca muscular, os grupos GAR e GPAR apresentaram
diferenca do GC em todas as avaliagées. No grupo GPIA houve uma alteracao
no parametro de forca em algumas avaliagdes, mas que nao foi sustentado. Em
todas as avaliacGes os grupos GP e GPID obtiveram semelhanca ao GC.

Em relac&o as avaliagdes intragrupo, o grupo GC inicialmente obteve um

valor baixo, possivelmente devido a adaptacdo do animal ao equipamento, mas
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no restante das avaliagdes houve aumento e manutencao de forga. O grupo GAR

apresentou reducdo nos parametros de forca a partir de AV2 que perdurou até

AV7 e nos valores das médias nas ultimas avaliacdes, hd um aumento nesse

parametro. J& o grupo GPAR apresentou reducdo de forca a partir de AV3 e que

se manteve até AV7. O grupo GPIA apresentou reducdo desse parametro

somente em uma avaliacdo, conforme descri¢cdo na Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliagédo da For¢ca Muscular.

Os valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes denotam dados estatisticamente
diferentes (p < 0,05). Nas linhas, as letras mailsculas sdo comparac¢éo entre 0os grupos ao longo das
avaliagbes. Nas colunas, as letras minlsculas sdo comparagdo dentro do mesmo grupo. Fonte:

C GC GAR GP GPAR GPIA GPID
BO | 6853% 7453 ¢ 79,70 ¢ 80,41 77,70+ 76,34 ¢
4,72 12,807 11,71% +12,71% 6,237° 9,862
Bl | 9343% 88,71 84,73 104,60 + 91,09 + 86,21 +
15,79% 16,16 9,244 42,77% 10,274 6,62~
AV1 | 9593 68,93 ¢ 83,03 65,68 + 74,79 ¢ 84,47 +
18,0240 19,868CPac 7 54APa 50,948DEad 22 16BDFabe 5 G4ACEFa
AV2 |  104,6 ¢ 40,07 + 77,91 69,67 + 62,87 ¢ 86,17 +
22,99 23,57¢ 22,68%2 42,0485 27,77% 4,63402
AV3 | 97,00+ 57,29 + 80,09 + 58,16 + 73,27 ¢ 80,83 +
16,86"° 28,4584 10,514 35,138 20,gg8Cab 8,74/ca
AV4 | 96,11+ 46,56 + 74,74 ¢ 47,59 + 75,29 ¢ 82,34 £
12,874 20,4550 17,0580 30,04 24 57ADabe 4,050
AV5 | 9510+ 55,97 + 78,23 ¢ 57,22 ¢ 78,90 ¢ 90,56 +
17,99% 33,065 10,85 23,3380 26,617%° 7,728
AV6 | 99,76 % 61,57 & 84,48 + 43,16 + 77,67 % 91,99 +
16,44 28,7280 9,98Aca 17,89%  24,948CEbc g g2k
AV7 | 9573 61,12 ¢ 91,41 ¢ 53,38 ¢ 88,57 + 90,46 +
15,69% 30,36% 4,45 33,66° 31,51 10,214
autora.

Leucograma do Fluido Sinovial



66

Na migracéo leucocitaria o0 GC ndo apresentou aumento no niumero de
leucdcitos pela migracdo leucocitaria visto pela diferenca estatistica em relacao
a todos os outros grupos (p < 0,05), assim como GPID. No entanto, em GP houve
um aumento no nimero de leucécitos em relagdo ao GC e GPID (p < 0,05) e
apesar de ndo apresentar diferenca estatistica (p > 0,05) o numero de leucécitos
também foi maior em relacdo ao GPIA. J& no GAR houve um aumento
significativo (p < 0,05) no numero de leucocitos em relacdo aos grupos GC, GPIA
e GPID, porém nédo houve diferenca entre GAR e GP (p > 0,05).

Contudo, o grupo que apresentou maior migracdo de leucocitos foi o
GPAR visto pela diferenca estatistica significativa em relacdo aos outros grupos
(p < 0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Contagem dos leucécitos totais. GC: Grupo controle; GAR: Grupo Artrite Reumatéide; GP:
Grupo Periodontite; GPAR: Grupo periodontite e artrite reumatéide; GPIA: Grupo periodontite e intra-
articular; GPID: Grupo periodontite e intradérmica. Letras diferentes denotam dados estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

Avaliacdo morfol6égica da membrana sinovial

Na andlise morfolégica da MS, o GC (Figura 2, A) apresentou aspectos
caracteristicos normais, com a MS disposta em duas camadas de células
(sinovidcitos) na intima sinovial e, na camada subintima houve predominancia

de células adiposas, distribuidas de forma organizada, com os vasos sanguineos
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e tecido conjuntivo inalterados. Os animais dos grupos GP (Figura 2, C) e GPID
(Figura 2, F) apresentaram caracteristicas morfoldégicas semelhantes ao GC.

Entretanto, os grupos GAR e GPIA (Figura 2, B e E) demonstraram presenca
de infiltrado inflamatério, com o espessamento da intima sinovial com fibrose e
desorganizacdo dos sinovidcitos, além de alteracdo na disposi¢do adipocitaria
na camada subintima, com a perda da conformidade organizacional.

Contudo, o GPAR (Figura 2, D) apresentou intenso processo inflamatorio,
com a intima sinovial espessa e desorganizada e subintima com auséncia de

adipdcitos.

Ca
“‘*" ‘H ”A?

Figura 2 — Fotomicrografias da membrana sinovial da articulag&o do joelho de ratos Wistar; corte
sagital, coloracdo em hematoxilina e eosina. Em A: Grupo Controle (GC), membrana com intima
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sinovial (seta preta) delgada e subintima (Si) com células adiposas (Ad); Em B: Grupo Artrite
Reumatoide (GAR), espessamento da membrana sinovial com fibrose (asterisco) e subintima
(Si) com alteracéo na caracteristica adipocitaria; Em C: Grupo Periodontite (GP) membrana com
intima sinovial (seta preta) delgada e subintima (Si) com células adiposas (Ad); Em D: Grupo
Periodontite e Artrite Reumatdide (GPAR), espessamento da membrana sinovial com fibrose
(asterisco) e subintima (Si) com perda da caracteristica adipocitaria (Ad); E: Grupo Periodontite
e Intra-articular (GPIA), espessamento da membrana sinovial com fibrose (asterisco) e subintima
(Si) com alteracao na caracteristica adipocitaria; F: Grupo Periodontite e Intradérmica (GPID),
membrana com intima sinovial (seta preta) delgada e subintima (Si) com células adiposas (Ad).
Cavidade articular (estrela). Aumento 40x.
Fonte: Autora, 2021.
Avaliacdo Radiografica e Histometria das Mandibulas

Em relacdo a avaliacdo radiogréafica e histometria da medida da juncéo
cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar das hemimandibulas, conforme mostra
a Tabela 6, observou-se que GAR se assemelhou ao GC (p > 0,05), portanto os
mesmos nao apresentaram perda 6ssea alveolar, uma vez que nao foram
submetidos a colocacao de ligadura nos molares.

Ja o GP, GPIA e GPID obtiveram valores significantemente maiores que
o controle (p < 0,05) e semelhanca entre eles (p > 0,05). Logo, a associagao da
periodontite e injec&o intra-articular e periodontite e injecdo intradérmica néo
causaram maiores perdas 6sseas alveolares comparados ao grupo que continha
somente a periodontite.

Ja no GPAR houve diferenca em relacdo a todos os outros grupos (p <
0,05), indicando que a periodontite associada a AR causaram a maior perda
0ssea alveolar nos animais comparado aos outros grupos (Tabela 6, Figuras 3 e

4).

Tabela 6 — Avaliacéo radiogréafica e histométrica das hemimandibulas

Anélise Radiografica Analise Histométrica
GC 57,8+2,3A 222,83 + 48,76 A
GAR 58,3+ 3,24 232,49 + 36,96 4
GP 70,4+ 3,38 354,59 + 96,52 B
GPAR 77,3+1,7°¢ 513,17 +86,35 ¢
GPIA 70,4+528B 370,15+ 33,418
GPID 70,9+4,88B 372,50 +£50,73 B

Os valores representam média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes denotam dados
estatisticamente diferentes entre os grupos (p < 0,05). Fonte: autora.
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Figura 3 - Hemimandibulas direita da por¢do mesial dos animais. A: Grupo Controle (GC); B:
Grupo Artrite Reumatdide (GAR); C: Grupo Periodontite (GP); D: Grupo Periodontite e Artrite
Reumatoide (GPAR); E: Grupo Periodontite e Intra-articular; F: Grupo Periodontite e Intradérmica
(GPID). As linhas vermelhas representam a distancia da juncdo cemento-esmalte a crista 6ssea
alveolar.

Fonte: Autora, 2020.
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Figura 4— Fotomicrografia das hemimandibulas do lado esquerdo de ratos Wistar; coloragdo em
hematoxilina e eosina. A: Grupo Controle (GC); B: Grupo Artrite Reumatéide (GAR); C: Grupo
Periodontite (GP); D: Grupo Periodontite e Artrite Reumatoéide (GPAR); E: Grupo Periodontite e
Intra-articular; F: Grupo Periodontite e Intradérmica (GPID). COA: Crista 6ssea alveolar; ES:
Epitélio sulcular; EO: Epitélio oral; JEC: Juncdo cemento-esmalte. Aumento 40x.

Fonte: Autora, 2020.
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DISCUSSAO

Estudos tem sugerido a relacdo entre essas patologias, sendo que
pacientes com artrite tém maior probabilidade de apresentar a periodontite
comparado a pessoas saudaveis [35,36]. Além disso, pesquisas sugerem que a
periodontite pode dar inicio e realizar a manutencéo de respostas inflamatorias
autoimunes que ocorrem na AR [37].

Em uma pesquisa realizada por Cantley et al. [38], onde foi avaliado a
exacerbacdo da AR em ratos com periodontite pré-existente, o peso corporal dos
grupos com periodontite, artrite, e com periodontite e artrite foi monitorado e néo
houve diferenca significativa entre eles, os achados do presente estudo
condizem com esses resultados. Além disso, houve semelhanca dos pesos do
grupo com periodontite e do grupo controle e esse achado corroborou com um
estudo realizado por Coltri et al. [39], onde foi avaliado a influéncia da obesidade
sobre o tecido gengival de ratos com a periodontite experimental e, em relacéo
ao peso corporal, os grupos controle e ligadura nao tiveram diferencas
estatisticas significativas.

O aumento de massa corporal nos grupos foi concordante com uma
pesquisa realizada por Leite et al. [40] onde foi avaliado a periodontite
experimental como potencializadora dos efeitos do imobilismo no musculo
estriado esquelético e, dentre os grupos, o controle e o periodontite obtiveram
um aumento significativo do peso do inicio para o final do experimento.

No TEP a associacdo das patologias ndo causou alteracdes mais
significativas do que o grupo que continha somente a AR, porém a periodontite
associada a injecdo intra-articular comprometeu a capacidade motora. Além
disso, os valores mais alterados foram observados no primeiro e terceiro dia
apos a injecdo. Esse achado foi condizente com uma pesquisa realizada por
Gomes et al. [27], onde os animais que receberam inicialmente somente a
injecao intra-articular apresentaram um aumento no TEP nos primeiros dias
sendo que o pico da curva foi no segundo dia.

Em uma pesquisa realizada por Alves et al. [41] a qual avaliou o efeito da
laserterapia de baixa intensidade na nocicepg¢do, expressdo de mediadores
inflamatorios, neutrdfilos e macréfagos na fase aguda de artrite reumatoide
experimental em ratos, no periodo experimental de 24 horas foi observado uma

diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e o grupo AR no limiar
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nociceptivo. No presente estudo 0 mesmo ocorreu para 0s grupos periodontite e
AR e também no grupo que continha somente a AR.

Nos grupos com periodontite associada a AR e somente com AR houve
alteracdo no diametro articular e na maioria das avaliacbes esses grupos se
mantiveram semelhantes. Isso justifica a gravidade da AR, a qual leva a danos
irreversiveis nas estruturas cartilagineas e Osseas, além de haver perda da
funcionalidade, dor e incapacidade progressiva (rigidez, inchaco, deformidades)
[42]. Por outro lado, nos grupos que continham a associacdo das patologias e
periodontite mais inje¢ao intra-articular, essa alteragdo perdurou por todas as
avaliacdes, 0 mesmo ndo ocorreu com 0 grupo que continha somente a AR. Isso
pode indicar que a associacdo da periodontite com AR e periodontite com a
injecao intra-articular favoreceram a manutengéo do edema no joelho.

Na pesquisa de Gomes et al. [27], os animais que haviam recebido
somente a injecao intra-articular apresentaram aumento do edema e posterior
diminuicao. No presente estudo, o grupo com periodontite e injecéo intra-articular
nao apresentou reducdo do edema, mas sim manutencao desse parametro de
forma alterada. A vista disso, os mecanismos imune-inflamatdrios analogos de
desregulacéo inflamatéria ocasionam uma susceptibilidade dos pacientes com
AR e periodontite a desenvolverem formas agressivas, avancadas e graves de
ambas as patologias [43].

A AR e a periodontite associada a AR causaram alteracao no parametro
de forca muscular. Porém, nas ultimas avaliacbes no grupo GAR, houve um
aumento desse parametro visto pelos valores das médias, indicando uma
possivel recuperacédo de forgca muscular. O mesmo ndo ocorreu para 0 grupo
GPAR, o qual apresentou reducdo de forca que se manteve durante as
avaliacoes, indicando que a associacéo das patologias ocasionou a manutencao
da fragueza muscular. Uma das queixas comuns na AR é a fraqueza muscular,
visto que esta ocasiona uma alteracdo na habilidade do paciente em contrair 0s
musculos [44].

No estudo de Gomes et al. [27] a via preferencial de imunizacao foi na
base da cauda, e essa ndo causou sinais de dor e edema significativos,
condizente com os achados deste estudo, onde 0s grupos que continham
somente periodontite e periodontite mais intradérmica, mantiveram semelhanca

com o grupo controle.
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Foi observado que a associacdo das patologias em relacdo ao TEP e
limiar nociceptivo foram semelhantes ao grupo que continha somente a AR, mas
nas avaliacoes de edema e forca a associacdo das patologias ocasionaram uma
manutencao da alteracdo desses parametros até a ultima avaliagao.

Além disso, o grupo GPIA demonstrou diferenga do GC nas avaliagcdes
funcionais de TEP, limiar nociceptivo e edema, ou seja, a inducéo da periodontite
e da AR somente com a injecao intra-articular causaram alteragcdo nessas
avaliacdes funcionais, indicando que para esse modelo experimental, somente
a ligadura e a injecao intra-articular, sem a inje¢éo intradérmica foram suficientes
para causarem comprometimento articular, porém, é necessario a realizacao de
mais estudos que corroborem com esses achados.

Pacientes com periodontite tendem a apresentar maiores escores de
atividade de artrite em comparacdo aos pacientes sem periodontite, além de
haver uma relacdo proporcional entre a gravidade da periodontite e atividade da
AR [43]. Sendo assim, é plausivel que a maior migracdo leucocitaria com
aumento estatistico significativo, representada pela contagem total no nimero
de células, tenha sido no grupo com as patologias associadas.

A AR acomete, ainda, estruturas articulares, periarticulares e tenddes,
sendo que a mais afetada é a membrana sinovial [16]. A sinovite acomete a
membrana sinovial, a qual é sitio de inflamacao primaria, e com isso a hiperplasia
celular e processo inflamatério estdo presentes [16]. Isto ocorreu nos animais do
grupo AR, os quais apresentaram infiltrado inflamatorio, espessamento da intima
sinovial e alteracGes nas caracteristicas adipocitaria na membrana sinovial. No
entanto, essas alteracdes foram mais acentuadas no grupo que continha ambas
as patologias. A presenca da periodontite em pacientes com AR foi associada a
um aumento do dano articular, visto por meio de escores radiograficos mais altos
[25].

Nas analises radiograficas e histométricas por meio da avaliacdo da
distancia da juncdo cemento-esmalte a crista 6ssea alveolar para avaliacdo da
reabsorcdo 6ssea alveolar, o grupo que obteve maior comprometimento, foi o
grupo que continha ambas as patologias. Semelhantemente, um estudo
realizado para caracterizacdo da doenca periodontal associada a AR
experimental em camundongos, foi identificado uma maior perda 6ssea alveolar

significativa no grupo que continha a associacao das patologias [45]. Ambas as
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patologias apresentam mecanismos destrutivos semelhantes, pois as citocinas
pré-inflamatérias e células inflamatérias impulsionam a destruicdo cronica da
gengiva na periodontite e erosao 0ssea na AR. Achados recentes condizem com
a ideia de que a periodontite pode ser um fator de inicio e manutencdo das
respostas inflamatorias autoimunes que acontecem na AR [37].

O perfil de citocinas € comum entre elas, as pro-inflamatorias como IL-13
e TNF-a se apresentam em niveis elevados e a IL-10, que suprime a resposta
imuno-inflamatdria, em niveis baixos. Essas citocinas e niveis baixos de
inibidores de metaloproteinases e niveis elevados de metaloproteinases, se
associam na periodontite ativa [13]. Elas também partiiham de mecanismos
moleculares comuns, nos quais niveis baixos de OPG, faz com que ocorra uma
reducdo na protegdo vascular e niveis altos do ligante do receptor ativador do
RANKL e ligante indutor de apoptose relacionado com o TNF (TRAIL). Com a
associacdo do tecido inflamado, ocorre dano vascular e ativacdo de
osteoclastos, contribuindo para a reabsorcéo 6ssea [46].

A hipotese inicial do estudo, a qual foi verificar se a periodontite
potencializa os efeitos deletérios da AR, tais como dor, forgca muscular e edema,
além do comprometimento morfolégico da membrana sinovial e dos tecidos
periodontais pode ser confirmada, uma vez que houve alteragdes nas avaliacdes
funcionais. Apesar da associacdo das patologias ndo ter acentuado essa
alteracdo, ela se manteve constante em edema e forca. Na migracéo
leucocitaria, comprometimento da membrana sinovial e reabsorcdo Ossea
alveolar, houve alteracGes significativas indicando atividade sistémica da
periodontite e seu curso associado a AR a nivel tecidual mais agravado.

Sugere-se que mais pesquisas sejam realizadas sobre a periodontite
como potencializadora dos efeitos da AR, pois tracar estratégias de prevencgao
para ambas as doengas, bem como tratamentos mais eficazes e especificos que
englobem os pacientes como um todo séo de grande importancia para a saude
do paciente. Além disso, é necessario a realizacao de estudos que investiguem
os efeitos funcionais e teciduais da periodontite associada a injecdo intra-

articular como modelo experimental.
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CONCLUSAO

Baseado nos achados dessa pesquisa, podemos concluir que a

periodontite € um fator de risco potencializador dos efeitos da artrite reumatoide.



76

REFERENCIAS

1.

10.

11.

12.

Papapanou PN, Sanz M, Buduneli N, et al. Periodontitis: Consensus
report of workgroup 2 of the 2017 World Workshop on the Classification
of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions. J Periodontol.
2018;89:173-182.

Garlet GP, Cardoso CR, Silva TA, et al. Cytokine pattern determines the
progression of experimental periodontal disease induced by
Actinobacillus actinomycetemcomitans through the modulation of MMPs,
RANKL, and their physiological inhibitors. Oral Microbiol. Immunol.
2006;21:12-20.

Bastos AD, Falcao CB, Pereira ALA, et al. [Obesity and periodontal
disease]. Braz. Res. in Pediatric Dentistry and Integrated Clinical.
2005;5:275-279. Brazilian.

Garlet GP, Aranha AMF, Silveira EM, et al. The Role of Chemokines and
Cytokines in the Pathogenesis of Periodontal and Periapical Lesions:
Current Concepts. Inflammation, Chronic Dis. Cancer - Cell Mol. Biol.
Immunol. Clin. Bases. 2012;219-264.

Lins RDAU, Pequeno MT, Melo JPLC, et al. [Bone Resorption in
Periodontal Disease: the Role of Cytokines and Prostaglandins]. J Oral
and Maxillofaci. Surgery and Traumatology. 2007;7:29-35. Brazilian.

Schenkein HA, Loos BG. Inflammatory mechanisms linking periodontal
diseases to cardiovascular diseases. J. Periodontol. 2013;84:51-69.

Rodrigues AZ, Kawata VKS, Novaes AB Jr, et al. [Therapeutic strategies
and potential targets for host response modulation of periodontal
patients]. Periodon. Magaz. 2009;19:14-21. Brazilian.

Sakalauskiene J, Giedrimiene D, Kubilius R, et al. Cytokine production by
leukocytes in patients with periodontitis. Cent. Eur. J. Med. 2014;9:621—
628.

Leishman SJ, Seymour GJ, Ford PJ. Local and systemic inflammatory
responses to experimentally induced gingivitis. Dis. Markers.
2013;35:543-549.

Darveau RP, Tanner A, Page RC. The microbial challenge in
periodontitis. Periodontol. 2000. 1997;14:12-32.

Silvestre FJ, Rangil JS, Bagan L. Effect of nonsurgical periodontal
treatment in patients with periodontitis and rheumatoid arthritis: A
systematic review. Med. Oral Patol. Oral Cir Bucal. 2016;21:349-354.

Rosenstein ED, Greenwald RA, Kushner LJ, et al. Hypothesis. The
humoral immune response to oral bacteria provides a stimulus for the
development of rheumatoid arthritis. Inflammation. 2004;28:311-318.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

Bartold PM, Marshall RI, Haynes DR. Periodontitis and Rheumatoid
arthritis — A Review. J Periodontol. 2005;10:102-105.

Catrina Al, Svensson CI, Malmstrom V,et al. Mechanisms leading from
systemic autoimmunity to joint-specific disease in rheumatoid arthritis.
Nat. Rev. Rheumatol. 2016;13:79-86.

Straub RH, Bijlsma JWJ, Masi A, et al. Role of neuroendocrine and
neuroimmune mechanisms in chronic inflammatory rheumatic diseases-
The 10-year update. Semin. Arthritis Rheum. 2013;43:392-404.

Macedo RBV, Kakehasi AM, de Andrade MVM. IL33 in rheumatoid
arthritis: Potencial contribution to pathogenesis. Rev. Bras. Reumatol.
2016;56:451-457.

Abrédo ALP, Santana CM, Bezerra ACB, et al. What rheumatologists
should know about orofacial manifestationsof autoimmune rheumatic
diseases. Rev. Bras. Reumatol. 2016;56:441-45.

Goeldner I, Skare TL, Reason IT de M, et al. [Rheumatoid Arthritis: a
current view]. J. Bras. Patol. Med. Lab. 2011;47:495-503. Brazilian.

Zou SR. Five Balances in the Management of Rheumatoid Arthritis. J.
Biosci. Med. 2017;05:10-21.

Detert J, Pischon N, Burmester GR, et al. The association between
rheumatoid arthritis and periodontal disease. Best Pract. Res. Clin.
Rheumatol. 2010;29:189-201.

Han JY, Reynolds MA. Effect of anti-rheumatic agents on periodontal
parameters and biomarkers of inflammation: A systematic review and
meta-analysis. J. Periodontal Implant Sci. 2012;42:3-12.

Monsarrat P, Vergnes JN, Cantagrel A, et al. Effect of periodontal

77

treatment on the clinical parameters of patients with rheumatoid arthritis:

Study protocol of the randomized, controlled ESPERA trial. Trials.
2013;14:1-9.

Choi IA, Kim JH, Kim YM, et al. Periodontitis is associated with
rheumatoid arthritis: A study with longstanding rheumatoid arthritis
patients in Korea. Korean J. Intern. Med. 2016;31:977-986.

Kobayashi T, Yoshie H. Host Responses in the Link Between
Periodontitis and Rheumatoid Arthritis. Curr. Oral Heal. Reports.
2015;2:1-8.

Mikuls TR, Payne JB, Yu F, et al. Periodontitis and porphyromonas
gingivalis in patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheumatol.
2014;66:1090-1100.

Nassar PO, Nassar CA, Guimaraes MR, et al. Simvastatin therapy in
cyclosporine A-induced alveolar bone loss in rats. J. Periodontal Res.



27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

78

2009;44:479-488.

Gomes RP, Bressan E, da Silva TM, et al. Standardization of an
experimental model suitable for studies on the effect of exercise on
arthritis. Einstein. 2013;11:76-82.

Tonussi CR, Ferreira SH. Rat knee-joint carrageenin incapacitation test:
an objective screen for central and peripheral analgesics. Pain.
1992;48:421-427.

Tonussi CR, Ferreira SH. Tumour necrosis factor-a mediates
carrageenin-induced knee-joint incapacitation and also triggers overt
nociception in previously inflamed rat knee-joints. Pain. 1999;82:81-87.

Neugebauer V, Han JS, Adwanikar H, et al. Techniques for assessing
knee joint pain in arthritis. Mol. Pain. 2007;3:1-13.

Gould D, Yousaf N, Fatah R, et al. Gene therapy with an improved
doxycycline-regulated plasmid encoding a tumour necrosis factor-alpha
inhibitor in experimental arthritis. Arthritis Res. Ther. 2007;9:1-12.

Hsieh YL. Effects of ultrasound and diclofenac phonophoresis on
inflammatory pain relief: Suppression of inducible nitric oxide synthase in
arthritic rats. Phys. Ther. 2006;86:39-49.

Bertelli JA, Mira JC. The grasping test: a simple behavioral method for
objective quantitative assessment of peripheral nerve regeneration in the
rat. J. Neurosci. Methods. 1995;58:151-155.

Mattia TM, de Leite MA, Nassar PO, et al. The Influence of Obesity
Induced by Monosodium Glutamate in Periodontal Tissues of Female
Wister Rats with Experimental Periodontitis. 2017;7:28-40.

Pischon N, Réhner E, Hocke A, et al. Effects of Porphyromonas gingivalis
on cell cycle progression and apoptosis of primary human chondrocytes.
Ann. Rheum. Dis. 2009;68:1902—-1907.

de Pablo P, Chapple ILC, Buckley CD, et al. Periodontitis in systemic
rheumatic diseases. Nat. Rev. Rheumatol. 2009;5:218-224.

Lundberg K, Wegner N, Yucel-Lindberg T, et al. Periodontitis in RA-the
citrullinated enolase connection. Nat. Rev. Rheumatol. 2010;6:727-730.

Cantley MD, Haynes DR, Marino V, et al. Pre-existing periodontitis
exacerbates experimental arthritis in a mouse model. J. Clin. Periodontol.
2011;38:532-541.

Coltri BM, da Costa KF, Pontillo V, et al. [Morphometric evaluation of the
influence of obesity on gingival tissue in rats with experimental
priodontitis]. Rev. Bras. Ciénc. Saude. 2017;21:127-132. Brazilian.

Leite MA, de Mattia TM, Kakihata CMM, et al. Experimental Periodontitis



41.

42.

43.

44,

45.

46.

79

in the Potentialization of the Effects of Immobilism in the Skeletal Striated
Muscle. Inflammation. 2017;40:2000—-2011.

Alves ACA. [Analysis of the effect of low intensity laser therapy on
nociception, expression of inflammatory mediators, neutrophils and
macrophages in the acute phase of experimental rheumatoid arthritis in
rats] [dissertation]. S&o Paulo (SP): Nine of July University; 2016.
Brazilian.

de Molon RS, Rossa Jr C, Thurlings RM, et al. Linkage of periodontitis
and rheumatoid arthritis: Current evidence and potential biological
interactions. 2019;20:4541.

Wen S, Beltrdn V, Chaparro A, et al. [¢ La periodontitis crénica modifica la
morbilidad de la artritis reumatoide?: Aspectos clinicos y moleculares.
Una revision sistematica). Rev. Med. Chil. 2019;147:762—775. Spanish.

Khurana R, Berney SM. Clinical aspects of rheumatoid arthritis.
Pathophysiology. 2005;12:153-165.

Queiroz-Junior CM, Madeira MFM, Coelho FM, et al. Experimental
arthritis exacerbates Aggregatibacter actinomycetemcomitans- induced
periodontitis in mice. J. Clin. Periodontol. 2012;39:608-616.

Kaur S, White S, Bartold PM. Periodontal disease and rheumatoid
arthritis: A systematic review. J. Dent. Res. 2013;92:399-408.



80

8. CONSIDERACOES FINAIS

O modelo experimental utilizado na pesquisa com a inducao da periodontite
por meio da ligadura e associacdo da AR por meio do CFA foram eficazes em
induzir as doencas de forma sistémica e entdo de potencializar os efeitos
deletérios da AR sobre as variaveis analisadas, como manutencdo das
alteracdes em edema e forca sem indicios de melhora como no grupo que
continha somente AR, também no comprometimento de forma significativa nos
tecidos sinoviais e periodontais.

Além disso, no grupo submetido a ligadura e injecdo intra-articular
observou-se que em quase todas as variaveis houve as mesmas repercussoes
do que o grupo com periodontite e duas inoculacdes de CFA, indicando a néo

necessidade de duas inoculacdes na presenca da periodontite.
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Check the instructions for authors to see how you should supply tables and
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given on the submission system.
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to submission of electronic artwork.
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If you are not able to use the template via the links (or if you have any other
template queries) please contact us here.

References

Please use this reference quide when preparing your paper.

An EndNote output style is also available to assist you.

Taylor & Francis Editing Services

To help you improve your manuscript and prepare it for submission, Taylor &
Francis provides a range of editing services. Choose from options such as
English Language Editing, which will ensure that your article is free of spelling
and grammar errors, Translation, and Artwork Preparation. For more information,
including pricing, visit this website.

Checklist: What to Include

1. Author details. Please ensure everyone meeting the International
Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) requirements for
authorship is included as an author of your paper. All authors of a
manuscript should include their full name and affiliation on the cover page
of the manuscript. Where available, please also include ORCiDs and
social media handles (Facebook, Twitter or Linkedin). One author will
need to be identified as the corresponding author, with their email address
normally displayed in the article PDF (depending on the journal) and the
online article. Authors’ affiliations are the affiliations where the research
was conducted. If any of the named co-authors moves affiliation during the
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peer-review process, the new affiliation can be given as a footnote. Please
note that no changes to affiliation can be made after your paper is
accepted. Read more on authorship.

. Should contain a structured abstract of 200 words. A structured abstract

should cover (in the following order): Objective; Material and Methods;
Results and Conclusions.

. Graphical abstract (optional). This is an image to give readers a clear
idea of the content of your article. It should be a maximum width of 525
pixels. If your image is narrower than 525 pixels, please place it on a white
background 525 pixels wide to ensure the dimensions are maintained.
Save the graphical abstract as a .jpg, .png, or .gif. Please do not embed it
in the manuscript file but save it as a separate file, labelled
GraphicalAbstractl.

. You can opt to include a video abstract with your article. Find out how
these can help your work reach a wider audience, and what to think about
when filming.

. Between 3 and 5 keywords. Read making your article more discoverable,
including information on choosing a title and search engine optimization.

. Funding details. Please supply all details required by your funding and

grant-awarding bodies as follows:
For single agency grants
This work was supported by the [Funding Agency] under Grant [number
XXXX].

For multiple agency grants

This work was supported by the [Funding Agency #1] under Grant [number
xxxx]; [Funding Agency #2] under Grant [number xxxx]; and [Funding
Agency #3] under Grant [number xxxx].

. Disclosure statement. This is to acknowledge any financial interest or
benefit that has arisen from the direct applications of your
research. Further guidance on what is a conflict of interest and how to
disclose it.

. Data availability statement. If there is a data set associated with the
paper, please provide information about where the data supporting the
results or analyses presented in the paper can be found. Where
applicable, this should include the hyperlink, DOI or other persistent
identifier associated with the data set(s). Templates are also available to
support authors.

. Data deposition. If you choose to share or make the data underlying the
study open, please deposit your data in a recognized data repository prior
to or at the time of submission. You will be asked to provide the DOI, pre-
reserved DOI, or other persistent identifier for the data set.

10.Geolocation information. Submitting a geolocation information section,

as a separate paragraph before your acknowledgements, means we can
index your paper’s study area accurately in JournalMap’s geographic
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literature database and make your article more discoverable to
others. More information.

11.Supplemental online material. Supplemental material can be a video,
dataset, fileset, sound file or anything which supports (and is pertinent to)
your paper. We publish supplemental material online via Figshare. Find
out more about supplemental material and how to submit it with your
article.

12.Figures. Figures should be high quality (1200 dpi for line art, 600 dpi for
grayscale and 300 dpi for colour, at the correct size). Figures should be
supplied in one of our preferred file formats: EPS, PS, JPEG, GIF, or
Microsoft Word (DOC or DOCX). For information relating to other file
types, please consult our Submission of electronic artwork document.

13.Tables. Tables should present new information rather than duplicating
what is in the text. Readers should be able to interpret the table without
reference to the text. Please supply editable files.

14.Equations. If you are submitting your manuscript as a Word document,
please ensure that equations are editable. More information
about mathematical symbols and equations.

15.Units. Please use Sl units (non-italicized).

1.1.12 Using Third-Party Material in your Paper

You must obtain the necessary permission to reuse third-party material in your
article. The use of short extracts of text and some other types of material is usually
permitted, on a limited basis, for the purposes of criticism and review without
securing formal permission. If you wish to include any material in your paper for
which you do not hold copyright, and which is not covered by this informal
agreement, you will need to obtain written permission from the copyright owner
prior to submission. More information on requesting permission to reproduce
work(s) under copyright.

1.1.13 Disclosure Statement

Please include a disclosure statement, using the subheading “Disclosure of
interest.” If you have no interests to declare, please state this (suggested
wording: The authors report no conflict of interest). For all NIH/Wellcome-funded
papers, the grant number(s) must be included in the declaration of interest
statement. Read more on declaring conflicts of interest.

1.1.14 Clinical Trials Registry

In order to be published in a Taylor & Francis journal, all clinical trials must have
been registered in a public repository at the beginning of the research process
(prior to patient enrolment). Trial registration numbers should be included in the
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abstract, with full details in the methods section. The registry should be publicly
accessible (at no charge), open to all prospective registrants, and managed by a
not-for-profit organization. For a list of registries that meet these requirements,
please visit the WHO International Clinical Trials Reqistry Platform (ICTRP). The
registration of all clinical trials facilitates the sharing of information among
clinicians, researchers, and patients, enhances public confidence in research,
and is in accordance with the ICMJE guidelines.

1.1.15Complying With Ethics of Experimentation

Please ensure that all research reported in submitted papers has been conducted
in an ethical and responsible manner, and is in full compliance with all relevant
codes of experimentation and legislation. All papers which report in vivo
experiments or clinical trials on humans or animals must include a written
statement in the Methods section. This should explain that all work was
conducted with the formal approval of the local human subject or animal care
committees (institutional and national), and that clinical trials have been
registered as legislation requires. Authors who do not have formal ethics review
committees should include a statement that their study follows the principles of
the Declaration of Helsinki.

Consent

All authors are required to follow the ICMJE requirements on privacy and
informed consent from patients and study participants. Please confirm that any
patient, service user, or participant (or that person’s parent or legal guardian) in
any research, experiment, or clinical trial described in your paper has given
written consent to the inclusion of material pertaining to themselves, that they
acknowledge that they cannot be identified via the paper; and that you have fully
anonymized them. Where someone is deceased, please ensure you have written
consent from the family or estate. Authors may use this Patient Consent Form,
which should be completed, saved, and sent to the journal if requested.

Health and Safety

Please confirm that all mandatory laboratory health and safety procedures have
been complied with in the course of conducting any experimental work reported
in your paper. Please ensure your paper contains all appropriate warnings on any
hazards that may be involved in carrying out the experiments or procedures you
have described, or that may be involved in instructions, materials, or formulae.

Please include all relevant safety precautions; and cite any accepted standard or
code of practice. Authors working in animal science may find it useful to consult
the International Association of Veterinary Editors’ Consensus Author Guidelines
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on Animal Ethics and Welfare and Guidelines for the Treatment of Animals in
Behavioural Research and Teaching. When a product has not yet been approved
by an appropriate regulatory body for the use described in your paper, please
specify this, or that the product is still investigational.

1.1.16 Submitting Your Paper

This journal uses ScholarOne Manuscripts to manage the peer-review process.
If you haven't submitted a paper to this journal before, you will need to create an
account in ScholarOne. Please read the guidelines above and then submit your
paper in the relevant Author Centre, where you will find user guides and a
helpdesk.

If you are submitting in LaTeX, please convert the files to PDF beforehand (you
will also need to upload your LaTeX source files with the PDF).

Please note that Acta Odontologica Scandinavica uses Crossref™ to screen
papers for unoriginal material. By submitting your paper to Acta Odontologica
Scandinavica you are agreeing to originality checks during the peer-review and
production processes.

On acceptance, we recommend that you keep a copy of your Accepted
Manuscript. Find out more about sharing your work.

1.1.17 Data Sharing Policy

This journal applies the Taylor & Francis Basic Data Sharing Policy. Authors are
encouraged to share or make open the data supporting the results or analyses
presented in their paper where this does not violate the protection of human
subjects or other valid privacy or security concerns.

Authors are encouraged to deposit the dataset(s) in a recognized data repository
that can mint a persistent digital identifier, preferably a digital object identifier
(DOI) and recognizes a long-term preservation plan. If you are uncertain about
where to deposit your data, please see this information regarding repositories.

Authors are further encouraged to cite any data sets referenced in the article and
provide a Data Availability Statement.

At the point of submission, you will be asked if there is a data set associated with
the paper. If you reply yes, you will be asked to provide the DOI, pre-registered
DOI, hyperlink, or other persistent identifier associated with the data set(s). If you
have selected to provide a pre-registered DOI, please be prepared to share the
reviewer URL associated with your data deposit, upon request by reviewers.
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Where one or multiple data sets are associated with a manuscript, these are not
formally peer reviewed as a part of the journal submission process. It is the
author’s responsibility to ensure the soundness of data. Any errors in the data
rest solely with the producers of the data set(s).

1.1.18 Publication Charges

Authors will be charged $95 for each published page in excess of 4 typeset
pages.

Colour figures will be reproduced in colour in your online article free of charge. If
it is necessary for the figures to be reproduced in colour in the print version, a
charge will apply.

Charges for colour figures in print are £300 per figure ($400 US Dollars; $500
Australian Dollars; €350). For more than 4 colour figures, figures 5 and above will
be charged at £50 per figure ($75 US Dollars; $100 Australian Dollars; €65).
Depending on your location, these charges may be subject to local taxes.

1.1.19 Copyright Options

Copyright allows you to protect your original material, and stop others from using
your work without your permission. Taylor & Francis offers a number of different
license and reuse options, including Creative Commons licenses when publishing
open access. Read more on publishing agreements.

1.1.20 Complying with Funding Agencies

We will deposit all National Institutes of Health or Wellcome Trust-funded papers
into PubMedCentral on behalf of authors, meeting the requirements of their
respective open access policies. If this applies to you, please tell our production
team when you receive your article proofs, so we can do this for you. Check
funders’ open access policy mandates here. Find out more about sharing your
work.

1.1.21 My Authored Works

On publication, you will be able to view, download and check your article’s metrics
(downloads, citations and Altmetric data) via My Authored Works on Taylor &
Francis Online. This is where you can access every article you have published
with us, as well as your free eprints link, so you can quickly and easily share your
work with friends and colleagues.

We are committed to promoting and increasing the visibility of your article. Here
are some tips and ideas on how you can work with us to promote your research.
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1.1.22 Article Reprints

You will be sent a link to order article reprints via your account in our production
system. For enquiries about reprints, please contact the Taylor & Francis Author
Services team at reprints@tandf.co.uk.

1.1.23 Queries

Should you have any queries, please visit our Author Services website or contact
us here.
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