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RESUMO

A doenca periodontal é uma patologia infecto-inflamatéria mediada e modulada
pelo hospedeiro. Inimeros estudos suportam que as infec¢cbes orais séo
potenciais contribuintes para diversas doencas sistémicas, porém ainda nao esta
estabelecido um papel causal definitivo para tais inter-relacdes. Até o presente
momento, dados da literatura sugerem que a doenca periodontal induz uma
resposta inflamatdria sistémica. Tendo em vista que a presenca de uma resposta
inflamatoria sistémica reduz a capacidade do neutréfilo em migrar para o foco
infeccioso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as possiveis repercussdes da
doenca periodontal na susceptibilidade a uma infec¢cdo secundaria. Foram
utilizados camundongos Swiss fémeas. O método utilizado para inducao da
doenca periodontal foi 0 modelo de ligadura nos primeiros molares superiores.
Apos 60 dias, a sepse foi induzida através do modelo de ligacao e perfuracédo do
ceco (CLP). Os animais foram distribuidos em grupos: Grupo Controle; Grupo
Doenca Periodontal; Grupo Sepse; Grupo Doenca Periodontal + Sepse. As
pecas destinadas a analise histologica para certificacdo da inducdo da
periodontite foram coletadas 6 horas apos a inducdo da sepse. No0sSs0s
resultados demonstram que 0s animais previamente expostos a doenca
periodontal e submetidos a sepse apresentam alteragcbes no escore clinico
(p<0.05; p<0.01; Mann Whitney) com reducédo da taxa de sobrevida, quando
comparados aos animais somente submetidos a sepse, apresentando em 48
horas, respectivamente, uma taxa de sobrevida de 80% e 100% (p<0.0001;
Mantel-Cox log-rank). Estes dados correlacionam-se com a migracdo de
neutrofilos, uma vez que o Grupo Doenca Periodontal + Sepse apresentou
reducdo no recrutamento de neutréfilos para o foco infeccioso secundario em
comparacao com o Grupo Sepse (p<0.05; ANOVA seguido de Tukey’s). Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicdo a doenca

BN

periodontal frente & sepse reduz o recrutamento de neutréfilos para o foco



infeccioso secundario com aumento da letalidade.

Descritores/palavras-chave: Doencas Periodontais. Periodontite. Sepse.

Neutrofilos. Mortalidade.
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ABSTRACT

Periodontal disease is a host-mediated and modulated infectious-inflammatory
pathology. Several studies support that oral infections are potential contributors
to various systemic diseases, but a definitive causal role for such
interrelationships has not yet been established. To date, data from the literature
suggest that periodontal disease induces a systemic inflammatory response.
Since the presence of a systemic inflammatory response reduces the ability of
the neutrophil to migrate to the infectious focus, the objective of this study was to
evaluate the possible repercussions of periodontal disease on the susceptibility
to a secondary infection. Female Swiss mice were used. The method used to
induce periodontal disease was the ligature model in the upper first molars. After
60 days, sepsis was induced through the cecum ligation and perforation model
(CLP). The animals were divided into groups: Control Group; Periodontal Disease
Group; Sepsis Group; Periodontal Disease + Sepsis Group. The parts destined
to the histological analysis for certification of the induction of periodontitis were
collected 6 hours after sepsis induction. Our results show that the animals
previously exposed to periodontal disease and submitted to sepsis present
changes in the clinical score (p <0.05; p <0.01; Mann Whitney) with a reduction
in the survival rate, when compared to animals submitted to sepsis, presenting in
48 hours, respectively, a survival rate of 80% and 100% (p <0.0001; Mantel-Cox
log-rank). These data correlate with neutrophil migration since the Periodontal
Disease + Sepsis Group showed a reduction in neutrophil recruitment to the
secondary infectious focus compared to the Sepsis Group (p <0.05; ANOVA
followed by Tukey's). The results obtained in this study demonstrate that the
exposure to periodontal disease and sepsis reduces the recruitment of

neutrophils to the secondary infectious focus with increased lethality.

Keywords: Periodontal Diseases. Periodontitis. Sepsis. Neutrophils. Mortality.
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1. INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca infecciosa caracterizada por uma inflamacao
cronica do periodonto, mediada e modulada pelo sistema imunolégico do
hospedeiro (KATAOKA et al., 2016; MOLON, 2014). Esta patologia resulta na
perda de suporte dos dentes afetados, especialmente de fibras do ligamento
periodontal e osso alveolar, sendo considerada a forma mais prevalente de
patologia 6ssea nos seres humanos (JUNIOR et al., 2004; NAHID et al., 2011;
MOLON, 2014). As duas formas de periodontite mais frequentes na pratica
clinica séo a periodontite cronica e a periodontite agressiva, menos comum em
relacdo a primeira.

A destruicédo dos tecidos de suporte envolve a participacdo de leucocitos
hiperativados, geracdo de citocinas, eucosandides e metaloproteinases de
matriz, em resposta aos microrganismos patogénicos aderidos ao biofilme supra
e subgengival (JOHN et al., 2016). Aproximadamente 85% das espécies
bacterianas subgengivais isoladas de sitios com periodontite sdo Gram-
negativas, anaerobias ou facultativas. As principais espécies associadas
incluem: Aggregatibacter actinomycetecomitans, Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, Treponema
denticola, Fusobacterium nucleatum, entre outras (CRAIG et al., 2013; JOHN et
al., 2016).

No Brasil, a periodontite cronica é altamente prevalente, estudos apontam

que aproximadamente 79% da populacdo apresenta perda de insercdo e

profundidade de bolsa = 5 mm. A periodontite agressiva, no entanto, atinge uma

porcentagem menor da populagéo, por volta de 5% (ARAUJO et al., 2007).
Inimeros estudos suportam que a periodontite € considerada um fator de
risco em diversas condicbes como doencas cardiovasculares, doengas
respiratorias, doencas cerebrovasculares, diabetes mellitus Tipo 2, artrite
reumatoide, obesidade, entre outras (XIAOJING et al., 2000; CRAIG et al., 2013;
JOHN et al., 2016; KUMAR, 2017). Recentemente, Pinilla et al. (2014) relataram
um caso de associacao entre doenga periodontal e sepse devido a um abscesso

piogénico hepatico apés o isolamento das espécies Escherichia coli e
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Fusobacterium spp. de sitios do abscesso hepatico, somado ao fato que o
paciente apresentava severa doenca periodontal. A proximidade anatdmica
entre as bactérias periodonto patogénicas e a corrente sanguinea pode facilitar
a bacteremia, com consequente disseminagdo sistémicas de produtos
bacterianos e imunocomplexos, porém ainda nédo esté estabelecido um papel
causal definitivo para tais inter-relacdes (XIAOJING et al., 2000; KUMAR, 2017).

Atualmente o termo septicemia estd em desuso, de acordo com a ultima
conferéncia de consenso sobre a terminologia e terapéutica da sepse, realizada
em 2016, a sepse deve ser definida como disfuncdo organica com risco de morte
causada por uma resposta do hospedeiro desregulada a infec¢do (SINGER et
al., 2016). A sepse representa um dos maiores problemas de saude publica
mundial e, estima-se que atualmente seja a principal causa de mortalidade em
todo o mundo (VINCENT et al., 2014; FLEISCHMANN, 2016). De acordo com
dados da Global Sepsis Alliance (GSA), ocorrem a cada ano cerca de 30 milhdes
de novos casos de sepse no mundo, tornando-se a condicdo hospitalar mais
onerosa tratada (TORIO et al., 2006-2013; SINGER et al., 2016).

Sabe-se até o presente momento que a geracdo de uma resposta
inflamatoria sistémica, caracterizada pela producdo excessiva de citocinas e
guimiocinas na circulacéo, é responsavel pela reducéo da expressao do receptor
CXCR2 na superficie dos neutrdfilos circulantes. O receptor CXCR2 é expresso
na superficie dos neutréfilos e a interacdo com seus ligantes (citocina IL-8)
promove a quimiotaxia dos neutréfilos para o foco da infec¢cdo. Ademais, o
receptor CXCR2 é um receptor acoplado a proteina G, cuja ativacdo excessiva
leva a dessensibilizacao e internalizacao do receptor (ALVES-FILHO et al., 2010;
FREITAS et al.,, 2011). Dessa forma, a reducdo na expressao do receptor
CXCR2 mediada pela resposta inflamatéria sistémica diminui a capacidade dos
neutrofilos em migrar para o foco da infeccdo, levando a um quadro de sepse
grave, caracterizado pela perda do controle do foco infeccioso com
disseminacao da infeccdo e morte do hospedeiro (ALVES-FILHO et al., 2009;
ALVES-FILHO et al., 2010; FREITAS et al., 2011). No entanto, é fundamental
destacar que diferente da sepse grave, animais submetidos a um modelo de
infeccdo local, sepse ndo grave, apresentam um efetivo recrutamento de
neutrofilos para o foco infeccioso, impedindo a disseminacdo da infeccédo e
reduzida mortalidade (FREITAS et al., 2009).
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Foi demonstrado que a mudanca de uma periodontite moderada para
severa elevam os niveis sistémicos de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a,
IL-1, IL-6 e IL-8, induzindo uma resposta de fase aguda que inclui elevacdo do
valor da proteina C reativa (PCR) e da pentraxina-3 (PTX-3) (CRAIG et al., 2013).
Desta forma, até o presente momento os dados da literatura sugerem que a
doenca periodontal induz uma resposta inflamatoria sistémica.

Tendo em vista que a presenca de uma resposta inflamatoria sistémica
reduz a capacidade do neutrofilo em migrar para o foco da infec¢cdo, uma
possivel associacao entre a presenca de doenca periodontal e 0 aumento da
susceptibilidade a uma infeccdo secundaria a distancia pode existir. Cabe
ressaltar que apesar dos iniumeros estudos apontarem a associacdo entre a
doenca periodontal e diversas doencas sistémicas, ainda ndo esta estabelecido
um papel causal definitivo entre tais condic6es. Consequentemente, ndo ha
dados na literatura estabelecendo as possiveis relacdes entre doenca
periodontal e aumento de susceptibilidade a uma infeccdo secundaria. Deste
modo, fica evidente a necessidade de estudos e modelos animais para explorar
melhor essa relagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

-Avaliar as possiveis repercussbes da doenca periodontal no aumento da

susceptibilidade a sepse.

2.2. Objetivos Especificos

- Determinar se na presenca de doenca periodontal ocorre redugéo da migracéo
de neutrdfilos para o foco infeccioso secundario induzido através do modelo de
CLP (modelo de ligacdo e perfuracéo do ceco);

- Avaliar se os animais submetidos ao modelo de sepse apresentam alteracao
no escore clinico e aumento da taxa de mortalidade na presenca de doenca
periodontal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais experimentais

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados 82 camundongos
Swiss fémeas, pesando entre 22-25 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram transferidos para o
biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da Universidade
Estadual de Londrina onde permanecerao sob temperatura de 25 £ 1°C, ciclo
12h claro/ 12h escuro e com racdo e agua ad libitum. Os procedimentos
experimentais foram submetidos a apreciacao e aprovacao prévia do Comité de

Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina
(Protocolo N°23696.2017.20).

3.2. Delineamento Experimental
3.2.1. Inducéo da Doenca Periodontal em Camundongos

O modelo de ligadura para inducdo de doenca periodontal, o qual foi
utilizado neste estudo, € um método validado, descrito em 1966 por Rovin et.al,
sendo amplamente utilizado atualmente (PORTO et al., 2009; de MOLON, 2012;
de MOLON et al., 2016). Para inducdo da doenca periodontal, os camundongos

foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais:

e Grupo Controle (n=34): animais “naive”, ndo submetidos a ligadura.

e Grupo Doenca Periodontal (n=48): animais submetidos a ligadura no 1°

molar superior direito.

Os animais do Grupo Doenca Periodontal foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), em seguida, com
o auxilio de uma pinca e um porta agulha foram realizadas ligaduras com um fio
de nylon (6-0) esterilizado na area cervical dos primeiros molares superiores
direitos de cada animal para induzir grande acumulo de placa e ulceracao do
epitélio do sulco. As amarrias foram mantidas durante 60 dias, periodo este

estabelecido de acordo com os estagios de desenvolvimento da doenca
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periodontal em estudos preévios realizado por de Molon e colaboradores (2016).
As ligaduras foram conferidas semanalmente durante todo o periodo de inducéo

da doenca periodontal.

Figura 1: Confeccéo da ligadura com fio de nylon 6.0 ao redor do
primeiro molar maxilar direito, para permitir a indugéo
da doenca periodontal experimental.

3.2.2. Avaliacédo das Repercussdes da Doenca Periodontal na Sobrevida e

Sinais Clinicos dos Animais Submetidos ao Modelo De Sepse

Apbés o periodo de tempo determinado para a inducdo da doenca
periodontal (60 dias), os animais inicialmente distribuidos em Grupo Controle

(n=34) e Grupo Doenca Periodontal (n=48) foram redistribuidos em 2 grupos:

e Grupo 1- Sepse (n=18): animais “naive” sem ligadura no 1° molar superior
e submetidos a sepse.
e Grupo 2 - Sepse + Doenca periodontal (n=26): animais com ligadura no

1° molar superior e submetidos a sepse.

Para inducdo da sepse utilizamos o modelo de ligacdo e perfuracado do

ceco (CLP), descrito inicialmente por Witchermann e colaboradores (1980).
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Resumidamente, os camundongos foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), seguida de
depilacédo da regido abdominal com navalha e antissepsia da area exposta com
alcool 70% e, uma incisdo mediana de aproximadamente 1 cm foi realizada no
abddmen. O ceco foi exposto e ligado com um fio de algodao, abaixo da véalvula
ileocecal, sem obstrucao total. Apos a ligacédo, foi induzida a sepse através de
01 perfuracdo do ceco com agulha 18 G. Apo6s as perfuracbes, o ceco foi
pressionado suavemente para certificar a saida das fezes e colocado de volta
ao abdémen, sendo a incisdo suturada. Apoés a realizagéo da cirurgia, 0s animais
receberam 1 mL de solucao salina estéril (0.9%) via subcutanea (s.c.) a fim de
hidrata-los até a recuperacédo da anestesia. Apos a inducdo da sepse, a taxa de
sobrevida dos animais foi avaliada durante o periodo de 7 dias e, o escore clinico
da sepse determinado nas primeiras 24 horas ap0s a cirurgia segundo a seguinte

escala:

Escala de Pontuacdo do Escore Clinico da sepse: Alerta (pontuagéo: 1,
normal; 2, baixa atencdo; 3 atencdo muito baixa). Mobilidade (pontuacao: 1,
normal; 2, baixa locomocao; 3 parado). Piloerecdo (pontuacéo: 0, nenhuma; 1
pouca piloerecdo; 2, moderada piloerecéo; 3, intensa piloerecédo). Diarreia
(pontuacdo: 0, nenhuma;l, diarreia moderada; 2, diarreia intensa). Olhos
incrustados, nariz e cauda sujos (pontuacao: 0, nenhum; 1, um local apenas; 2,
dois locais sujos; 3, trés locais sujos; 4, quatro locais sujos). A soma de todos os
escores clinicos determina o escore funcional total, o qual varia de 2 (normal) a

15 ( condicdo mais grave) (Nakagawa et al., 2007).
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Figura 2: Ceco exposto e ligado com um fio de algodéo,
abaixo da valvula ileocecal, sem obstrucao total.

3.2.3. Avaliacdo das Repercussdes da Doenca Periodontal na Migracao de

Neutrofilos para a Cavidade Peritoneal

Inicialmente os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos

experimentais:

e Grupo Controle (n=16): animais “naive”, ndo submetidos a ligadura.

e Grupo Doenca Periodontal (n=22): animais submetidos a ligadura no 1°

molar superior direito.

Apbés o periodo de tempo determinado para a inducdo da Doenca
Periodontal (60 dias), os animais foram redistribuidos em 4 grupos:

e Grupo 1 - Controle (n=8): animais “naive”, ndo submetidos a ligadura no
1° molar superior direito e a sepse.

e Grupo 2 - Doenca Periodontal (n=9): animais submetidos a ligadura no 1°
molar superior direito e ndo submetidos a sepse.
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e Grupo 3 - Sepse (n=8): animais ndo submetidos a ligadura no 1° molar
superior direito e submetidos a sepse.
e Grupo 4 - Doenca Periodontal + Sepse (n=13): animais submetidos a

ligadura no 1° molar superior direito e a sepse.

A migracao de neutrofilos para a cavidade periotoneal foi avaliada 6 horas
apos a inducédo da sepse. As células presentes na cavidade peritoneal foram
coletadas através da lavagem com 1,5 ml de tampéo fosfato salina (PBS)
contendo EDTA (ImM). A partir do lavado peritoneal foram realizadas as
contagens totais e diferenciais das células. A contagem total foi realizada em
camara de Neubauer e a contagem diferencial foi realizada através de
esfregacos corados pelo corante pandético rapido (LaborClin; Produtos para
Laboratério Ltda, Pinhais, PR, Brasil). Os resultados foram expressos como

nimero de neutrofilos x 108/ mL.

3.2.4. Histologia para a Certificacdo da Induc&o da Doenca Periodontal

As pecas destinadas a analise histologica foram coletadas 6 horas apos a
inducao da sepse, os animais foram anestesiados e posteriormente foi realizado
o deslocamento cervical. As pecas foram fixadas em formol tamponado a 4% por
24h, descalcificadas em EDTA (0.5M, pH8.0) durante 2-3 semanas (com troca
de solugdo 2X por semana) e, em seguida, incluidas em parafina. Cortes
seriados de 4um de espessura foram obtidos no plano frontal, na direcdo mesio-
distal, montados em laminas e corados com hematoxilina e eosina (H/E). Estes
cortes foram utilizados para avaliacdo do processo inflamatorio e mensuracéo
da perda de insercao periodontal (MOLON, 2012), por microscopia de luz (Leica
ICC50 HD, Leica Microsystems, Switzerland) e as imagens foram capturadas por
uma camera digital acoplada ao microscopio de luz.

Os 1° molares superiores direito dos animais do grupo controle foram
utilizados como parametro de mensuracdo da altura 6éssea durante a analise
histologica. Medi¢gbes padronizadas foram determinadas com o auxilio de um
programa de analise de imagens (LAS v4.2.0) para determinar a perda de

insercao (PI) - medida pela distancia linear entre a JCE e a adeséo epitelial (AE)
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na distal do 1° molar. Foram obtidas as médias dos valores dos trés cortes para
cada espécime e as mesmas foram avaliadas estatisticamente. A analise
histomorfométrica foi realizada em duplicata, em tempos distintos, por um

examinador calibrado que desconhecia os grupos estudados.

3.3. Analise dos resultados

O software GraphPrim 6.0 foi utilizado para a andlise estatistica dos dados.
Os resultados foram submetidos a uma analise descritiva na qual foi avaliada a
normalidade e homogeneidade de variancia dos dados. Os dados originais que
apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias, andlises
estatisticas paramétricas (teste t de Student ou ANOVA) foram empregadas.
Caso contrario, os dados foram analisados através de estatisticas nao
paramétricas (Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis). As curvas de sobrevida foram
expressas como percentagem de camundongos vivos observados. Foi utilizado
o teste Mantel-Cox log-rank para determinacdo das diferencas estatisticas entre

as curvas de sobrevida. Adotou-se um nivel de significAncia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Doenca periodontal aumenta a susceptibilidade dos camundongos a

uma infeccdo secundaria.

Uma vez que dados da literatura demonstram que a doenca periodontal
gera implicagBes sistémicas, 0 nosso primeiro passo foi avaliar uma possivel
relacdo entre a presenca da doenca periodontal e o aumento da susceptibilidade
dos animais a um foco secundario de infeccdo. Como apresentado no Grafico
01, os animais previamente expostos a doenca periodontal e submetidos a sepse
(Grupo Doenca Periodontal + Sepse) apresentaram reducdo significativa da
taxa de sobrevida, quando comparados aos animais somente submetidos a
sepse (Grupo Sepse), apresentando em 48 horas, respectivamente, uma taxa
de sobrevida de 80% e 100%. A reducéo significativa na taxa de sobrevida do
Grupo Doenca Periodontal + Sepse manteve-se até o final dos sete dias de
observacao (Grafico 01). Além disso, observamos também que o Grupo Doenca
Periodontal + Sepse apresentou aumento significativo das alteracdes no escore
clinico da sepse, nos parametros alerta; mobilidade; diarreia; olhos incrustados,
nariz e cauda sujos, em compara¢ao com o Grupo Sepse (Grafico 2A, 2B, 2D,

2E), 0 que demonstra um agravamento do quadro séptico.

4.2. Doenca periodontal reduz o recrutamento de neutréfilos para o foco da
infeccdo secundaria

Como a presenca da doenca periodontal aumentou a susceptibilidade dos
camundongos a sepse polimicrobiana induzida por ligacéao e perfuracao do ceco,
nosso proximo objetivo foi investigar se esse aumento da susceptibilidade a
infeccdo poderia ser consequéncia de uma redugdo do recrutamento de
neutrofilos para o foco de infecgédo secundaria. Como demonstra o Grafico 3, 0s
animais submetidos apenas a sepse polimicrobiana (Grupo Sepse) ndo grave,
apresentaram uma significativa migracao de neutrofilos para o foco infeccioso 6
horas apds a cirurgia, quando comparados aos animais do grupo Controle.
Entretanto, os camundongos com doenca periodontal e submetidos a sepse
(Grupo Doenca Periodontal + Sepse), apresentaram reducdo significativa da
migracao de neutrofilos para o foco infeccioso quando comparados aos animais
do Grupo Sepse.

Desta forma, o conjunto de resultados apresentados sugere que, a
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presenca da doenca periodontal contribui com a reducédo do recrutamento de
neutrofilos para o foco de infeccdo secundaria, o que contribui com o aumento
da mortalidade dos animais.

4.3. Modelo de ligadura induz doenca periodontal experimental

Foi realizado uma analise histomorfométrica dos tecidos periodontais dos
animais para a certificacdo da inducdo da doenca periodontal. Conforme
demonstrado no Gréfico 4, os animais submetidos a ligadura no primeiro molar
superior obtiveram 100% de perda de insercéo (PI), medida pela distancia linear
entre a juncao cemento-esmalte (JCE) e a adesao epitelial guando comparados
aos animais ndo submetidos a ligadura (grupo controle).

No grupo controle, os tecidos periodontais na area interproximal entre
primeiros e segundos molares superiores estavam saudaveis e sem perda de
insercéo (Figura 3). J4 o grupo doenca periodontal apresentou perda da papila
interdental e migracdo apical do epitélio juncional (Figura 4, seta branca).
Também foi observado desorganizacdo e rompimento das fibras colagenas
transeptais, presenca de inflamacdo mononuclerar de moderada a severa no
tecido conjuntivo subepitelial e nas margens do ligamento periodontal, perda do
cemento interdental e reabsor¢éo do osso alveolar (Figura 4).
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Gréafico 1. Taxa de sobrevida. Os camundongos foram submetidos ou ndo a
ligadura no 1° molar superior direito para a indugao da doenga periodontal. Apos
60 dias da inducdo da doenca periodontal os animais foram submetidos ao
modelo de infeccdo secundaria de sepse induzida por ligacdo e perfuracdo do
ceco. A sobrevida dos animais submetidos a sepse foi determinada por um
periodo de 7 dias. Grupo Sepse (n=18); Grupo Doenga Periodontal + Sepse
(n=26). ****p<0.0001 comparado ao grupo Sepse (Mantel-Cox log-rank test).
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Gréfico 2: Sinais Clinicos da Sepse. Os camundongos foram submetidos ou n&o
a ligadura no 1° molar superior direito para a indugdo da doenga periodontal.
Apos 60 dias da inducéo da doenca periodontal os animais foram submetidos ao
modelo de infeccdo secundaria de sepse induzida por ligacdo e perfuracdo do
ceco. O escore clinico da sepse foi avaliado apdés 24 horas da inducdo da
infeccdo secundaria. Painel A, alerta (1, normal; 2, atencdo baixa; 3, atencao
muito baixa); Painel B, mobilidade (1, normal; 2, baixa mobilidade; 3, parado);
Painel C, piloerecéo (0, nenhuma; 1 pouca piloerecéo; 2, moderada piloerecao;
3, intensa piloerecéo); Painel D, diarreia (0, nenhuma;1, diarreia moderada; 2,
diarreia intensa); Painel E, olhos incrustados, nariz e cauda sujos (0, nenhum; 1,
um local apenas; 2, dois locais sujos; 3, trés locais sujos; 4, quatro locais sujos).
Os resultados estdo expressos como mediana, Grupo Sepse (n=18); Grupo
Doenga Periodontal + Sepse (n=26). *p< 0.05 quando comparado ao grupo
sepse; ** p<0.01 quando comparado ao grupo sepse (Mann-Whitney U).
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Neutréfilos x10%/cavidade

Gréfico 3: Migracdo de neutrdfilos para o foco infecioso secundario (cavidade
peritoneal). Os camundongos foram submetidos ou n&o a ligadura no 1° molar
superior direito para a indugao da doenga periodontal. Apds 60 dias 0os animais
foram submetidos a falsa cirurgia (Grupo Controle; Grupo Doenca Periodontal)
e a sepse (Grupo Sepse e Grupo Doenca Periodontal + Sepse). O nimero de
neutroéfilos coletados da cavidade peritoneal foi avaliado 6 horas apdés a inducao
da sepse. Os resultados estdo expressos como média + EPM do numero de
neutréfilos por cavidade. Grupo Controle (n= 8); Grupo Doenca Periodontal
(n=9); Grupo Sepse (n=8); Grupo Doenca Periodontal+ Sepse (nh=13). ** p< 0.01
quando comparado ao grupo Controle; # p< 0.05 quando comparado ao grupo
sepse (ANOVA seguido do teste de Tukey’s).
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Gréfico 4: Perda de Insercédo Periodontal. Os camundongos foram submetidos
(Grupo Doenga Periodontal) ou ndo (Grupo Controle) a ligadura no 1° molar
superior direito para a indugao da doenga periodontal. Apéds o periodo de 60 dias
de inducdo da doenca as pecas foram coletadas para andlise dos tecidos
periodontais. A perda de insercao (Pl) esta representada em ym. ****p<0.0001
comparado com controle (Analise teste T).
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Figura 3: Analise histomorfométrica dos tecidos periodontais do grupo
controle. Fotomicrografias da area interproximal entre primeiro (M1) e segundo
(M2) molares maxilar (A) e dos tecidos periodontais da area de furca do primeiro
molar maxilar (B). As setas preta e branca presentes na imagem A indicam,
respectivamente, a posicdo da JCE e da adesao epitelial. Abreviacdes: oa =
0sso alveolar; Ip = ligamento periodontal; M1 = primeiro molar maxilar direito; M2
= segundo molar maxilar direito; JCE = juncdo cemento-esmalte) Barra de
escala: A =100 ym; B = 200 uym. (Coloragdo com Hematoxicilina e Eosina).
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Figura 4: Andlise histomorfométrica dos tecidos periodontais do grupo doenca
periodontal. Fotomicrografias da area interproximal entre primeiro (M1) e
segundo (M2) molares maxilares (C) e dos tecidos periodontais da area de furca
do primeiro molar maxilar (D). As setas preta e branca presentes na imagem C
indicam, respectivamente, a posi¢do da JCE e da adeséo epitelial. Abreviacdes:
oa = 0sso alveolar; tc = tecido conjuntivo; M1 = primeiro molar maxilar direito; M2
= segundo molar maxilar direito; JCE = juncdo cemento-esmalte. Barra de
escala: C = 100 ym; D = 200 uym. (Coloracdo com Hematoxicilina e Eosina).
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5. DISCUSSAO

Inimeros estudos suportam que ha evidéncias contundentes de que a
doenca periodontal, especialmente a periodontite cronica induz uma resposta
inflamatoria sistémica, avaliada através da elevacéo dos niveis séricos de PCR,
hiper-fibrinogenemia, aumento da pentraxina-3 (PTX-3) e elevacdo dos niveis
séricos de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8. Niveis
elevados destes mediadores inflamatorios induzindo uma resposta inflamatoria
sisttmica, assim como a proximidade anatbmica entre as bactérias
periodontopatogénicas e a corrente sanguinea facilitando a bacteremia, podem
ajudar explicar o envolvimento entre a doenca periodontal e diversas doencas
sistémicas (XIAOJING et al.,2000; D’ AIUTO et al., 2004; D’ AIUTO et al., 2010;
CRAIG et al., 2013; JOHN et al., 2016).

A sepse é uma resposta sistémica deletéria do organismo a infeccao, que
pode levar a sepse grave (disfuncéo sistémica aguda secundaria a uma infeccao
documentada ou suspeita) e ao choque séptico (sepse severa associada a
hipotensdo néo reversivel com reposi¢ao volémica), sendo a causa mais comum
de admissdo em unidades de terapia intensiva (UTIs) ndo coronarianas (BONE
et al.,, 1992; MARTINI et al.,2015). A sepse representa um dos maiores
problemas de saude publica mundial e, estima-se que atualmente seja a principal
causa de mortalidade em todo o mundo. Recentemente, foi demonstrado que
apenas nos Estados Unidos, em 2011, o custo financeiro com os pacientes com
sepse foi de 20,3 bilhdes de dolares ou 5,2% do custo total agregado de todas
as hospitalizacdes, sendo a condicdo hospitalar mais onerosa tratada (TORIO et
al., 2006-2013; VINCENT et al., 2014; FLEISCHMANN, 2016).

As infec¢des odontogénicas sdo comumente encontradas na pratica clinica
e, se ndo diagnosticadas e prontamente tratadas, podem se disseminar
rapidamente para os espacos profundos da face e pescogo e afetar outras
estruturas, levando a complicagcdes, como: comprometimento de via aérea,
mediastinite, trombose de seio cavernoso, sepse, podendo resultar em obito.
Recentemente foram relatados na literatura, dois casos de sepse decorrente de
infecgdes orais em pacientes portadores de diabetes mellitus, sendo que em um

deles, o paciente evoluiu para choque séptico e Obito, apesar do tratamento ter
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sido realizado de acordo com as diretrizes para a abordagem da sepse (PINILLA
et al., 2014; MARTINI et al., 2015).

O recrutamento de neutréfilos € um evento extremamente importante para
0 controle do processo infeccioso, estudos demonstram que a alta mortalidade
observada na sepse grave correlaciona-se com a faléncia da migracdo dos
neutrofilos para o foco infeccioso. A presenca de receptores quimiotaxicos, como
o receptor CXCR2 (um dos receptores da citocina IL-8), na superficie dos
neutrofilos é de extrema importancia para o recrutamento destes leucocitos para
o sitio da infeccdo e, consequente prevencdo e controle do processo infeccioso
(CHISHTI et al., 2004).

Os resultados do presente estudo demonstraram que 0S animais com
doenca periodontal induzida através do modelo de ligadura, quando expostos a
um modelo de infeccdo secundaria (CLP) apresentam reducdo na taxa de
sobrevida, alteracBes no escore clinico da sepse e reducéo no recrutamento de
neutréfilos para cavidade peritoneal (foco infeccioso secundario). Em
contrapartida, 0os animais somente expostos a sepse apresentaram efetivo
recrutamento de neutrofilos para o foco de infec¢cdo secundério refletindo em
uma taxa de sobrevida de aproximadamente 94% ao final do periodo de
avaliacao.

Conforme comentado previamente, a doenca periodontal induz uma
resposta inflamatdria sistémica, desta forma uma possivel explicagdo para o
mecanismo envolvido no aumento da letalidade dos animais com doenca
periodontal submetidos a sepse seria a producdo excessiva de citocinas e
quimiocinas na circulacao durante o periodo de inducdo da periodontite, levando
a uma reducao na expressédo do receptor CXCR2 na superficie dos neutréfilos
circulantes, diminuindo a capacidade dos neutréfilos em migrar para o foco
infeccioso secundario, com consequente perda do controle do foco infeccioso,
disseminacéao da infeccéo, alteracdes do escore clinico e diminuicdo da taxa de
sobrevida.

A presenca de marcadores pro-inflamatorios sistémicos em pacientes com
doenca periodontal foi demonstrada por D Aiuto et al. (2004), em um estudo
prospectivo com noventa e quatro individuos sistemicamente saudaveis com
periodontite severa generalizada. O objetivo do estudo foi avaliar os marcadores

PCR e IL-6 antes e apds tratamento periodontal ndo cirdrgico. Seis meses apos
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o tratamento, foram observados reducao significativa nos niveis séricos de PCR
e IL-6, demonstrando que a periodontite contribui para o desenvolvimento de
uma resposta inflamatdria sisttmica e que o tratamento periodontal esta
associado a uma reducdo destes marcadores inflamatoérios, o que demonstra a
relevancia da instituigdo do mesmo nestes pacientes. Desta forma, estudos com
modelos experimentais, como 0 presente, podem fornecer uma base para
futuros estudos intervencionais que contribuam para um melhor entendimento

da patogénese da doenca periodontal frente a uma infeccao secundaria.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a exposicao a doenca
periodontal frente a sepse reduz o recrutamento de neutrofilos para o foco

infeccioso secundario com aumento da letalidade.



34

REFERENCIAS

- ABE, T. et al. Optimization of the ligature-induced periodontitis model in mice.
Journal of Immunological Methods, v. 394, p. 49-54, 2013.

- ARAUJO, M.G. et al. Epidemiologia da doenca periodontal na América Latina.
R Periodontia, v.17(02), p. 7-13, 2007.

- ALVES-FILHO, J.C. et al. The role of neutrophils in severe sepsis. Shock, v.
30, p. 3-9, 2008.

- ALVES-FILHO, J.C., et al. Regulation of chemokine receptor by Toll-like
receptor 2 is critical to neutrophil migration and resistance to polymicrobial
sepsis. Proc Natl Acad Sci., v. 10, p. 4018-4023, 2009.

- ALVES-FILHO, J.C. et al. Interleukin-33 attenuates sepsis by enhancing
neutrophil influx to the site of infection. Nat Med., v. 16, p. 708-712, 2010.

- BARROS, L.L.S. et al. Fatores de risco associados ao agravamento de sepse
em pacientes em Unidade de Terapia Intensiva. Cad. Saude Colet., v. 24(4), p.
388-396, 2016.

- BONE, R.C. et al. Definitions for sepsis and organ failure and guidelines for the
use of innovative therapies in sepsis. The ACCP/SCCM Consensus Conference
Committee. American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine. Chest, v.101(6), p.1644-1655, 1992.

- CARLO, D. et al. Histamine h2 receptor signaling in the pathogenesis of sepsis:

studies in a murine diabetes model. J Immunol., v.191, p. 1373-1382, 2013.

- CHISHTI, A.D. et al. Neutrophil chemotaxis and receptor expression in clinical
septic shock. Intensive Care Med., v. 30, p. 605-611, 2004.

- CRAIG, R.G. et al. Periodontal Diseases and Systemic Inflammation. Seminars
in Dyalisis., v.26(1), p. 23-28, 2013.

- D’ AIUTO, F. et al. Periodontitis and Systemic Inflammation: Control of the Local
Infection is Associated with a Reduction in Serum Inflammatory Markers. J Dent
Res., v.83(2), p. 156-160, 2004.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1303622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1303622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1303622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1303622

35

- D’ AIUTO, F. et al. Oxidative Stress, Systemic Inflammation, and Severe
Periodontitis. J Dent Res., v. 89(11), p.1241-1246, 2010.

- DIAS, L.Z.S. et al. Atual classificagcdo das doencas periodontais. UFES Rev.
Odontol., v. 8(2), p.59-65, 2006.

- FIUZA, C. et al. Granulocyte colony-stimulating factor improves deficient in vitro
neutrophil transendothelial migration in patients with advanced liver disease. Clin
Diagn Lab Immunol., v. 9, p. 433-439, 2002.

- FLEISCHMANN, C. et al. International Forum of Acute Care Trialists.
Assessment of global incidence and mortality of hospital-treated sepsis: current
estimates and limitations. Am J Respir Crit Care Med., v. 93, p. 259-272, 2016.

- FREITAS, A. et al. IL-17 Receptor Signaling Is Required to Control
Polymicrobial Sepsis. J Immunol., v.182, p. 7846-7854, 2009.

- FREITAS, A. et al. Divergent role of heme oxygenase inhibition in the
pathogenesis of sepsis. Shock. v. 35(6), p.550-559, 2011.

- JOHN, V. et al. Periodontal Disease and Systemic Diseases: Na Update for the
Clinician. Journal of the Indiana Dental Association, v. 95(1), p. 16-23, 2016.

- JUNIOR, P.R. et al. Altera¢Bes imunoldgicas na doenca periodontal: Revisio
de literatura. Rev. bras. alerg. Imunopatol., v. 27(5), p. 195-198, 2004.

- KATAOKA, K. et al. Visualization of Oxidative Stress Induced by Experimental
Periodontitis in Keapl-Dependent Oxidative Stress Detector-Luciferase Mice.
Int. J. Mol. Sci., v. 17, p. 1-11, 2016.

- KUMAR, P.S. et al. From focal sepsis to periodontal medicine: a century of
exploring the role of the oral microbiome in systemic disease. J Physiol., v.
595(2), p. 465-476, 2017.



36

- MARTINI, M.Z. et al. Choque séptico por infecgdo odontogénica em paciente
com diabetes melito tipo I. Rev Assoc Paul Cir Dent., v. 69(2), p.190-193, 2015.

- MASCARENHAS, V.I. Caracterizagdo das Alteracdes Teciduais em Dois
Modelos de Inducdo de Doenca Periodontal Experimental em
Camundongos. 2014. 71 fls. Trabalho de Dissertacdo (Mestrado em

Odontologia) — Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2014.

- MASTROIANNI, C.M. et al. Improvement in neutrophil and monocyte function
during highly active antiretroviral treatment of HIV-1-infected patients. Aids, v.,
13, p. 883-890, 1999.

- de MOLON R.S. Avaliacao das AlteracOes Teciduais em Diferentes
Modelos de Induc&o de Doenca Periodontal em Camundongos. 2012. 115
fls. Trabalho de Dissertacao (Mestrado em Odontologia) — Universidade Estadual

Paulista, Araraquara, 2012.

- de MOLON R.S. et al. Evaluation of the Host Response in Various Models of
Induced Periodontal Disease in Mice. J Periodontol., v. 85(3), p. 465-477, 2014.

- de MOLON, R.S. et al. Long-term evaluation of oral gavage with
periodontopathogens or ligature induction of experimental periodontal disease in
mice. Clin Oral Invest., v.20, p.1203-1216, 2016.

- NAHID, M.D.A. et al. Polymicrobial Infection with Periodontal Pathogens
Specifically Enhances MicroRNA miR-146a in ApoE -/- Mice during Experimental
Periodontal Disease. Infection and immunity, v. 79(4), p.1597-1605, 2011.

- NAKAGAWA, N.K. et al. In vivo observation of mesenteric leukocyte-endothelial
interactions after cecal ligation/puncture and surgical sepsis source control.
Clinics, v. 62(3), P.321-326, 2007.



37

- PAGE, R.C. The Pathobiology of Periodontal Diseases May Affect Systemic
Diseases: Inversion of a Paradigm. Annals of Periodontology, v. 3(1), p. 108-
120, 1998.

- PEREIRA, M.A. et al. Inhibition of leukocyte chemotaxis by factor in alloxan-
induced diabetic rat plasma. Diabetes, v. 36, p. 1307-1314,1987.

- PINILLA, A.E. et al. Association between periodontal disease and septicemia
due to pyogenic hepatic abscess. Rev. Fac. Med., v. 62(4), p. 631-635, 2014.

- PORTO, A.N. et al. Efeito da Periodontite Induzida Por Ligadura em Ratas
Submetidas a Estresse Cronico Sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). R.
Periodontia, v. 19(2), p. 64-70, 2009.

- RIOS-SANTOS, F. et al. Down-regulation of CXCR2 on neutrophils in severe
sepsis is mediated by inducible nitric oxide synthase-derived nitric oxide. Am J
Respir Crit Care Med., v. 175(5), p. 490-497, 2007,

- ROVIN, S. et al. The influence of bacteria and irritation in the initiation of
periodontal disease in germfree and conventional rats. J. periodont., v.1, p.193-
203, 1966.

- SALES, J.R. et al. Sepse Brasil: Estudo epidemiolégico da sepse em unidades

de terapia intensiva brasileiras. Rev Bras Ter Intensiva, v. 18, p. 9-17, 2006.

- SINGER, M. et al. The Third International Consensus Definitions for Sepsis and
Septic Shock (Sepsis-3). JAMA, v. 315, p. 801-810, 2016.

- Sepsis and Dental Healt. Disponivel em: https://www.sepsis.org/sepsis
and/dental-health/. Acesso em 10-09-2017.

- SPILLER, F. et al. al-Acid glycoprotein decreases neutrophil migration and
increases susceptibility to sepsis in diabetic mice. Diabetes, v. 61, p.1584-1591,
2012.

- TORIO, C.M. et al. National Inpatient Hospital Costs: The Most Expensive


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26903338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26903338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24199255

38

Conditions by Payer, 2011: Statistical Brief #160. Healthcare Cost and Utilization
Project (HCUP) Statistical Briefs [Internet]. Rockville (MD): Agency for Health
Care Policy and Research (US), 2006-2013.

- VINCENT, J.L. et al. ICON Investigators. Assessment of the worldwide burden
of critical iliness: the Intensive Care Over Nations (ICON) audit. Lancet Respir
Med., v. 5, p. 380-386, 2014.

- XIAOJING, L. et al. Systemic Diseases Caused by Oral Infection. Clinical
microbiology reviews, v. 13(4), p. 547-558, 2000.

- WICHTERMAN, K.A. et al. Sepsis and septic shock--a review of laboratory
models and a proposal. J Surg Res., v. 29, p. 189-201,1980.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24199255

