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RESUMO

Doencga periodontal € uma doenca inflamatdria cronica, multifatorial, resultado do
desequilibrio entre hospedeiro e microorganismos presentes no biofilme dental que
pode levar a perda do dente. Embora existam evidéncias de que a doenga
periodontal possa influenciar a saude geral e a susceptibilidade para determinadas
doencas sistémicas, a literatura é escassa no que diz respeito a relacdo entre
periodontite e hipertensdo arterial. Assim sendo, o objetivo deste estudo foi avaliar
microscopicamente o efeito da hipertensdo renovascular na gravidade da doenca
periodontal induzida em ratos. Foram utilizados 11 ratos Wistar, com
aproximadamente 5 semanas e pesando entre 150-170 g, divididos randomicamente
em 2 grupos: Hipertensos (n=6) e SHAM (n=5). Os animais foram anestesiados,
submetidos a laparotomia e afastamento das algas intestinais, e apenas no grupo
hipertenso foi realizada a clipagem da artéria renal esquerda (2R1C). No décimo
quarto dia os animais foram submetidos a indu¢ao da periodontite experimental por
ligadura subgengival no primeiro molar inferior esquerdo. O molar contralateral ndo
foi ligado, servindo como controle. Apos 14 dias da colocagédo da ligadura, com o
animal acordado foram obtidos os registros hemodinamicos de PAM (109+1,4mmHg
SHAM vs. 178t5mmHg hipertensos) e FC (351t4bpm SHAM vs. 370+12 bpm
hipertensos). Em seguida os animais foram sacrificados e a mandibula removida
para processamento histologico. Os parametros empregados na avaliagdo da
periodontite foram: contagem de neutréfilos, numero de vasos sanguineos e perda
Ossea alveolar na regiao interproximal distal ao molar ligado e ao dente controle. Na
analise intra-grupos verificamos aumento significativo nos numeros de neutréfilos e
de vasos nos lados com periodontite quando comparados ao lado sem periodontite
nos animais SHAM (2,2+0,3 vs. 14,6+2,2 e 4,6+£0,8 vs. 13,1+1,7 respectivamente) e
hipertensos (2,3+0,3 vs. 15£0,9 e 4,51£0,84 vs. 13,1+£1,8 respectivamente). Embora
haja diferengas significantes (p<0,05) para os parametros avaliados em relagao a
periodontite na analise intra-grupos, nado houve diferenga (p>0,05) entre os grupos,
com uma perda Ossea similar observada nos animais SHAM com periodontite
(0,74+0,07mm) e hipertensos com periodontite (0,87+0,10mm). Estes dados nos
permitem concluir que em ratos, a hipertensdo renovascular nao foi capaz de
influenciar a gravidade da doenga periodontal induzida no periodo estudado.

Palavras chave: hipertensdo renovascular; periodontite experimental.



ABSTRACT

Periodontal disease is a chronic and multifatorial inflammatory disease, that results
from a unbalance between the host and the microorganisms of dental biofilm and can
lead to tooth loss. Although there are evidences that periodontal disease may
influence the general health and the suceptibility to determinated systemic diseases,
there are few investigations regarding the relationships between periodontitis and
arterial hypertension. Therefore, the goal of this study was to evaluate histological
changes induced by renovascular hypertension in rats with periodontal disease. Male
Wistar rats (5 week-old, 150-170 g) were separated in two groups: Hypertensive
(n=6) and SHAM (n=5). The animals were anesthetized, submitted to laparotomy and
only the hypertensive group received a silver clip in the left renal artery (2K1C).
Fourteen days after this procedure, the animals were submitted to experimental
periodontitis induction through the subgengival ligature at first left inferior molar. The
non-ligated contralateral molar was considered as control situation. Once again,
fourteen days after the periodontitis induction, the MAP (109+1,4mmHg SHAM vs
178+5mmHg hypertensive) and HR (351+4bpm SHAM vs 370+12bpm hypertensive)
hemodynamic measurements were performed in the conscious animals. The animals
were sacrificied and the jaw was removed to histological processing. The parameters
used to evaluate the periodontitis were: PMNs, the number of blood vessels and
alveolar bone loss in the ligated and control molar at distal interproximal region. The
results showed that there were a significant raise in PNMs and number of blood
vessels at the periodontitis side when compared to control side in SHAM animals
(2,2+0,3 vs. 14,61£2,2 and 4,6£0,8 vs. 13,1+1,7 respectively) and hypertensive
animals (2,3+0,3 vs. 15+0,9 and 4,5+0,84 vs. 13,1+1,8 respectively). Although there
are significant changes between the ligated and non ligated molar in each group,
there were no differences in bone loss between the ligated molar of SHAM
(0,74+0,07mm) and hypertensive (0,87+0,10mm) animals. Based on these data, we
can conclude that in rats, the renovascular hypertension did not agravatted the
periodontal disease.

Key words: Renovascular hypertension, Experimental periodontitis.
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1 INTRODUGAO

Evidéncias cientificas nos mostram que saude bucal e saude sistémica podem estar
fortemente correlacionadas, surgindo um novo paradigma representado pela
Medicina Periodontal ou Periodontia Médica, que vem se destacando, sobretudo por
buscar na area basica, mecanismos fisiopatoldgicos de ligagao entre as doengas

periodontais e alteragdes sistémicas, numa relagao bidirecional.

As doencas periodontais estdo entre as doencgas crénicas mais comuns em
humanos, podendo levar a perda do dente pela destruicdo de seus elementos de
sustentagcdo. A periodontite apresenta etiologia multifatorial envolvendo fatores
microbianos, imunoldgicos, genéticos e ambientais, portanto alteragdes no equilibrio
fisiolégico do hospedeiro podem mudar a etiologia, extensao, curso e resposta ao
tratamento das doencas periodontais. Alteracbes na resposta inflamatéria do
hospedeiro podem ser decorrentes de diversos fatores sistémicos e a ativacédo do
sistema renina-angiotensina, eleva os niveis de angiotensina Il, que possui
propriedades pro-inflamatérias podendo modular a resposta inflamatéria local
envolvendo mecanismos de quimiotaxia, proliferagdo celular e reacgdes de
oxidoredugdo. Niveis elevados de angiotensina Il podem ser encontrados na
hipertensdo arterial renovascular e embora estudos apontem a participagao da
angiotensina Il como modulador da resposta imunolégica na injuria vascular, com
aumento na producdo de IL-1, IL-6, TNF-a, substancias estas envolvidas na
progressao da doenga periodontal inflamatéria, ndo existem dados na literatura

sobre uma possivel correlagcao entre hipertensao renovascular e periodontite.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 HIPERTENSAO RENOVASCULAR

A Organizagdo Mundial de Saude define a hipertensédo arterial como sendo a
elevagado da pressédo arterial sistdlica acima de 140mmHg e ou da pressao arterial
diastdlica acima de 90mmHg, e estima que atualmente cerca de 15 a 20% da
populagdo mundial seja hipertensa. Segundo dados da Sociedade Brasileira de
Hipertensdo (2006), estima-se que no Brasil cerca de 30% da populagdo adulta e
60% dos idosos sejam hipertensos, sendo que esses valores podem ser ainda
maiores, uma vez que a hipertensdo € uma condi¢cdo silenciosa e geralmente

subnotificada.

A hipertensao arterial possui uma etiologia multifatorial (PAGE, 1967) e expde o
individuo a maiores riscos para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
cerebrovasculares, podendo reduzir sua qualidade e expectativa de Vvida,

representando um alto custo social.

A hipertensdo renovascular € uma forma grave de hipertensao arterial podendo ser
definida como “[...] a elevacdo da pressao arterial consequente a presenca de
estenose da artéria renal que pode ser curada ou amenizada pela revascularizagao
renal” (TAYLOR; NALLY; AURELL, 1996), embora ndo haja um consenso sobre sua
prevaléncia em virtude dessa apresentar uma diversidade em relacao a faixa etaria e
perfil clinico dos pacientes estudados, estima-se que ela represente cerca de 1 a 4%

do total de hipertensos, sendo o tipo mais freqliente de hipertensao secundaria
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potencialmente curavel, além de ser a principal causa cirurgicamente reversivel da

insuficiéncia renal crénica (BERTOLOTTO et al., 2003).

Dentre os fatores etiologicos que desencadeiam a hipertensdo renovascular
podemos citar as lesdes de natureza aterosclerética como as mais frequentes (65%),
diferentes tipos de displasia fibromuscular (30%) (FILIPPO et al., 2000), além de
outros fatores de menor ocorréncia como a poliarterite nodosa, esclerose sistémica

progressiva e a neurofiboromatose, dentre outros.

FISIOPATOLOGIA

A presenca de estenose da artéria renal superior a 75% vai ocasionar diminuicéo do
fluxo sanglineo a este rim e redugao da filtracdo glomerular, desencadeando uma
resposta de hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
resultando na elevacdo da pressao arterial, como resposta para se manter a

perfusao renal adequada (DUSTAN, 1997)

A homeostasia cardiovascular € mantida por meio da interagdo de diversos sistemas
fisioloégicos atuando simultaneamente e de maneira complexa, mantendo a pressao
arterial dentro de uma faixa relativamente estreita de variacdo. O rim desempenha
um papel importante nesse controle da pressao arterial, e o seu estudo alcangou
relevancia apds os classicos experimentos de Goldblatt (1934) quando destaca a

participagcado do sistema renina-angiotensina na fisiopatologia da hipertensao arterial.
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SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

O sistema renina-angiotensina-aldosterona classico atua na regulagao fisioldgica de
volume, balango eletrolitico e pressao arterial por meio de uma cascata de eventos
que se inicia com a liberacdo de uma enzima proteolitica, a renina, que é
principalmente produzida e armazenada nas células justaglomerulares dos rins sob
forma inativa (pro-renina). Os mecanismos intra-renais primarios que regulam a

liberacao de renina em condicdes fisioldgicas normais séo:

a) diminuigdo da pressao de perfusao renal;

b) baixa carga de cloreto de sédio na macula densa,;

c) estimulagao dos receptores 31 adrenérgicos renais.

Desta forma, estenose significativa na artéria renal vai promover diminui¢ao do fluxo
sanguineo ao rim, ocasionado aumento na producgao e liberagcdo de renina, que vai
agir sobre o angiotensinogénio, produzindo Angiotensina | no figado. A
Angiotensina |, por sua vez sofre a agdo da Enzima Conversora de Angiotensina
(ECA) em nivel pulmonar, dando origem a Angiotensina Il, que por meio de seu
receptor AT exerce agao vasoconstritora, proliferativa, pro-oxidante e trombdtica,
dentre outras. A Angiotensina Il também atua estimulando a supra-renal a produzir
aldosterona, que por sua vez atua promovendo retengdo de sédio e agua,
aumentando o volume extracelular e o conteudo de sédio plasmatico, contribuindo

para o aumento da pressao arterial.
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SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

PRO-RENINA

l ESTENOSE DA ARTERIA RENAL
ANGIOTENSINOGENIO « RENINA

ANGIOTENSINA| <« ECA
ANGIOTENSINA I » CORTEX ADRENAL
AT1 AT2 ALDOSTERONA T RETENGAO DE SODIO E AGUA
VOLEMIA

VASOCONSTRITOR VASODILATADOR
PROLIFERATIVO ANTI-PROLIFERATIVO
PRO-OXIDANTE ANTI-OXIDANTE
APOPTOTICO ANTI-APOPTOTICO T PRESSAO ARTERIAL|
TROMBOTICO ANTI-TROMBOTICO

Fluxograma 1. Modelo parcial do Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

Cascata de eventos resultando em hipertenséo renovascular em decorréncia de ativagao do sistema
renina-angiotensina. Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) AT, e AT, — Receptores da
Angiotensina Il.

Além do SRA classico descrito acima, existem sistemas renina-angiotensina
teciduais distribuidos em diferentes 6rgaos (coracdo, rins, vasos sanguineos,
pancreas, glandula adrenal, cérebro, etc.) com acdo complementar ao SRA classico
conforme descrito em diversos estudos (DZAU, 1988; UNGER et al., 1991; DOSTAL,
1992). O SRA local pode exercer efeitos diretos sobre mecanismos regulatorios
locais e estudos recentes tém atribuido a Angiotensina |l propriedades pré-
inflamatérias (WOLF; BUTZMANN; WENZEL, 2003) e de modulador da resposta
imunoldgica agindo sobre citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao, envolvendo
mecanismos de crescimento celular, apoptose, fibrose e agindo também na
diferenciagcdo de mondcitos em macrofagos (RUIZ-ORTEGA, 2001), conforme

demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Propriedades pré-inflamatérias da Ang |l e de modulagédo da resposta imunoldgica
na injuria vascular, envolvendo mecanismos de quimiotaxia e proliferagao celular e

reagdes de oxidoredugéo
Fonte: Adaptado de Ruiz-Ortega, 2001.

2.1.1 Hipertensao renovascular experimental

Em virtude do carater multifatorial da hipertensao arterial, sua indugao experimental

deve focar-se no objetivo do estudo a fim de se escolher o modelo mais adequado

dentre os diversos descritos na literatura.

Os modelos de hipertensao experimental podem resultar de variados métodos,

podendo ser de origem genética, neurogénica, de origem renal, dependente de

mineralocorticdide, por inibigdo cronica do 6xido nitrico, dentre outras, sendo o rato

um modelo animal bastante utilizado, nesses diversos modelos (FAZAN JUNIOR et

al., 2001).
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Os modelos de hipertenséo de origem renal podem ser:

a) renovascular, decorrente de oclusao parcial da artéria renal;

b) renopriva, decorrente de nefrectomia bilateral,

c) perinefritica, decorrente da indugao de fibrose renal

d) de origem renal produzida pela ocluséo e desoclusao do pediculo renal.

Uma das técnicas mais utilizadas para indugcdo da hipertensao renovascular foi
descrito por Goldblatt et al. (1934), mostrando uma significante elevagédo da presséao
arterial em cées, que tiveram seu suprimento sangulineo aos rins reduzido mediante
estenose unilateral da artéria renal, por meio da colocagdo de um clipe de prata ao
redor dessa. A este modelo foi dado o nome genérico de hipertensao de Goldblatt,
sendo denominada 2R1C (dois rins um clipe) quando o rim contralateral é
preservado ou 1R1C (um rim um clipe) quando remove-se o rim contralateral. Em
geral, o aumento da pressao arterial se inicia poucos minutos apés a redugao do
fluxo renal, atingindo um platd em duas a trés semanas (FAZAN JUNIOR et al.,
2001) e o grau de hipertensdo em ambos os modelos € proporcional a constrigdo

efetuada pelo clipe (CABRAL et al., 1997).

Segundo Freeman et al. (1979), a constricdo da artéria renal seria 0 agente causal
da hipertensdo renal crébnica e o aumento da atividade do sistema renina-
angiotensina esta associado com o inicio da hipertensdo em ambos modelos, porém
a manutengao do quadro hipertensivo no modelo 1R1C se da principalmente pela

sobrecarga de agua e sédio, enquanto que no modelo 2R1C, o rim contralateral
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excreta o0 excesso de sbédio e a manutengcdo da hipertensdo € em grande parte

devida ao sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Em ambos os modelos, ha de se ressaltar a participacdo de outros mecanismos

atuando de forma paralela na modulacao da pressao arterial.

2.2 ETIOPATOGENIA DA DOENCA PERIODONTAL

Embora a cavidade bucal humana seja colonizada por centenas de espécies
diferentes de microorganismos, alguns dos quais potencialmente patégénicos, existe
em condigdes normais uma situagcao de equilibrio entre as partes preservando-se
assim a saude periodontal do hospedeiro (GENCO, 1992 ; MORE; MOORE, 1994).
A doenca periodontal inflamatéria €, portanto o resultado de um desequilibrio na
complexa interagcdo entre hospedeiro e microorganismos presentes no biofilme
dental, que colonizam a area supra e subgengival, promovendo inflamag¢ao dos
tecidos de protecédo (gengivite ou doencga gengival induzida por placa bacteriana) e

suporte (periodontite crénica) do dente, podendo levar a perda do mesmo.

As bactérias que inicialmente colonizam a superficie do dente sao
predominantemente microorganismos facultativos Gram-positivos, tais como
Actinomyces viscosus e Streptococus sanguis dispostos sob forma de biofilme
bacteriano, porém a medida que aumenta o acumulo do biofilme, este apresenta
mudanca em suas caracteristicas, favorecendo a colonizagao por bactérias Gram-
negativas anaerobias como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia,
Campylobacter rectus, dentre outras. A etiologia bacteriana das doencgas

periodontais, todavia € complexa, com uma grande variedade de microorganismos
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responsaveis pelo inicio e progressao da doenga (TROMBELLI; TATAKIS, 2003).
Além disso, a natureza desses agentes patogénicos varia entre as diversas doengas,

bem como entre os individuos e até entre diferentes sitios no mesmo individuo.

De uma maneira geral as espécies microbianas interagem, e embora algumas
possam nao ser patdgenos periodontais, ainda influenciam o processo da doenga
favorecendo o seu crescimento ou aumentando o potencial de viruléncia de outros

microrganismos (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 1999)

A presengca de bactérias periodontopatdgenas e seus produtos (enzimas
proteoliticas e toxinas) no interior do sulco gengival podem deflagrar no hospedeiro
uma resposta imune-inflamatéria de intensidade tal que, caso ndo seja controlada
pode levar a destruicdo do ligamento periodontal, perda da crista 6ssea alveolar,
migragdo apical do epitélio juncional e formagdo de bolsas periodontais
(LISTGARTEN, 1986). A |liberagdo de enzimas proteoliticas e toxinas
(lipopolissacarideos) pelas bactérias no interior do sulco gengival sdo capazes de
ativar células inflamatorias do tecido periodontal como os macrofagos para sintetizar
e secretar uma variedade de moléculas como as citocinas (IL-1, TNF-a , IL-6),
prostaglandinas (especialmente PgE;), espécies reativas de oxigénio, e
metaloproteinases que degradam os componentes da matriz extracelular, levando a

perda do tecido conjuntivo de suporte e a reabsorgéo éssea.

O hospedeiro, portanto, ao ativar seu sistema de defesa contra os microorganismos
agressores, acaba por também desempenhar um papel importante na patogénese

da doenca periodontal, uma vez que a ativagcdo dessa cascata de eventos pode
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resultar na destruigdo do tecido conjuntivo periodontal e reabsorgéo éssea alveolar

(KINANE; LINDHE, 1999)

Dessa forma, conforme relatado por Genco (1992), embora a presencga de bactérias
seja essencial, ndo € o suficiente para causar a periodontite, e fatores relacionados
ao hospedeiro de natureza genética, ambiental, além de determinadas condi¢des
sistémicas, podem interferir na resposta do hospedeiro aos patégenos periodontais,

influenciando a severidade da doenca periodontal.

Os diversos fatores envolvidos na patogénese da doenga periodontal estédo

esquematizados no Fluxograma 2.

Patogénese da Doenga Periodontal

Desafio sistémico e ambiental

‘ ‘

Anticorpos Citocinas PGE;
—
Desafio PMNs Resposta Metabolismo Sinais

Microbiano | € imuno- dotecido |3 clinicos
A”t'genols inflamatéria —— | conjuntivoe da DP:
LPS do hospedeiro | mmpPs da matriz 0sseo Inicio e

’ progresséo
4 Outros
fatores de 4 4

viruléncia

Desafio genético

Fluxograma 2. Modelo atual da Doenga Periodontal (DP)
Fonte: adaptado de Page et al., 2000
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2.2.1 Doenga periodontal experimental

Embora o modelo animal mais fidedigno para o estudo da periodontite experimental
seja o uso de primatas (WEINBERG; BRAL, 1999), por suas caracteristicas
anatbmicas, histolégicas e imunoldogicas semelhantes a dos humanos, a utilizagéo
de outras espécies como caes, porcos, felinos e roedores sao frequentes nesses
estudos, sendo que os ratos (Rattus novergicus) sao mais amplamente utilizados,
pelo fato de apresentam vantagens como o porte reduzido, menor custo, facilidade
de manipulagdo, e também apresentarem um grau de semelhanga ao homem no
que se refere a anatomia periodontal dos molares, microbiologia e patogénese da

doenca periodontal, o que justifica seu uso nesses estudos (KLAUSEN, 1991).

Os ratos sdao monofiodontes e apresentam um incisivo e trés molares em cada
quadrante, entretanto em virtude de suas caracteristicas proprias os incisivos nao
sao adequados ao estudo experimental da doenca periodontal, pois além de
apresentarem caracteristicas morfolégicas e histolégicas distintas das encontradas
em humanos, apresentam um processo de erupcao continua acentuado, em virtude
da grande atricdo decorrente da mastigacdo. Os molares por sua vez, estédo
dispostos em ordem decrescente de tamanho, e apresentam outras caracteristicas
estruturais semelhantes as nossas que os tornam bastante adequados ao estudo da
doenca periodontal, sendo frequentemente eleitos os primeiros molares, pela maior

facilidade de acesso.

Page e Schroeder (1982) relataram a semelhanca desses dentes aos dos humanos
no que se refere a estrutura e organizagdo dos tecidos periodontais, como epitélio

oral, epitélio gengival sulcular, epitélio juncional, fibras periodontais colagenas,
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cemento e osso alveolar, e uma diferenga no que se refere ao epitélio sulcular do
rato, que ao contrario dos humanos, apresenta-se queratinizado, porém isso nao

parece ser relevante (TAKATA et al.,1988).

Para induzir a doenga periodontal experimental, diversos métodos tém sido
empregados, quer isoladamente ou associados entre si. Dessa forma, a indugao da
doenca periodontal experimental pode ser feita por manipulacdo dietética
(OFFENBACHER et al., 1993); inoculagao de patégenos periodontais (JORDAN et
al., 1972), como o Actinobacillus actinomycetemcomitans, Phorphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum, dentre outros; inoculacdo de toxinas
bacterianas (LLAVANERAS et al., 1999; DUMITRESCU et al., 2004), ou ainda
utilizando-se ligaduras posicionadas ao redor dos dentes (ROVIN, COSTICH,;
PERLSTEIN, 1966; PERSTEIN; BISSADA, 1977), podendo essa ser de algodao,
seda, nylon, elastica ou metédlica, com o objetivo de promover um acumulo do
biofilme bacteriano ocasionando uma irritagdo local e dando origem a processos
inflamatorios bastante semelhantes aos observados na progressdo da periodontite

humana.

O meétodo da ligadura é um dos mais utilizados, porém é importante ressaltar que
além da irritagdo local promovida pela ligadura, a presenga de microorganismos
bucais é essencial para que ocorra a doenga periodontal inflamatéria, uma vez que,
segundo Rovin (1966) ndo foi observada destruicdo periodontal como resposta a

ligaduras colocadas em ratos germ-free.

A resposta do hospedeiro aos patdogenos periodontais € que vai promover a

destruicdo do tecido periodontal, em variados graus de acordo com o tempo do
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estudo e ou associagdo com outros fatores sistémicos ou locais, que podem
exacerbar ou diminuir a resposta do hospedeiro, conforme demonstrado em diversos

estudos (SANAVI et al., 1985; NOCITI JUNIOR, 2000).

Klausen (1991) relatou que as caracteristicas histolégicas e clinicas encontradas na
doenca periodontal induzida em ratos sdo similares as encontradas no homem e
clinicamente observa-se sangramento gengival a sondagem suave decorridos
poucos dias da inducdo da periodontite. As alteragdes microscopicas que ocorrem
no epitélio juncional incluem formacgéo de cristas epiteliais, ulceragdo e migragao
apical. Infiltrado inflamatdério contendo linfocitos T e B, macrofagos e leucdcitos
polimorfonucleares (PMNs) aparecem no tecido conjuntivo subjacente, esses ultimos
migrando através do epitélio para dentro do sulco gengival (IRVING et al., 1974).
Destruicdo de fibras colagenas e fibroblastos também ocorrem e a atividade

osteoclastica aumenta resultando em perda 6ssea alveolar.

2.3 PERIODONTITE E SAUDE SISTEMICA

A inter-relacdo entre doencas bucais e sistémicas tem sido relatada desde muito
tempo, podendo a infecgcdo focal dentaria ser definida como a disseminagao de
microorganismos bucais para outros 6rgaos do corpo, sendo capaz de desenvolver
doencas. Essa teoria da sepsia bucal iniciou um combate ao foco de infecgao
dentaria de forma radical e descontrolada no inicio do século XX, acarretando
mutilacbes dentarias de uma forma generalizada, inclusive de dentes sadios, onde
se seguia a maxima de que a infecgao focal dentaria seria a origem de diversas
mazelas sistémicas e as extragbes se justificavam para eliminar um possivel foco

infeccioso evitando-se a Odontologia conservadora em prol das exodontias.
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Felizmente tal pratica foi abandonada por falta de evidéncias cientificas e o assunto
relegado. Entretanto, no final do século XX a possibilidade da comprovacéao da inter-
relagdo de doencga bucal e sistémica voltou a tona de maneira coerente em virtude
dos avancgos tecnoldgicos da investigacao cientifica e tem ganhado destaque com o

surgimento de um novo paradigma: a Medicina periodontal.

Diversos estudos (OFFENBACHER et al., 1996; SCANNAPIECO; MYLOTTE, 1999;
TAYLOR, 2001) apontam evidéncias de que a doenga periodontal pode influenciar a
saude geral e a susceptibilidade para determinadas doencgas sistémicas como um
fator de risco. Dessa forma uma série de alteragdes sistémicas como doencas
respiratorias (SCANNAPIECO, 1996; MOJON, 2002), controle metabdlico da diabete
(GROSSI; GENCO, 1998; MEALEY et al, 1999), doencgas cardiovasculares
(GENCO, 1997; KINANE, 2000), dentre outras, tém demonstrado uma possivel

associacao com a presenca de doenca periodontal.

O mecanismo exato de como as doengas bucais afetam ou sao afetadas por
desequilibrios na saude geral do individuo ainda ndo estd completamente
esclarecido, mas existem evidéncias (FOURRIER et al., 1998) de que determinados
fatores, como os altos niveis de citocinas e mediadores pro-inflamatérios que
ocorrem durante a progressao da periodontite podem estimular a resposta sistémica
da fase aguda e induzir a complicagbes sistémicas, além da possivel influéncia
direta de determinados patdégenos provenientes do biofilme dental. Por outro lado,
estudos (TAYLOR et al., 1998) apontam uma maior tendéncia de desenvolvimento e
severidade de doenca periodontal em determinadas condi¢des sistémicas como na
diabetes por fatores decorrentes desta, como modificagcbes na composicdo do

biofilme bacteriano subgengival e alteragcbes no metabolismo de fibras colagenas
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favorecendo um maior comprometimento do tecido periodontal e perda déssea

alveolar.

Em suma, a periodontite pode ndo somente atuar como fator de risco, mas também
sofrer influéncias no estabelecimento de diversas alteracbes sistémicas, porém, é
importante ressaltar que a doenca sistémica pode ocorrer paralelamente a infeccéo

bucal sem que haja relagao direta de causa e efeito.

Portanto, reconhecendo-se a importancia da hipertensao arterial no desenvolvimento
de doencas cardiovasculares e sua relevancia na saude publica no Brasil, e
considerando-se que na hipertensdo renovascular os niveis de Angiotensina |l
encontram-se elevados, podendo esta agir como mediador inflamatério envolvendo
mecanismos de quimiotaxia, proliferagdo celular e reagdes de oxidoreducéo,
participando de importantes vias envolvidas no processo de inflamacao local e perda
O0ssea na periodontite, a questao que pretendemos abordar no presente trabalho é:

A hipertensao renovascular exerce influéncia na periodontite experimental?
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os efeitos da hipertensdo renovascular sobre a evolucdo da doenca

periodontal induzida em ratos (Wistar).

3.2.1 Objetivos especificos

a) avaliar as alteragdes microscopicas que ocorrem no periodonto de ratos com
hipertensdo renovascular experimental, submetidos a inducdo da doencga

periodontal inflamatdria;

b) avaliar histometricamente a influéncia da hipertensao renovascular sobre a perda

Ossea alveolar na periodontite induzida nesses animais.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Escola
Superior de Ciéncias da Saude da Santa Casa de Misericordia de Vitoria
(EMESCAM), Processo 014/2007, estando de acordo com as normas vigentes

adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (ANEXO A).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados onze ratos (Ratus norvergicus albicans, Wistar) jovens, com
aproximadamente cinco semanas de idade e com peso corporal inicial entre 150 e
170g, provenientes do biotério do Programa de Pods-Graduagdo em Ciéncias
Fisiologicas (PPGCF) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais numa sala com controle de

temperatura e ciclo de claro-escuro, sendo alimentados com agua e ragao ad libitum.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos experimentais

a) Grupo | — SHAM (n=5);
b) Grupo Il - Hipertensos (n=6).
A sequéncia experimental realizada neste trabalho encontra-se descrita no Quadro

1. ApoGs cada procedimento os animais foram recolocados em suas respectivas

gaiolas.
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Periodo Procedimento realizado

Dia zero Separagéao aleatoria dos grupos
Pesagem dos animais
Cirurgias: Grupo |- SHAM

Grupo II- 2R1C
14° dia Pesagem dos animais
Indugédo da Doenga Periodontal em todos os animais
27° dia Pesagem dos animais
Cateterizagdo da artéria femoral e inspecdo da
ligadura
28° dia Registros Hemodinamicos e eutanasia

Quadro 1. Protocolo experimental

4.2.1 Anestesia

Antes de todos os procedimentos cirurgicos os animais foram pesados e entdo
anestesiados por meio de injeg¢do intraperitoneal de hidrato de cloral a 10% na
concentragao de 40mg/100g de animal. Suplementagdo com 20% da dose inicial foi

realizada nos casos onde essa nao tenha sido suficiente.

Apods pesagem e anestesia, os animais do Grupo Il foram submetidos a cirurgia para

inducao da hipertensao conforme descricéo a seguir.

4.2.2 Indugao da hipertensao renovascular

Para obtencéo da hipertensédo renovascular, seguiu-se o modelo de hipertensao de
Goldblatt tipo “dois rins um clipe” (2R1C), onde a estenose unilateral da artéria renal
€ obtida por meio da aplicaggo de um clipe de prata, mantendo-se o rim
contralateral. Dessa forma, os animais do Grupo |l, depois de anestesiados foram

submetidos a tricotomia abdominal, sendo em seguida posicionados em decubito



33

dorsal, com as patas fixadas a mesa operatéria com fita adesiva. Foi feito anti-
sepsia do campo operatorio com solugdo de alcool iodado a 2% seguido de
laparotomia mediana de aproximadamente quatro centimetros e afastamento das
alcas intestinais para exposi¢cao da aorta e ramos da artéria renal. A artéria renal
esquerda foi entdo dissecada e recebeu um clipe de prata manufaturado medindo 4
X 2mm com espessura de 0,25mm e calibrado numa abertura de 0,2mm (didmetro
interno) conforme ilustrado na Figura 2. Apds instalagdo do clipe a cavidade
abdominal foi fechada por planos com sutura interna continua realizada com fio de
sutura catgut cromado n.° 3-0 (Somerville Ltda.) e sutura externa com fio de seda n.°
4-0 (Ethicon® — Johnson & Johnson). Esse procedimento inicial foi contato como dia

zero conforme descrito no Quadro 1.

Os animais do Grupo | (SHAM) foram submetidos ao mesmo protocolo, com

excecgao da instalagao do clipe de prata na artéria renal.

Todos os animais receberam profilaticamente dose unica (1ml/kg) via intra-muscular
do antibiético enrofloxacina 2,5% (Flotril®) sendo recolocados em suas gaiolas e
deixados em recuperacdo por um periodo de 14 dias, quando entdo foram

submetidos a indug¢ao da doencga periodontal.
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Figura 2. Artéria renal esquerda isolada e em seguida clipada para indugéo de hipertenséo
renovascular (2R1C)
Fonte: Fotografias de Fernando Vallim Silva Filho

4.2.3 Indugao da doencga periodontal inflamatéria

No 14° dia pos-cirurgico, todos os animais foram submetidos a indugdo da doenca
periodontal inflamatéria, para isso, apds serem anestesiados, os mesmos foram
posicionados numa mesa operatéria especifica, conforme ilustrado na Figura 3,
mantendo-se a boca aberta por meio de elasticos, facilitando o acesso aos molares

inferiores.

Apos avaliagdo clinica da mucosa gengival, uma lima endoddntica adaptada
(cortada no limite entre sua parte ativa e sua parte lisa, e biselada na ponta) foi
introduzida entre o primeiro e o segundo molar inferior esquerdo para promover um
afastamento temporario e possibilitar a colocagdo da ligadura. Uma ligadura de
algodao (linha Corrente® n.° 10, cor preta) foi entdo posicionada cervicalmente ao
redor do primeiro molar inferior esquerdo e atada com um né na face mesial, sendo
a lima entdo removida. A ligadura foi entdo cuidadosamente inserida

subgengivalmente (Figura 4) e deixada por um periodo de 14 dias a fim de propiciar
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uma irritacdo local e favorecer o acumulo de restos de alimentos e bactérias,

induzindo a doenga periodontal. O primeiro molar inferior direito, sem ligadura,

serviu como controle.

Figura 3. Animal anestesiado e posicionado em mesa operatoria, facilitando o acesso a
regiao de molares

Nota: A- Vista lateral; B- Vista frontal

Fonte: Fotografias de Fernando Vallim Silva Filho

Figura 4. Ligadura instalada (A) e delicadamente inserida subgengivalmente para indugao
da doencga periodontal inflamatdria (B)
Fonte: Fotografia de Fernando Vallim Silva Filho
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4.2.4 Cateterizagao da artéria femoral

No 27 dia (13° dia apdés a colocagdo da ligadura para indugdo da doenga
periodontal), os animais foram pesados, anestesiados e submetidos a cateterizagao
da artéria femoral para obtencdo dos registros de pressao arterial e frequéncia

cardiaca.

A artéria femoral esquerda foi acessada por meio de incisdo na regido inguinal, e
entdo cuidadosamente dissecada, isolada e preparada para receber um cateter de
polietileno contendo salina heparinizada (40U/ml) e ocluido com pino de acgo
inoxidavel. Para confeccao do cateter de polietileno, utilizou-se dois diametros
diferentes, sendo o menor didametro PE-10 com 5cm de comprimento (inserido na
artéria) soldado a um didmetro maior PE-90 com 15cm de comprimento (a ser
conectado ao transdutor de pressdo). Apdés o cateter ser introduzido e fixado a
artéria femoral, utilizou-se um trocater que foi introduzido pela inciséo feita na regiao
inguinal e conduzido subcutaneamente pelo dorso até ser exteriorizado por uma
pequena incisdo na regido mediocervical posterior do animal. A extremidade livre do
cateter foi entdo conduzida no interior do trocater, sendo exteriorizado, em seguida o
trocater foi removido e o cateter fixado nessa regido por meio de sutura, de maneira

tal que o animal ndo tivesse acesso a0 mesmo.

Concluido esse procedimento, os animais ainda anestesiados foram posicionados
na mesa operatdria, com a boca aberta, para inspec¢ao visual da ligadura, sendo em
seguida recolocados em suas gaiolas individuais e deixados em recuperagao por 24
horas. No dia seguinte foram entdo realizados os registros hemodinamicos,

conforme descrito a seguir.
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4.2.5 Registros hemodinamicos

Os registros hemodinamicos foram realizados com o animal acordado em repouso,
para isso, foi removido o pino de ago que ocluia a canula (PE90) sendo a mesma
conectada a um transdutor de pressao (Spectramed P23XL) acoplado a um sistema
de aquisi¢cao de dados (MP100, BIOPAC Systems, Inc; CA), onde foram registradas
a pressao arterial pulsatil (PAP), a pressédo arterial média (PAM) e a frequéncia
cardiaca (FC), utilizando-se um software especifico (Acgknowledge for Windows

3.8.1).

4.3 PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES

Apods obtidos os registros hemodinamicos, os animais foram sacrificados com uma
superdosagem do anestésico tiopental sddico, sendo as mandibulas removidas e
divididas pela sinfise mandibular. As pecas foram entdo imersas em uma solugao
fixadora de formol a 4% numa relagéo de 1:10 (volume de tecido/volume de solugao
fixadora) por um periodo de 48 horas. Depois de fixadas as pecgas foram lavadas em
agua corrente por doze horas para remogao do formol e entdo descalcificadas com
EDTA 7% (pH 7,4) por um periodo de aproximadamente oito semanas, em
temperatura ambiente, com troca da solugao a cada trés dias e agitagéo ocasional. A
avaliagao da descalcificagao foi feita por meio de teste da penetracdo de uma agulha

fina numa area nao importante da peca.

Concluido o processo de descalcificagao as pecgas foram reduzidas (aparadas), de
maneira a englobar os trés molares, e entdo proseguiu-se com os procedimentos

laboratoriais de rotina, sendo as pecas desidratadas numa série crescente de alcool
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etilico a 70%, 80%, 90% (uma hora em cada concentracdo) e duas vezes no alcool
absoluto, diafanizadas em xilol (dois banhos de uma hora cada) e embebidas em

parafina fundida a 56°C (dois banhos de uma hora cada em estufa).

As pecas foram incluidas em blocos de parafina, com a face vestibular dos dentes
voltada para o plano de corte e secgdes seriadas de seis micrometros (um) de
espessura no sentido mésio-distal foram obtidas, procurando seguir-se o longo eixo

dos dentes.

Obtidos os cortes, os mesmos foram preparados para a coloragao por hematoxilina e
eosina (HE), sendo desparafinados com trés banhos (5min cada) consecutivos de
xilol, recebendo em seguida dois banhos em alcool absoluto (3min cada) e um
banho (3min) em alcool hidratado (95%) e lavados em seguida por 10min. A
coloracao pela hematoxilina de Harris foi feita por seis minutos, lavando-se em
seguida com agua destilada para remog¢ao do excesso de corante, diferenciando em
alcool acido (alcool 70° + HCL 1%), rapidamente, lavando em agua corrente por dez
minutos e corando pela eosina de Lison por trés minutos, depois de lavar em agua
destilada rapidamente. A sequéncia consta ainda de um banho em alcool 95%
(3min) seguido por dois banhos de alcool absoluto (3min cada), clarificagdo por meio
de trés banhos de xilol de 3min cada e montagem das laminas coradas utilizando-se

“Balsamo do Canada”.
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4.3.1 Analise microscopica

Para a analise microscépica foram selecionados cinco cortes histolégicos de cada
amostra de forma semi-sequencial, dentre aqueles que melhor representassem a
regido interproximal média (mais centralizada), estando presentes o primeiro molar
com as raizes mesial e distal e pelo menos a raiz mesial do segundo molar. Dos
cinco cortes foi selecionado um aleatoriamente e entao realizadas as avaliagbes na

regido interproximal distal do primeiro molar com relagéo aos seguintes parametros:

a) numero de vasos;

b) contagem de neutrdfilos, e

c) perda é6ssea alveolar

As imagens foram obtidas utilizando-se um microscépio trinocular (Olympus AX -70)

acoplado a uma camara digital (VK-C150, Hitachi, Japan).

4.3.2 Analise histométrica

Para a analise histométrica foi realizada a captura da imagem, utilizando-se objetiva
de 4x e um programa especifico (Leica EWS 2100). Apds a captura da imagem, com
auxilio do programa de analise de imagens de dominio publico Image J
(desenvolvido por US National Institutes of Health e disponivel em
http://rsb.info.nih.goV/ij/) foi medida a distancia linear (313 pixel = 1mm) da jungao
cemento-esmalte na raiz distal do primeiro molar inferior a crista 6ssea alveolar,

conforme demonstrado na Figura 5.
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Figura 5. Avaliacdo histométrica da perda déssea alveolar na regido interproximal distal ao
primeiro molar inferior, medida linearmente da jungdo cemento-esmalte (JCE) a crista dssea
alveolar

Nota: A seta indica o segmento a ser medido (coloragédo HE — aumento 4x)

4.3.3 Analise histopatoldgica

Os vasos sanguineos foram contados utilizando-se objetiva de 20x na regiao

interproximal distal ao primeiro molar, acima da crista 6ssea alveolar

A contagem de neutréfilos foi realizada de acordo com padrdes adotados no
Departamento de Patologia da FOB-USP. Para a captura de imagens foi utilizada
uma camara digital de alta resolugdo (Axiocam MRc, Zeiss), acoplada ao
microscopio Optico binocular (Axio-pluss, Zeiss), com objetiva de 40x e um programa
de aquisigao e analise de imagens (Axiovision 4.5, Zeiss) instalado no computador

conectado a camera.

Cada campo microscépico capturado com essa objetiva corresponde a uma area
previamente padronizada de 93.992,05um?, sendo que devido ao pequeno tamanho

da regido analisada, no maximo dois campos foram utilizados para cada regido. A
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imagem visualizada apresenta um aumento original de 252x, sendo este valor obtido
multiplicando-se o aumento da objetiva (40x) pelo aumento da ocular (10x) que
acopla o microscopio a camera (ANEXO B). Apéds capturadas as imagens, a
contagem dos neutrdéfilos foi realizada utilizando-se o modo de exibicdo de tela

inteira do computador para melhor visualizagao.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média = EPM.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para comparagao
em duas amostras pareadas ou independentes e analise de variancia (ANOVA) de

duas vias, seguida de post hoc de Tuckey.

As diferengas foram consideradas significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

As variagdes no peso corporal, pressao arterial e freqiéncia cardiaca obtidas nos
animais dos grupos SHAM e Hipertenso durante o protocolo experimental estdo

expressas nas tabelas a seguir.

5.1 PESO CORPORAL

Nao houve variagao significativa nos valores médios de peso corporal dos animais
do grupo Hipertenso quando comparados aos animais do grupo SHAM durante as

etapas de execucéao do protocolo experimental, conforme observado na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios de peso corporal nos animais do grupo SHAM e Hipertenso
aferidos durante o protocolo experimental

Peso (g) Peso Inicial 14 dias poés- 13 dias poés-
Grupos (9) cirurgia (g) ligadura (g)
SHAM (n=5) 151+1,6 235+5,7 288 + 6,3
Hipertenso (n=6) 156 £ 1,95 223 + 8,49 254 + 15,77

Nota: os valores estdo apresentados como média £ EPM. p>0,05

5.2 PRESSAO ARTERIAL E FREQUENCIA CARDIACA

A Tabela 2 expressa a média dos valores basais de pressao arterial média (PAM) e
de frequéncia cardiaca (FC) obtidos em cada grupo. Nota-se que, conforme
esperado, os animais do grupo Hipertenso, submetidos a clipagem da artéria renal

apresentaram aumento significativo dos niveis pressoricos quando comparados aos
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animais do grupo SHAM (178t5*mmHg vs. 109+1,4mmHg, respectivamente).

Todavia os valores de frequéncia cardiaca ndo mostraram variacao significativa

entre os grupos SHAM e Hipertenso (351 += 4bpm vs. 370 + 12bpm,

respectivamente).

Tabela 2. Valores médios de Pressao Arterial Média e Freqiéncia Cardiaca (FC) nos animais do
grupo SHAM e Hipertenso

Parametros Pressao Frequéncia cardiaca
Arterial (PAM) (FC)
Grupos (mm Hg) (bpm)
SHAM (n=5) 10914 3514
Hipertenso (n=6) 178 £ 5* 370 £ 12

Nota: os valores estdo apresentados como média + EPM. *p<0,05.

A analise macroscopica do rim clipado em animal do grupo Hipertenso mostra uma
visivel diferenca no tamanho em relagédo ao rim nao clipado, conforme observado na

Figura 6.

m 1 2 3
EJJ.LLUJ,..LLHIILLL.MJ. 1|

Figura 6. Aspecto macroscépico do rim clipado (a direita) e nao clipado (a esquerda)
pertencentes a um mesmo animal do grupo Hipertenso
Fotos: Fotografias de Fernando Vallim Silva Filho
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Registros tipicos para valores de PAP, PAM e FC obtidos em animal do grupo SHAM

e em animal do grupo Hipertenso estdo expressos na Figura 7.

SHAM Hipertenso
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Figura 7. Registros tipicos dos valores de PAP (mmHg), PAM (mmHg) e FC (BPM) em
animal do grupo SHAM e do grupo Hipertenso apds 28 dias
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5.3 PERDA OSSEA ALVEOLAR

5.3.1 Aspecto macroscoépico

Numa inspecgao visual das pecas logo apds o processo de descalcificagdo podemos
observar uma maior perda éssea na regiao interproximal distal do molar que recebeu
a ligadura, quando comparado ao dente contra-lateral correspondente, do mesmo

animal em ambos os grupos, conforme observado abaixo na Figura 8.

Figura 8. Aspecto macroscépico do molar que recebeu a ligadura (A) e seu homodlogo
contra-lateral sem ligadura (B), pertencente ao mesmo animal, apds processo de
descalcificagcéo

Nota: as setas indicam a regido interproximal distal e linha pontilhada a perda 6ssea

correspondente

5.3.2 Avaliagao microscépica

Na Figura 9 podemos observar a perda 6ssea alveolar representada pelo aumento
da distancia entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA),
na regiao interproximal distal do primeiro molar inferior nos lados sem e com ligadura
nos animais do grupo SHAM e Hipertenso. Os valores médios de perda Ossea
encontrados no lado com ligadura foram significantemente maiores (p<0,05) do que

os obtidos no lado controle, tanto para o grupo SHAM (0,74+0,07mm vs.
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0,25+0,02mm, respectivamente), quanto para o grupo Hipertenso (0,87+0,10mm vs.

0,34310,04mm, respectivamente).

Porém, na analise inter-grupos (Tabela 3, Grafico 1) observamos apenas uma
tendéncia ao aumento da perda éssea quando comparamos o lado ligado do grupo

Hipertenso (0,87+0,10mm) ao lado correspondente do grupo SHAM (0,74+0,07mm).
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Figura 9. Regiao interproximal distal ao primeiro molar

Nota: observar a destruicdo tecidual e perda Ossea caracteristica (seta) quando
comparamos o lado nao ligado ao lado ligado nos animais do grupo SHAM (A e B
respectivamente) e Hipertenso (C e D respectivamente). (Coloracao HE Aumento
original 10x)
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Tabela 3. Valores médios de perda 6ssea alveolar e contagem de neutréfilos PMNs nos
animais do grupo SHAM e Hipertenso

GRUPOS SHAM (n=5) Hipertenso (n=6)
PARAMETROS Sem Ligadura | Com Ligadura | Sem Ligadura | Com Ligadura

JCE - COA (mm) 0,25+0,02 0,74+0,07 0,343+0,04 0,87+0,10

Numero de 2,2+0,3 14,6+2,2 2,3+0,3 15+0,9
Neutrofilos PMNs

Nota:os valores estao apresentados como média + EPM. JCE - Jungdo Cemento-esmalte.
COA — Crista 6ssea alveolar

Perda 6ssea
alveolar (mm)

1.50

**
1.00

0.50

0.00

sem ligadura com ligadura sem ligadura com ligadura

Grupo SHAM Grupo Hipertenso
(N=5) (N=6)

Grafico 1. Graficos representativos dos valores médios (em mm) de perda éssea alveolar
(JCE-COA), nos animais dos grupos SHAM e Hipertenso.

Nota: Os valores estao apresentados como média + EPM. **p<0,01 vs SHAM sem
ligadura e Hipertenso sem ligadura; *p<0,05 vs SHAM sem ligadura e Hipertenso
sem ligadura
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5.4 ATIVIDADE INFLAMATORIA

A avaliagao da atividade inflamatdria, em relacao numero de neutrofilos encontrados
na regidao interproximal distal (acima da crista 6ssea alveolar) do primeiro molar
inferior, nos lados sem e com ligadura nos animais do grupo SHAM (2,2+0,3 vs.
14,6+2,2, respectivamente) e Hipertenso (2,3+£0,3 vs. 15+0,9, respectivamente) esta

representada no Grafico 2.

Numero de Neutrdfilos
20

%%
16

. .

sem ligadura com ligadura sem ligadura com ligadura

Grupo SHAM Grupo Hipertenso
(N=5) (N=6)

Grafico 2. Graficos representativos dos valores médios obtidos na contagem de neutrdfilos
da regido interproximal distal do primeiro molar inferior de cada lado nos animais
dos grupos SHAM e Hipertenso.

Nota: Os valores estdo apresentados como média + EPM. **p<0,01 vs SHAM sem ligadura e

Hipertenso sem ligadura; *p<0,05 vs SHAM sem ligadura e Hipertenso sem ligadura

Pela analise deste grafico observamos que embora haja uma diferenca significativa
intra-grupos, quando comparamos o lado ligado com o lado ndo ligado do mesmo
animal, ndo encontramos diferengas significantes na analise inter-grupos

correspondente.
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5.5 AVALIACAO QUANTITATIVA DE VASOS

A Gréfico 3 mostra a alteragéo vascular representada pelo numero de vasos na regiao
interproximal distal do primeiro molar inferior nos lados sem e com ligadura nos
animais do grupo SHAM e Hipertenso. Dessa forma, podemos observar que o numero
de vasos obtido nos animais do grupo SHAM para os lados com periodontite (13,1
1,7) sao significativamente (p<0,05) maiores do que os valores encontrados no lado
sem periodontite (4,6 + 0,8), o mesmo ocorrendo nos animais do grupo Hipertenso
(13,1 1,8 no lado com periodontite e 4,5 + 0,4 no lado sem periodontite), porém na

analise inter-grupos esses valores nao sao significantes.

Numero de vasos

15

12

sem ligadura com ligadura sem ligadura com ligadura

Grupo SHAM Grupo Hipertenso

Grafico 3.  Graficos representativos dos valores médios obtidos na contagem de vasos
sanguineos na regiado interproximal distal do primeiro molar inferior de cada
lado nos animais dos grupos SHAM e Hipertenso

Nota: os valores estdo apresentados como média + EPM; **p<0,01 vs SHAM sem ligadura

e Hipertenso sem ligadura; *p<0,05 vs SHAM sem ligadura e Hipertenso sem
ligadura
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6 DISCUSSAO

Diversos estudos (BECK et al., 1998; HARASZTHY et al., 2000; KINANE; LOWE,
2000) sugeriram que a doenga periodontal possui um papel importante no
desenvolvimento da doencga cardiovascular e possiveis mecanismos tém sido
associados a presengca de microorganismos periodontopatégenos, a resposta

inflamatdria, ou a ambos, porém a relacdo de casualidade permanece incerta.

Fatores de risco para doencas cardiovasculares, envolvendo liberagcdao de
catecolaminas séricas e atuando no sistema nervoso simpatico como o estresse e o
tabagismo, podem estar relacionados, por mecanismos diversos a doenga
periodontal (RIVERA-HIDALGO, 1986; TONETTI, 1998; NOCITI JUNIOR et al.,
2000), e embora a hipertensao arterial seja também outro fator de risco relacionado
as doengas cardiovasculares, podendo causar alteragdées vasculares no organismo
como um todo, e envolvendo também a participacdo de catecolaminas séricas e
ativacdo do sistema nervoso simpatico poucos estudos tém avaliado os efeitos

dessa no desenvolvimento da doenca periodontal.

Recentes estudos tém sugerido a participagdo da periodontite como fator de risco
para a hipertensdo em mulheres com eclampsia (HERRERA et al., 2007) e na pos-
menopausa (TAGUCHI et al., 2004), e embora estudos epidemiolégicos tenham
tentado estabelecer uma inter-relagcao entre doencga periodontal e hipertensao nos
ultimos anos, os critérios avaliados em relacdo a periodontite variam de forma
significativa, como numero de dentes perdidos , perda de inser¢géo 0ssea, densidade
O0ssea alveolar, quantidade de bolsa, dentre outros, podendo levar a resultados

diversos.
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Vélvek et al. (2006) estudaram 4.125 individuos adultos (2.150 mulheres) entre 20 e
79 anos em uma regiao da Pomerania, ndo encontrando nenhuma relagdo entre
numeros de dentes e hipertensdo na populagdo feminina, mas sugere uma
associacdo inversa entre numero de dentes e pressao arterial sistdlica para os
homens. Os autores sugerem a participagdo da doenga periodontal como um elo
entre as doencas vasculares e a perda de dentes, entretanto no que diz respeito a
saude oral os resultados desse estudo podem ter interpretacdes diversas, pois, além
da perda do dente por doenca periodontal, varios fatores podem estar envolvidos na
auséncia de dentes, tais como agenesias, extragcées indicadas para corregao
ortodéntica, avulsao por traumatismo, e também a condicdo socioeconémica e nivel
cultural do paciente que muitas vezes opta pela exodontia e ndo pelo tratamento
restaurador. Além disso, a amostra englobava individuos com fatores de risco
comuns a hipertensao e a doencgas periodontais que podem levar a perda dentaria,
como diabetes, tabagismo, e diferentes niveis socioeconémicos o que pode interferir
nos resultados. Estudos de Tagushi et al. (2004) em mulheres na poés-menopausa
também relacionaram hipertensdo e numero de dentes, sugerindo doenga
periodontal como possivel causa da perda de dentes, e excluindo da amostra
(formada por 67 mulheres com alguma perda de dente e 31 sem perda de dentes)
histérico de trauma na mandibula, tratamento ortodéntico, tabagismo, manifestagbes
clinicas de arteriosclerose, desordens do figado, injuria renal, uso de medicamentos
que afetam a pressido arterial ou o metabolismo de lipideos, e baixo nivel de
escolaridade. Os resultados indicaram uma diferenga significante com niveis mais
baixos pressdo diastolica no grupo sem perda dentaria do que no grupo com perda
dentaria. Em relacdo a pressio sistdlica verificou-se apenas uma tendéncia de

niveis mais baixos para o grupo sem perda de dentes em relagdo as que
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apresentavam alguma perda dentaria. Embora o estudo enfoque hipertensédo e
perda de dentes de uma maneira geral e ndo a periodontite especificamente,
podemos observar que alguns dos critérios de exclusdo adotados pelos autores
tendem a direcionar a perda dentaria como sendo determinada pela doenca

periodontal.

Considerando-se as dificuldades observadas na interpretacdo de dados obtidos em
estudos epidemiolégicos inter-relacionando hipertensao e periodontite, e a caréncia
de estudos dessa possivel inter-relacido na area experimental, o presente trabalho
se propds a estudar o efeito da hipertensdo arterial na periodontite induzida em
ratos, com um modelo animal renovascular, que se diferencia dos modelos até entao
empregados por envolver um animal hipertenso ndo geneticamente modificado. Isso
€ importante pois, embora tanto a hipertensdo quanto a doenca periodontal
apresentem etiologia multifatorial, incluindo também fatores genéticos, os animais
geneticamente modificados podem apresentar outras caracteristicas inerentes a
especie, como uma maior vascularizacdo, o que pode influenciar os resultados

obtidos.

Outro parémetro empregado na realizagcdo desse estudo, e de fundamental
importancia, € a equivaléncia dos animais ndo somente no que diz respeito ao peso
corporal, mas também a idade, uma vez que se sabe que ratos apresentam uma
erupgdo continua dos molares num processo fisiologico, resultado da atricdo
dentaria, o que ndo somente aumenta a distancia da jungdo cemento-esmalte a
crista dssea alveolar, como também promove uma remodelagdo Ossea alveolar
naturalmente com a idade. Desse modo, a distancia entre a JCE e COA tende a

aumentar por um processo fisiologico dependente da idade do animal (HOFFMAN;
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SCHOUR, 1940), portanto o aumento da distancia JCE-COA que ocorre durante a
periodontite experimental decorrente da reabsor¢do da crista éssea alveolar € um
processo patolégico que ao ser avaliado em animais de idades diferentes pode
comprometer os resultados obtidos. Além disso, no presente estudo, o controle
intra-grupos também foi feito num mesmo animal, comparando-se o lado ligado ao

contra-lateral n&o ligado.

A colocagao da ligadura de algodao subgengivalmente, ao redor do primeiro molar
inferior esquerdo com o objetivo de produzir irritagdo local e acumulo de biofilme
bacteriano, induzindo a periodontite conforme relatado por Johnson (1975) foi feita
duas semanas apés indugao da hipertensao renovascular, ou seja, numa fase aguda
da hipertensdo com a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona
favorecendo, nos animais clipados, ndo somente a manutencgao da hipertensdo, mas
também aos fendbmenos vasculares proliferativos decorrentes dos efeitos da Ang Il
mediados pelos receptores AT4. As propriedades pro-inflamatérias da Ang Il e de
modulador da resposta imunoldgica poderiam nesta fase influenciar a periodontite
agindo na ativagdo de células inflamatorias, no aumento do estresse oxidativo e na
modificagdo do metabolismo de lipoproteinas, uma vez que a Ang Il pode estimular
as enzimas NADH e NADPH oxidase, importantes vias produtoras de O, e estudos
de Ruiz-Ortega et al. (2001) demonstraram que em modelos animais, drogas que
bloqueiam a acdo da Ang IlI, como os inibidores da ECA ou antagonistas dos
receptores AT1 podem diminuir a resposta inflamatéria. Outros estudos (LERMA et
al., 2001) mostraram que modelos experimentais de hipertensdo renovascular
também apresentam aumento na biodisponibilidade de espécies reativas de oxigénio
(ROS) tanto central quanto perifericamente. Por sua vez, Sobaniek et al. (2000)

relataram o papel dos radicais livres e perdxidos na manutencdo da homeostase
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periodontal e mediacdo na formacdo de citocinas pré-inflamatérias podendo
qualquer desequilibrio neste mecanismo, levar a destruicdo de fibras colagenas e
reabsorcdo do processo alveolar. Além disso, estudos de Castelli et al. (1978)
avaliaram microscopicamente o ligamento periodontal de ratos com hipertensao

renovascular 2R1C encontrando alteragcdes nos vasos que suprem o periodonto.

A variagdo média no peso corporal dos animais de ambos os grupos mostrada na
Tabela 1, nos indica que no decorrer do experimento houve ganho de peso apds os
procedimentos cirurgicos para indugdo da hipertensdo, assim como apds a
instalagao das ligaduras, sugerindo que os animais nao apresentaram dificuldades
de alimentacao apds os referidos procedimentos, uma vez que a cicatrizagao das

feridas cirurgicas ocorreu normalmente sem complicagdes ou sequelas.

Considerando-se hipertensado valores de pressao sistélica acima de 140mmHg, os
animais submetidos a clipagem da artéria renal esquerda obtiveram média de
pressdo arterial acima desse valor (178mmHg % 5), indicando que a estenose
promovida pelo clipe foi eficaz na inducdo da hipertensdo em concordancia com

outros experimentos realizados em nosso laboratorio.

A elevagao da pressao arterial no modelo de hipertensdo renovascular 2R1C em
ratos pode ser observada ja no primeiro dia em que se realiza a clipagem da artéria
renal, em decorréncia da redugcdo do fluxo renal, sendo o0s niveis pressoricos
dependentes do grau de estenose imposto pelo clipe, conforme descrito por Cabral,
Vasquez e Mauad (1997). Tanto o estabelecimento quanto a manutencédo da
hipertensdo nesse modelo 2R1C dependem principalmente da ativagcao do sistema

renina-angiotensina, sendo o rim contralateral eficiente em promover a excre¢cado da
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sobrecarga de sodio imposta pelo rim clipado, o que previne o acumulo de sodio e 0

aumento de volume.

Nos animais hipertensos foi notado visualmente uma diferenga no tamanho dos rins
(Figura 6), sendo o rim nao clipado maior que o clipado, esse fato também esta de
acordo com outros trabalhos de nosso laboratério (PEREIRA, 2005), em que a
diferenga no tamanho dos rins pode ser justificada por uma hipertrofia do rim néo
clipado em decorréncia da tentativa desse em reestabelecer uma excregao
eletrolitica eficiente num mecanismo compensatorio. Ao mesmo tempo, o rim clipado

diminui seu tamanho por estar hipofuncionante.

A média dos valores obtidos na avaliagdo da frequéncia cardiaca (351 + 4bpm para
os animais SHAM vs. 370 £ 12bpm para os animais hipertensos) indica que os niveis
de estresse em ambos os grupos nao foi significante, o que se torna uma informacéao
importante uma vez que alguns estudos (LINDEN et al., 1996; GENCO et al., 1996)
tém sugerido a participacédo do estresse como um indicativo de risco para a doenga
periodontal. E importante também ressaltar que o aumento da pressao arterial ndo
foi acompanhado de aumento significativo de frequéncia cardiaca nos animais do
grupo Hipertenso, o que pode nos indicar um prejuizo das fungdes de barorreflexo
nesse modelo 2R1C em ratos, conforme relatado por Moyses et al. (1994). A maior
amplitude de pulso observada no registro tipico do animal hipertenso (Figura 7)
quando comparado ao animal SHAM pode ser atribuida a hipertrofia cardiaca,
decorrente da hipertensao arterial, entretanto esse dado nao foi confirmado por nao

ser o objetivo deste estudo.
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O periodo experimental de 14 dias para indugao da periodontite esta de acordo com
os estudos de Kuhr et al. (2004) para observagdo das alteragbes histologicas
caracteristicas do tecido periodontal, uma vez que o referido autor relata perda de
efetividade na ligadura devido ao remodelamento 6sseo fisiolégico que tenderia a
afasta-la da regidao subgengival quando da utilizacdo dessa por periodos acima de
15 dias. Sallay et al. (1982), usando ligaduras ao redor do segundo molar superior
de ratos, observaram acumulo de bactérias, inflamacgao e destruicdo 6ssea aos 9 e
14 dias apdés a colocagao de ligaduras, e os achados histopatolégicos desses
autores incluem destruicdo dssea alveolar horizontal, sequestro ésseo e leucocitose
na corrente sanguinea periférica. Por sua vez Koide et al. (1995) utilizando ligadura
de seda ao redor do segundo molar superior encontrou reabsorgéo 6ssea inicial da

crista alveolar ap0s trés dias, com pouca atividade osteoclastica até 14 dias.

Em nossos experimentos, quando comparamos em um mesmo grupo os dados
obtidos nos molares que receberam a ligadura de algodao ao molar contralateral
podemos observar naqueles, alteragdes histologicas caracteristicas da periodontite,
tais como destruicdo da papila gengival na regido interproximal distal, perda 6ssea
alveolar caracterizada pelo aumento da distancia JCE-COA (0,25+0,02mm vs
0,74+0,07mm no grupo SHAM e 0,3410,04mm vs. 0,87+0,11mm para o grupo
Hipertenso), aumento no numero de neutrdéfilos (2,2+0,3 vs., 14,612,2 para o grupo
SHAM e 2,3t0,3 vs. 15£0,9 no grupo Hipertenso) e maior numero de vasos
sanguineos (4,6 + 0,8 vs 13,1 £ 1,7 para o grupo SHAM e€4,5+0,4 vs. 13,1£1,8 no

grupo Hipertenso), comprovando a eficacia desse método.

O aumento no numero de neutrofilos observado neste estudo e corroborado por

estudos anteriores em ratos € caracteristico da resposta aguda e um fator
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contrastante com a periodontite observada em humanos, que € uma doenga crénica
em que ocorre predominancia de linfocitos e plasmaocitos. Embora essa diferenga no
infiltrado predominante da periodontite entre ratos e humanos possa ser um dado
importante, o que nos impossibilitaria transpor fielmente os resultados obtidos, esse
modelo animal continua sendo amplamente utilizado em pesquisas semelhantes por
motivos previamente mencionados. Estudos recentes (LEITE et al., 2005) com ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) submetidos a periodontite experimental por
meio de ligadura de algodao ao redor do primeiro molar inferior, mostraram apdés
sete dias aumento significativo no numero de neutréfilos e osteoclastos na regiao
interproximal distal ao dente ligado quando comparados aos animais do grupo

controle (Wistar).

No presente trabalho, embora na analise intra-grupos tenhamos observado aumento
significativo no numero de vasos no lado com ligadura de todos os animais, quando
comparado ao lado sem ligadura, nao foi encontrado uma alteragao significativa na
analise inter-grupos. Assim o aumento no numero de vasos parece ser devido a
remodelagdo vascular ocasionada pela inflamagdo em ambos os grupos, ndo sendo
influenciado diretamente pela hipertensao renovascular, como poderia ser esperado,
uma vez que a Angiotensina Il (Ang IlI) pode favorecer fenbmenos de angiogénese
mediados pelo receptores AT1 nos animais do grupo Hipertenso. Dessa forma, o
aumento do numero de vasos parece ser ndo em decorréncia da agao da Ang Il,
mas sim resultado da formacao de tortuosos loopings em vasos ja existentes, e que
ocorre nas periodontites experimentais em diversos modelos animais, incluindo

ratos, conforme descrito por Zoellner et al. (2002).
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Embora alguns trabalhos anteriores possam ter sugerido correlagao positiva entre
hipertensdo e periodontite tanto em estudos clinicos, como o descrito por Arefeva
(1966), com 297 pacientes hipertensos, divididos por faixa etaria (18-30, 31-50 e 51-
70 anos), em que constatou que esses apresentavam ndao somente frequéncia maior
de doenga periodontal, mas também de maior gravidade em relagdo ao controle em
todas as faixas etarias pesquisadas; e em recentes estudos experimentais de Leite
et al. (2005) que observaram agravamento da periodontite experimental em animais
hipertensos (SHR) apds o periodo de sete dias, quando comparados ao controle
(Wistar), outros estudos nao estdo de acordo. Amar et al. (2003) em um estudo
clinico sobre periodontite e disfuncdo endotelial, encontrou apenas uma tendéncia a
elevacgao da pressao arterial no grupo com doencga periodontal (n=26) em relagao ao
seu controle (n=29) com valores médios de presséao arterial sistdlica de 123mmHg +
12 nos individuos com periodontite vs. 116mm Hg + 14 para o grupo controle
(p>0,05) e de pressao diastdlica de 72mmHg + 11 vs. 71ImmHg = 8 (p>0,05),

respectivamente.

No nosso estudo experimental, os dados encontrados nos permitem inferir que no
periodo estudado, a hipertensdo renovascular nao influenciou de maneira
significativa a periodontite induzida em ratos, o que parece estar de acordo com o
estudo experimental de Perlstein e Bissada (1977) que avaliaram a estrutura
periodontal de ratos espontaneamente hipertensos, obesos (Zucker), e
espontaneamente obesos hipertensos (Koletsky), comparados com grupo controle
(Sprague-Dawley), com idade entre quatro a seis meses, submetidos a periodontite
experimental por meio de ligadura metalica ao redor do segundo molar superior por
um periodo de sete semanas. Os autores, apos avaliacdo histométrica da posicao

do epitélio juncional, numero de células inflamatdérias e nivel &ésseo alveolar,
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concluiram que, tanto os animais hipertensos quanto os obesos-hipertensos
apresentaram alteragdes vasculares no periodonto e, embora a hipertensao sozinha
nao tenha contribuido significantemente na gravidade da doenca periodontal, o
grupo obeso-hipertenso obteve uma resposta periodontal mais intensa que os

demais.

Diante do exposto, podemos enfim concluir que em ratos, no periodo que se
desenvolveu a doenga periodontal, ou seja, a partir do 14° ao 28° dia apos a
clipagem da artéria renal, a hipertensao renovascular ndo promoveu alteragdes
significativas no numero de neutrofilos, vascularizacdo e perda &ssea alveolar
decorrentes da periodontite, 0 que pode ser atribuido aos niveis de angiotensina,
que talvez nao tenham sido suficientes para promover alteragdes significativas que
afetem a gravidade da doenca periodontal nesses animais, ou ainda ao fato de que
hipertensdo renovascular e doenga periodontal podem coexistir sem que haja

necessariamente uma relacéo de causa efeito entre elas.
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7 CONCLUSAO

A hipertensao renovascular, por si s6 nédo foi capaz de aumentar a perda éssea
alveolar na periodontite induzida em ratos no periodo estudado, contudo sao
necessarios maiores estudos, variando-se diversos fatores como tempo de inducéao
da hipertensdo e ou da periodontite, uso de técnicas de biologia molecular em
complementagao as técnicas histologicas, dentre outros para que se possa enfim
afirmar os critérios de inclusao ou exclusado da hipertensdo como fator de risco para

doencas periodontais.
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ANEXO A - APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)
DA ESCOLA SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE DA SANTA CASA DE
MISERICORDIA DE VITORIA (EMESCAM)

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 014/2007, relativo ao projeto intitulado “Efeitos da Hipertensdo Arterial na Periodontite
Experimental em Ratos", que tem responsavel Silvana dos Santos Meyrelles, esti de acordo com os principios Eticos da
Experimentagdo Animal, Adotados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-EMESCAM), tendo sido aprovado na
reunifio ordinaria de 13/08/2007. Este certificado expira-se em 13/08/2011.

We hereby certify that the Protocol n° 014/2007, related to the project entitled “Effects of Arterial Hypertension on
Experimental Periodontitis in Rats”, under the supervision of Silvana dos Santos Meyrelles, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA-

EMESCAM), and was approved in 13/08/2007,
A
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ina Andfeatta Lenos‘Paulo

r(! ) 8
{  Isabel Crist
! “oordeénadora do CEUA-EMESCAM

EMESCAM

A extensdo do conhecimento
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ANEXO B — CONTAGEM DE NEUTROFILOS

Figura 1. Regiao interproximal distal do primeiro molar inferior sem ligadura



Figura 2. Regiao interproximal distal do primeiro molar inferior com ligadura
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