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RESUMO

As evidéncias cientificas recentes vém demonstrando uma possivel associacdo entre
doencas periodontais e patologias neurodegenerativas como a Doenca de Alzheimer. O
corpo de evidéncias vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos, entretanto,
existem poucos estudos de carater experimental, observando os mecanismos biolégicos
que podem explicar essa associacdo. A presente tese teve como objetivo principal
analisar, em modelo animal, a associacdo entre doenca periodontal e déficit cognitivo.
Nesse contexto, foram produzidos 3 artigos cientificos, sendo uma revisao da literatura e
2 estudos experimentais. A revisao de literatura de carater informativo para os cirurgifes-
dentistas buscou avaliar a literatura atual acerca da relacdo entre as doencas periodontais
e Doenca de Alzheimer (DA). Pode-se observar que ha uma escassa literatura tangente
ao tema, com uma ascensdo marcante recente de estudos de carater observacionais
transversais, com poucos estudos experimentais clinicos e em modelo animal. A analise
dessa literatura demarca o topico como de notavel relevancia atual, sendo a DA uma
patologia de carater progressivo e alta morbidade, e as patologias periodontais tornando-
se um possivel fator modulador da etiopatogénese do Alzheimer. Contudo, ainda ha
caréncia de estudos experimentais que expliqguem melhor os mecanismos biol6gicos dessa
relacdo e o efeito sistémico plausivel entre as duas patologias. O segundo e terceiro artigos
trataram da realizacdo de um modelo experimental, em ratos Wistar, de inducdo de
periodontite e inducdo de déficit cognitivo, analisando a influéncia que a doenca
periodontal pode apresentar sobre a progressdo do déficit cognitivo, analisados por
modelos comportamentais de retencdo de memdaria (artigo 2) e por parametros quimicos
de estresse oxidativo em nivel cerebral (artigo 3). No segundo artigo foram utilizados 30
ratos Wistar machos, com 45 dias de vida, divididos em 3 grupos experimentais. O grupo
escopolamina recebeu indugdo de déficit cognitivo por escopolamina (3mg/kg), e 0s
grupos doenca periodontal e escopolamina, receberam inducéo de perda dssea por meio
de ligaduras e inducdo de déficit cognitivo, sendo um dos grupos avaliado pelo teste
comportamental de labirinto aquatico de Morris, e o outro avaliado pelo teste
comportamental de esquiva inibitoria. Os animais com doenga periodontal apresentaram
piores retengcdo de memoria de curta e longa duracéo, contudo, de forma néo significativa.
Pode-se concluir que nesse modelo experimental, a periodontite ndo foi capaz de

modificar a laténcia de memoria avaliada pelos testes comportamentais. Para o terceiro



artigo, 40 ratos Wistar foram divididos em 4 grupos experimentais. Grupo controle, grupo
doenca periodontal (DP), sendo realizada inducdo de perda 6ssea alveolar por ligadura,
grupo escopolamina, sendo realizada inducdo de déficit cognitivo por escopolamina
(3mg/kg) e grupo DP + escopolamina. Além da analise morfométrica da perda 0ssea
alveolar, foram realizadas andlises bioquimicas do tecido cerebral para afericdo de
estresse oxidativo. Os dados bioquimicos de altera¢@es relacionadas ao estresse oxidativo
evidenciam que a presenga da doenga periodontal induzida foi capaz de modificar
significativamente os parametros de glutationa reduzida (GSH) e sulfidrilas totais, tanto
no grupo somente com doenca periodontal em relacdo ao controle, como no grupo de
inducdo de déficit cognitivo e doenca periodontal (DP+Escopolamina). Pode-se concluir
que a periodontite induzida foi capaz de modular o déficit cognitivo, diminuindo a a¢do
de agentes antioxidantes em nivel cerebral, no modelo experimental proposto. A partir
dos resultados dos artigos e frente as reflexdes evidenciadas, pode-se concluir que a
doenca periodontal apresenta um potencial modulador da etiopatogénese de doencas
neurodegenerativas como a DA, todavia, uma andlise critica deve ser empregada pelos
profissionais sobre 0s mecanismos que interligam as duas patologias, bem como novos
estudos devem ser estimulados para melhor entendimento dos fatores etiopatogénicos que

tangem as doencas periodontais e desordens neurodegenerativas.

Palavras chave: Doenca periodontal, Periodontite, Alzheimer, Disfuncdo Cognitiva,
Ratos Wistar, Patologia cerebral.



ABSTRACT

Recent scientific evidence has demonstrated a possible association between periodontal
diseases and neurodegenerative diseases such Alzheimer's. The body of evidence has
increased considerably in recent years, however, there are few experimental studies,
observing the biological mechanisms possible explaining this association. The main
objective of this thesis was to analyze, in an animal model, the association between
periodontal disease and cognitive deficit. In this context, 3 scientific articles were written,
being a review of the literature and 2 experimental studies. The review of informative
literature for practicing dentists sought to evaluate the current literature on the
relationship between periodontal diseases and Alzheimer's disease (AD). It can be
observed that there is a scarce literature tangent to the subject, with a recent marked rise
in cross-sectional observational studies, with few clinical and animal models. The
analysis of literature demarcates the topic with outstanding current relevance, being AD
a progressive pathology with high morbidity, and periodontal pathologies becoming a
possible modulating factor of Alzheimer's disease etiopathogenesis. However, there is
still a lack of experimental studies that could better explain the biological mechanisms of
this relationship and the plausible systemic effect between the two pathologies. The
second and third articles related the development of an experimental model, in Wistar
rats, of induction of periodontitis and induction of cognitive deficit, analyzing the
influence that periodontal disease may present on the progression of cognitive deficit,
analyzed by behavioral models of retention of memory (article 2) and chemical
parameters of oxidative stress in brain (article 3). In the second article, 30 male Wistar
rats 45 days-old, were divided into 3 experimental groups. The scopolamine group
received induction of a scopolamine cognitive deficit (3mg / kg), and the periodontal
disease and scopolamine groups received induction of bone loss with ligatures and
induction of cognitive deficit, one of the groups being evaluated by Morris aquatic maze,
and the group evaluated by the step-down behavioral test. Animals with periodontal
disease presented worse short and long term memory retention, however, non-
significantly. It can be concluded that in this experimental model, periodontitis was not
able to modify the memory latency evaluated by the behavioral tests. For the third article,
40 Wistar rats were divided into 4 other experimental groups. A control group, group

periodontal disease (PD), with induction of alveolar bone loss by ligature, scopolamine



group, with induction of cognitive deficit by scopolamine (3mg / kg) and group DP +
scopolamine. In addition to morphometric analysis of alveolar bone loss, biochemical
analyzes of the brain tissue were performed to assess oxidative stress. The biochemical
data of alterations related to oxidative stress showed that the presence of periodontal
disease was able to significantly modify the parameters of reduced glutathione (GSH) and
total sulfhydryl, both in the group with periodontal disease in relation to the control, and
in the group of induction of cognitive deficit and periodontal disease (PD + Scopolamine).
It can be concluded that the induced periodontitis was able to modulate the cognitive
deficit, reducing the action of antioxidant agents in cerebral level, in the proposed
experimental model. From the results of the articles and the reflections shown, it can be
concluded that periodontal disease presents a potential modulator role of the
etiopathogenesis of neurodegenerative diseases such AD, however, a critical analysis are
stimulated for professionals on the mechanisms that interconnect the two pathologies, as
well new studies should be stimulated to better understand the etiopathogenic factors that
affect periodontal diseases and neurodegenerative disorders.

Key Words: Periodontal diseases, Periodontitis, Alzheimer, Cognitive dysfunction,

Wistar rats, Brain pathology.



APRESENTACAO

A presente tese de doutorado foi desenvolvida no Programa de P6s-Graduagdo em
Odontologia da UFRGS, contando com parceria da Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missdes. Teve por objetivo adicionar informacGes a literatura

concernente a inter-relacao entre doencas periodontais e déficit cognitivo.

Nesse sentido, compde-se de uma revisdo da literatura, denominada “Antecedentes e

Justificativa”, além de 3 artigos, a saber:

1) Artigo 1 - “Inter-relacdo entre doenca de alzheimer e doencas periodontais: o
que se sabe hoje”, publicado na Revista Clinica — International Journal of
Brazilian Dentistry, com o0 objetivo de informar profissionais da Odontologia
sobre essa relacdo, considerado como uma producdo técnica de traducdo do
conhecimento existente;

2) Artigo 2 - “Efeito da presenca de doenca periodontal sobre comportamento
de ratos wistar com déficit cognitivo induzido por escopolamina”, a ser
submetido ao Periddico Archives of Oral Biology;

3) Artigo 3 - “Efeito da presenca de doenca periodontal e inducdo de déficit
cognitivo sobre parametros bioquimicos de estresse oxidativo”, a ser

submetido ao Periddico Neurosciences.

Na sequéncia, consideracdes finais sdo apresentadas, procurando construir um raciocinio

com base nos achados da tese.
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1.1. Epidemiologia das Desordens Degenerativas e Doenca Alzheimer

Dentre as patologias relacionadas com o processo de envelhecimento, o0s
processos degenerativos destacam-se de forma significativa. Estima-se que, na maioria
das regides do mundo, a prevaléncia de doencas degenerativas, principalmente
relacionados a deméncias, apresenta uma variabilidade de 5% e 7% acima da sexta década
de vida (PRINCE et al., 2013). Quando se determina os dados de prevaléncia na América
Latina, cerca de 35,6 milhdes de pessoas (5,93%) apresentaram quadros degenerativos
demenciais em 2010, com estimativa de dobrar a cada 20 anos. Parte significativa desses
quadros demenciais decorrem da Doenca de Alzheimer (DA), colocando esta condigéo
como uma prioridade de satde mundial (ROBERTA et al., 2015). A doenca de Alzheimer
constitui uma das patologias neurodegenerativas mais prevalentes, apresentando perda
cognitiva e deméncia, sendo associada a morte e atrofia neuronal especifica (BALIN &
HUDSON, 2014; OLSEN & SINGHRAO, 2015). Essa patologia ocasiona o
comprometimento das fungfes cognitivas, motoras e comportamentais, influenciando no
dia a dia dos individuos e induzindo, em seus estagios mais avancados, a elevado grau de
dependéncia (BALLARD et al., 2011). A enfermidade tem impacto significativo sobre
um grupo social relacionado que inclui familiares e cuidadores, com extenséo e
complexidade de manifestacbes funcionais, emocionais e consequéncias sociais. A
doenca ndo tem cura e o manuseio da condi¢do envolve o tratamento de sintomas

cognitivos e comportamentais (SORBI et al., 2012).

Estima-se que a prevaléncia de Doenca Alzheimer nos Estados Unidos, no ano de
2050, seja de cerca de 14 milhdes de pessoas afetadas, possuindo, importante impacto
econbmico para os pacientes, cuidadores e para saude publica, em decorréncia dos custos
indiretos, associados a perda ou reducdo dos ganhos do paciente e membros da familia, e
dos custos diretos relacionados com tratamento médico, servigos sociais, e necessidade
de institucionaliza¢do ou de um cuidador formal, & medida que a doenca atinge estagios
avangados com um aumento de custo em salde estimado em um trilhdo de doblares
(CASTRO et al., 2010; OLSEN & SINGHRAO, 2015). No Brasil, estudos apontam para
prevaléncia de deficiéncias neurodegenerativas na populacdo maior de 65 anos de 7,1%,

sendo mais da metade dos casos representados pela Doenga Alzheimer (HERRERA et
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al., 2002). As taxas de incidéncia variam entre os estudos e regides brasileiras, de acordo
com a estrutura etéaria das populagdes e os métodos usados em sua mensuragcdo. Em Séao
Paulo, a incidéncia encontra-se em torno de 7,7/1.000 pessoas-ano (NITRINI et al., 2004),
jano Rio Grande do Sul, 14,8/1.000 pessoas-ano (CHAVES et al., 2009). Considerando
a prevaléncia de alteragdes neurodegenerativas no Brasil em conjunto com a populagédo
de idosos, de aproximadamente 15 milhdes de pessoas, em 2013, a estimativa era de 1,1
milhdo de casos para aquele ano (ROBERTA, 2015).

1.2. Aspectos Fisiopatoldgicos da Doenca de Alzheimer

As caracteristicas neuropatoldgicas do cérebro com doenca de Alzheimer
apresentam aspectos relevantes no entendimento do desenvolvimento dos processos
neurodegenerativos. E caracterizada por ser uma patologia de destruicio irreversivel de
certos neurdnios e sinapses, levando a perda progressiva e incapacitante de determinadas
funcBes do sistema nervoso. Foi estudada pela primeira vez pelo médico aleméo Alois
Alzheimer (1864-1915), onde os sintomas relatados incluiam falhas na memoria recente,
paranoia e problemas comportamentais e de linguagem, assim como, um cerebro atrofico
e com sinais de deposicdes proteicas andOmalas (observados em exames post-mortem), as
quais foram posteriormente denominadas placas senis (de FALCO et al., 2016; GANESH
etal., 2017). Atualmente, sabe-se que a memdaria recente € a primeira a ser afetada, porém
outras habilidades também sdo comprometidas com o progresso da doenca, como, por
exemplo, a capacidade de realizar calculos e de usar objetos e ferramentas que fazem
parte do cotidiano da pessoa acometida pela doenca (GANESH et al., 2017).

A Doenca de Alzheimer inicia nas por¢6es mais internas do tecido cerebral, como
o hipocampo, amidala cerebelosa e cortex entorrinal, espalhando-se externamente com a
evolucdo da patologia. Com o avancar da doenca, 0s sintomas se tornam mais prevalentes
como perda de memoria gradual e marcante, deterioracdo de estabilidade emocional,
perda de capacidade de linguagem, pensamento abstrato e perda de habilidades motoras
(GITTO et al., 2001; de FALCO et al., 2016). A hipotese mais antiga sobre a DA foi
introduzida no inicio da década de 80, e descrita como a hipétese colinérgica na disfuncéo
amnésica do idoso. A diminui¢do na concentracdo da colina acetiltransferase (ChAT),
enzima responsavel pela sintese da acetilcolina (ACh), no cértex e no hipocampo, assim
como uma reducdo significativa dos neurdnios colinérgicos localizados no nucleo basal
de Meynert, tem sido associados positivamente com deplecdes e grau de severidade maior

de déficit cognitivo do paciente em vida. Estudos subsequentes demonstraram que a
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administracdo de substancias colinomiméticas reduziam as dificuldades mneménicas
apresentadas por pessoas acometidas pela doenca (de FALCO et al., 2016). Outra hipdtese
aceita e estudada sobre a etiopatogénese da DA ¢ a hipétese glutamatérgica. Conhecida
também como “excitotoxica”, sendo o glutamato, um dos principais neurotransmissores
excitatorios do sistema nervoso central, tendo sua atividade mediada por receptores
especificos. A hipdtese glutamatérgica descreve que, em condicBes especificas, tais
como, por exemplo, a alteragdo do metabolismo energético celular, ocorre uma excessiva
ativacdo desses receptores, determinando alteracbes na homeostase de célcio, levando a
um aumento das concentracdes intracelulares deste metal, iniciando, precocemente, 0

processo de apoptose neuronal (GANESH et al., 2017).

Uma outra hipdtese etiopatogénica, com base molecular, vem ganhando destaque,
nos Ultimos 20 anos, a formacdo das placas beta-amiloidais. Uma das principais
caracteristicas € o acUmulo de placas Beta-amiloides (AP), proteinas insolaveis
encontradas no meio extracelular, sendo o tipo AP neurotéoxico (YANKNER et al., 1989;
OLSEN & SINGHRAO, 2015). As placas proteicas beta-amildides sdo capazes de matar
todos os tipos celulares por inducédo de apoptose (DESHPANDE et al., 2006). Estudos
post mortem demonstram que o acumulo de placas amildides pode iniciar em tenras
idades, por volta da terceira década de vida, e apresentam aumento com o passar da idade
(BRAAK & BRAAK, 1997; KLUNK, et al., 2004; JACK, et al., 2009; KOK, et al., 2009;
LANDAU, et al., 2012).

Existem dois tipos conhecidos de peptideos amiloides AP, AB40 e AP42, que
exercem papéis fisioldgicos diferentes em nivel cerebral. O consenso cientifico relata que
o peptideo de maior carga (APB42), ¢ a forma neurotdxica, uma vez que o tecido cerebral,
fisiologicamente, em individuos sem alteragBes cognitivas durante o processo de
envelhecimento, também ¢ capaz de produzir placas AP amildides (AB40), em menor
nimero e mais difusas, que, aparentemente, ndo apresenta significancia patoldgica
(OLSEN & SINGHRADO, 2015). Mais recentemente, as formas fibrilares dos peptideos
AP, tanto as isoformas APB40, quanto AB42, liberadas no tecido cerebral de um individuo
com Doenga de Alzheimer, foram reconhecidas com defensinas, ou moléculas de defesa
da resposta imune inata que agem na protecdo do hospedeiro frente infec¢cbes. Ambos
peptideos podem apresentar a capacidade de lise da membrana bacteriana, atuando como
peptideos antibacterianos (AMP), 0 que pode ser considerado como parte de uma defesa

cerebral imune inata, identificando espectro largo bacteriano e microrganismos
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formadores de esporos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, virus e
protozoérios, dando origem a hipotese da influéncia infecciosa na Doenga de Alzheimer
(SOSCIA et al., 2010; OLSEN & SINGHRAO, 2015).

Outro aspecto importante, relatado na literatura, descreve que placas antigas
AP42, sdo reconhecidas como ativadores de células microglia, iniciando, dessa forma, a
resposta imune local. As microglias ativadas sdo consideradas a maior contribuicdo do
processo inflamatdrio no sistema nervoso central, sendo responsaveis pela secrecao de
imunomodulacdo por meio de citocinas pro-inflamatorias (AKIYAMA et al., 2000;
HANISCH, 2002; PERRY, NICOLL, HOLMES, 2010). Outro aspecto relevante é o
reconhecimento padrdo molecular das AMPs, associado ao reconhecimento bacteriano e
de seus debris, em resposta a infec¢do no sistema nervoso central (RIVEST, 2009). Os
resultados de estudos de intervencéo clinica com desenho experimental para remocao das
placas amildides cerebrais tem demonstrado grandes taxas de falha, possivelmente
oriundas de intervencgdes tardias (MORGAN, 2011, 0ZUDOGRU & LIPPA, 2012). Estes
aspectos demonstram a grande necessidade e énfase em desenvolvimento de estudos para
identificar fatores e mecanismos que interfiram e promovam o depoésito de placas

amildides.

Recentemente, duas hipoteses inflamatorias relacionadas ao desenvolvimento de
DA sdo apresentadas: uma intrinseca e outra extrinseca. O modelo inflamatorio intrinseco
relata que a barreira vascular cerebral potencialmente restringe a entrada de moléculas
imunes e do sistema linfatico em nivel cerebral. Em consequéncia, as células gliais sdo
capazes de gerar um sistema imune inato completo (GASQUE, 2004). Essa ativacao das
células de micrdglia iniciam uma cascata pro-inflamatdria e de substancias neurotoxicas,
resultando em degeneracdo neuronal. (JACK et al., 2010). O modelo inflamatério
extrinseco determina que as células cerebrais sdo equipadas com receptores CD14, 0s
quais sdo capazes de reconhecer lipopolissacarideos do sangue periférico (LACROIX,
FEINSTEIN, RIVEST, 1998 & HANISCH, 2002). Em conjunto, diversos elementos
oriundos de infec¢des sistémicas como os produzidos por patdgenos orais gram-negativos
de alto potencial virulento, sdo capazes de ativar os receptores em nivel de sistema
nervoso central (HOLMES et al., 2003; KAMER et al., 2009). Este fato se deve ao
pensamento antigo de que a barreira hematoencefalica ser considerada um érgdo imuno-
privilegiado, acreditando-se que elementos do sistema imune como neutrofilos, células T

nativas, proteinas do plasma e toxinas extra cerebrais, ndo eram capazes de cruzar a
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barreira hematoencefalica (HANISCH, 2002; HOLMES et al., 2003; GASQUE, 2004;
KAMER et al., 2009; SINGHRADO et al., 2014). Sob as evidéncias atuais, sabe-se que 0s
Orgdos circunventriculares ndo estdo protegidos pela barreira hematoencefalica,
tornando-se uma regido onde infeccdes, tanto sistémicas, quanto por via direta através do
nervo trigémeo e olfatério, e mediadores inflamatorios possam acessar o cérebro,
determinando um novo olhar para o papel inflamatério modulador da DA (KAMER et
al., 2009; SINGHRAO et al., 2014).

1.3. Doencas Periodontais e Repercussdes Sistémicas

As evidéncias cientificas tém demonstrado que existe uma associacdo entre
infeccdes localizadas, como a doenca periodontal, e condi¢Bes sistémicas, tais como
doencgas cardiovasculares, partos prematuros, diabetes, doenga pulmonar, osteoporose,
cancer e doenca de Alzheimer (LINDEN, LYONS, SCANNAPIECO, 2013; OLSEN &
SINGHRAO, 2015). Estas associacGes apresentam embasamento principalmente
relacionado a influéncia do carater pré-inflamatorio dessas patologias e de outras
condicBes sisttmicas (SCANNAPIECO, 2005). Bactérias periodontopatogénicas
estimulam a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias e/ou proteinas de fase aguda em
locais distantes, o que poderia iniciar ou intensificar um processo de doenca, sendo que
estas bactérias também podem circular para outras mucosas, causando infeccdo e
inflamacéo nestes locais (LINDEN, LYONS, SCANNAPIECO, 2013).

1.4. Doencas Periodontais e Doenca Alzheimer

Estudos tém demonstrado que as citocinas inflamatorias provenientes da defesa
frente a produtos bacterianos podem apresentar risco de deméncia em populagdes idosas,
qguando frente a mdaltiplas infeccdes em sequéncia. Em conjunto, infeccbes em nivel
sistémico podem contribuir para episddios de delirio em pacientes com diagndstico
clinico de Doenga Alzheimer, e em alguns pacientes, esses episoédios podem contribuir
para um estado de morbidade cognitiva importante (HOLMES et al., 2003; DUNN et al.,
2005). Outro fator importante contribuinte é o papel ativo de mediadores inflamatorios,
como Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucina 1-B (IL-1p), agindo
indiretamente no tecido cerebral contribuindo para acelerar o déficit cognitivo. Estudos
em modelo animal e estudos clinicos demonstram que o processo inflamatorio possui um
papel contribuinte importante na patogénese da Doenca Alzheimer (HOLMES &
BUTCHART, 2011; TANZI, 2012).
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Os principais patdgenos associados a doenca periodontal como P. gingivalis, T.
forsythia e T. denticola, demonstram acdo potencial em diversas doengas inflamatorias
em orgéos distantes. P. gingivalis e T. denticola sdo bactérias gram-negativas anaerdbias
que j& foram observadas col6nias em tecido cerebral de pacientes com DA (RIVIERE,
RIVIERE, SMITH, 2002; POOLE et al., 2013). A plausibilidade biologica ligando esses
microrganismos ao tecido cerebral é a capacidade de disseminacdo ao longo de fibras
nervosas e pelo tecido linfatico, sendo identificados junto ao nervo trigémeo e ganglio
trigeminal (MIKLOSSY, 2011). Em revisdo realizada por MIklossy (2011), 14 estudos
demonstraram que periodontopatégenos, como espiroquetas, e Seus antigenos e
marcadores de DNA, estdo associados com DA, e estdo fortemente associados como
agentes causais determinando déficit cognitivo.

Existe uma gama de evidéncias crescente inter-relacionando doenca periodontal
cronica e Doenga de Alzheimer. Estudos clinicos e epidemiolégicos que avaliaram perda
dentéria, demonstraram que este aspecto, apesar de controverso na analise do historico de
doenca periodontal, esteve associado com menores niveis de memoria curta e de longo
prazo (STEIN etal., 2007; NOBLE et al., 2009). Em um estudo de Kamer e colaboradores
(2015), apos a avaliacdo de 38 individuos com salde cognitiva, demonstrou-se que, apos
exame clinico periodontal e andlise de escaneamento em nivel cerebral e ajuste para
fatores de confusdo como fumo, perda de insercdo clinica maior ou igual a trés milimetros
esteve associada a maior formagdo de placas B-amiloides, que estdo associadas a maior
desenvolvimento de déficit cognitivo e DA. Estudos transversais e de carater longitudinal
demonstram que os principais fatores periodontais como sangramento gengival, perda de
inser¢do clinica, profundidade de sondagem, perda Ossea alveolar e anticorpos aos
periodonto-patdgenos estdo significativamente associados com declinio de funcéo
cognitiva, mesmo frente a ajuste de co-fatores (KAMER et al.,, 2008; WATTS,
CRIMMINS, GATZ, 2008; CERAJEWSKA, DAVIES, WEST, 2015).

O estudo de proteinas de fase aguda, incluindo citocinas inflamatérias como IL-
1B, IL-6 e TNF-a, como possiveis fatores indiretos interligando periodontopatdégenos e
seus fatores de viruléncia com o desenvolvimento de DA (KAMER et al., 2008; WATTS,
CRIMMINS, GATZ, 2008). Outro aspecto importante demonstrado na literatura é o fato
de muitos individuos idosos, institucionalizados ou ndo, demonstraram um declinio de
cuidados em higiene oral, 0 que se torna um fator importante no desenvolvimento e

recidiva de infeccdo oral, contribuindo para inflamacdo que pode levar a indices de
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confusdo e deméncia importantes (HOLMES et al., 2003; DUNN et al., 2005; HOLMES,
COTTERELL, 2009). Stewart e colaboradores (2008) demonstraram, em um estudo de
coorte com 5138 adultos (29-50 anos de idade), que sangramento gengival e perda de
insercdo clinica estiveram associados significativamente com declinio cognitivo. Em um
estudo avaliando 152 individuos adultos e idosos (50-70 anos de idade), que foram
acompanhados por cerca de 20 anos, maiores niveis de inflamacé&o periodontal estiveram
associados com niveis cognitivos mais baixos (CICCIU et al., 2013). Kaye e
colaboradores (2010), estudaram 597 comunidades acompanhadas por 32 anos, fatores
periodontais como a perda dentéria, aumento de profundidade de sondagem e progressao
de perda Gssea alveolar estiveram associadas com déficit cogntitivo, particularmente na
faixa etaria acima de 45 anos de idade. Outro aspecto importante estudado € a capacidade
de certos patdgenos com caracteristica comensal de baixa infeccdo serem capazes de
colonizar e se multiplicarem em sitios fora de seus nichos primarios. Esta caracteristica
de imuno-tolerancia e colonizacdo distante pode apresentar um efeito deletério marcante
na salde de individuos idosos ou com deméncia associado a um quando de
imunossupressao prévia (SHOEMARK, ALLEN, 2015). O quadro 1 apresenta, em ordem
cronoldgica, um resumo dos estudos observacionais da relacéo entre doencas periodontais
e déficit cognitivo. Dentre as razdes para a variabilidade dos resultados, podem-se
destacar o fato da utilizagcdo de diferentes classificacOes para as doencas periodontais
utilizadas nos estudos. Entretanto, sob uma visdo ampliada, podem-se observar resultados
que corroboram a idéia de que individuos com doencas periodontais, principalmente em
nivel mais avancado, apresentam maiores chances de desenvolvimento e progressdo de
neurodegeneragdo associada & DA. Deve-se ressaltar que € observado uma caréncia de
estudos experimentais clinicos, por limitacbes metodoldgicas para a realizacdo dos

mesmos, levando em conta a gravidade e potencial mortalidade da doenca de Alzheimer.



Quadro 1 - Estudos Relacionando Doenga Periodontal e Déficit Cognitivo

Autor

Ano

Pais

Ship, Scott, Puckett
1994

EUA

Noble
etal.
2009
EUA
Kamer
etal.
2009
EUA

Arrive
etal.
2012
Franga
Kamer
etal.
2012
EUA
Stewart
etal.
2013
EUA
Poole
etal.
2013
EUA

Minn
etal.
2013
Coréia
Park
etal.
2013
Coréia

Populagao

21 adultos
(13 homens e 8 mulheres)
(49-90 anos)

2355
260 anos

18 pacientes com Alzheimer e 16
pacientes sauddaveis
> 65 anos

405 pacientes
(66-80 anos)

Pacientes acima de 70 anos

1053 pacientes
(70-79 anos)

10 pacientes com Alzheimer e 10
pacientes controle
2 65 anos

300 pacientes testes e 350
pacientes controle
(50-75 anos)

438 adultos acima de 50 anos

Tipo de Estudo

Caso-controle

Transversal

Transversal

Coorte

longitudinal

Transversal

Coorte

longitudinal

Transversal

Transversal

Transversal

Diagnéstico de Doenga Alzheimer

Critério NINCDS-ADRDA

Testes aferidos no NHANES-III (teste
de reten¢do de memdria verbal Iégica
de curta e longa duragdo do adaptado

do the East Boston Memory Test
Critério NINCDS-ADRDA
MMSE

Critério NINCDS-ADRDA
critério Hachinski

Critério DST (Digital Symbol)
Critério BDT (Block Design)

MMSE

Pacientes com diagndstico prévio de

Doenga de Alzheimer examinados
post-mortem

Tomografia computadorizada para
andlise de mudangas de matéria
cinzenta e isquemias cerebrais

MMSE

Critério para Doenga
Periodontal

Rarnfjord Index

Niveis séricos de IgG
para P.gingivalis

Anticorpos contra A.
actinomycetemcomitans
serotipo b (ATCC 43718),

T. forsythia (ATCC
43037), e P. gingivalis
(ATCC 33277); alelos
genéticos ApoE
CPO-D
CPITN

Perda Dentaria e
Inflamagdo periodontal
(PS, SS, NIC)

Perda Dentaria e
Inflamagdo periodontal
(PS, SS, NIC)

Identificagdo de
periodontopatégenos e
fatores de viruléncia
associados em nivel
cerebral
Perda dentaria

Perda dentaria

22

Principais Achados

Piores niveis de parametros de saude oral (salivagdo estimulada e ndo
estimulada, CPO-D e PS e SS), associados com maiores niveis de Doenga de
Alzheimer. Bem como com o avangar da DA, houve associagdo com declinio de
cuidados em saude oral.

Maiores niveis do marcador sérico de periodontite (IgG P.gingivalis) foi associado
a maiores niveis de déficit cognitivo e retengdo de memaria

Niveis mais elevados de anticorpos frente aos peridontopatégenos e aumento de
TNF-a, foram significativamente associados com Doenga de Alzheimer, sendo
considerados possiveis progndsticos de doenca

Pacientes que apresentavam 11 dentes perdidos ou mais, apresentaram menor

déficit cognitivo. Possivelmente explicado pela diminuigdo da carga inflamatdria

Pacientes que apresentaram maiores perdas dentdrias e maiores niveis de
inflamagdo apresentaram maiores indices de déficit cognitivo

Aumento dos parametros inflamatdrios periodontais e aumento de nimero de
dentes perdidos foram considerados como fator de risco para declinio cognitivo

Maior presenca de colonias de periodontopatdgenos e lipopolissacarideos
identificados no cérebro de pacientes com Doenga de Alzheimer post-mortem

Aumento significativo de isquemias e alteragdes de massa cinzenta em pacientes
com perda de 10 ou mais dentes (OR 2,3).

Aumento do nimero de dentes perdidos associado com maior declinio cognitivo
(6-10 dentes perdidos — OR=2,26)



Kubota
etal.
2014
Japao

Martande
etal.
2014
india

Noble
etal.
2014
EUA

Farhad
etal.
2014

Iran
Okamoto
etal.
2015
Japdo
Gil-Montoya
etal.
2015
Espanha
Zhu

etal.
2015
China
Cestari
etal.
2016
Brasil
Sochocka
etal.
2017
Poldnia
Gil-Montoya
etal.
2017

14 pacientes com periodontite e
14 pacientes controle
(59-70 anos)

58 individuos com Alzheimer e 60
individuos controle
(50-80 anos)

219 pacientes
265 anos

80 pacientes
(40-70 anos)

2335 pacientes
265 anos

409 casos e controles pareados
> 50 anos

161 pacientes
> 65 anos

65 pacientes
2 65 anos

128 pacientes
(55-90 anos)

166 pacientes
> 50 anos

Transversal

Transversal

Coorte

Caso-controle

Coorte

longitudinal

Caso-controle

Transversal

Transversal

Transversal

Caso-controle

Identificagdo de proteinas
precursoras de formagdo de placas
beta-amiloides (APP); Identificagdo de
IL1-B; analise de componente 1 de
ativagdo do sistema complemento
(C1QA)

Critério NINCDS-ADRDA
MMSE

MMSE

Pacientes com diagndstico prévio de
DA que procuraram o Servigo de
Neurologia do Hospital de Isfahan

indice de déficit cognitivo (MMI)

MMSE

indice vascular e cognitivo de
Montreal

MMSE
Questionario de Atividades
Funcionais

MMSE

MMSE
Analise sérica de precursores de
placas beta amiloides

PS, SS, NIC

indice de placa, PS, SS,
NIC

Anticorpos séricos a
periodontopatdgenos

NIC
TNF-a

Perda dentdria

Perda dentaria, PS,
indice de placa, NIC, SS

Perda dentaria

Parametros periodontais
(PS, SS, NIC) e IL-6, IL-1B
e TNF-a

PS, SS, NIC
Mediadores

inflamatodrios

PS,NIC, SS
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Associagdo significativa entre periodontite e parametros precursores de DA

Todos os parametros inflamatdrios apresentaram-se em maior nivel nos
pacientes com Doenga de Alzheimer

Niveis séricos de imunoglobulinas G (IgG) em resposta aos principais
periodontopatdgenos estdo associadas com risco aumentado de
desenvolvimento de DA

TNF-a apresentou associagdo positiva para DA e periodontite, podendo ser
utilizado como possivel biomarcador das duas patologias

Maior nimero de dentes perdidos foi associado com piores indices de déficit
cognitivo

Periodontite foi associada significativamente com déficit cognitivo, mesmo
ajustando para cofatores como idade, sexo e nivel educacional

Muiltiplas perdas dentdrias associadas com maior risco de acidente vascular
isquémico cerebral e déficit cognitivo

IL-6 e TNF-a apresentaram-se como marcadores bioldgicos relevantes tanto para
a doenga periodontal quanto para DA

O estado proé-inflamatdrio sistémico, avaliado pelo aumento do nivel de
mediadores inflamatérios, é importante na correlagdo entre doencgas
periodontais e DA

Niveis plasmaticos de precursores de placas beta-amiloides significativamente
maiores em pacientes com periodontite
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Espanha

Chen 18672 pacientes Coorte MMSE PS,NIC, SS Em 10 anos de acompanhamento foi demonstrado que piores condigdes
etal. > 65 anos retrospectiva periodontais aumentaram risco de desenvolvimento de DA (OR=1,7).
2017

Taiwan

Legenda: NINCDS-ADRDA-= critério diagnostico para doenca de Alzheimer proposto pelo National Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke e
pela Alzheimer's Disease and Related Disorders Association; NHANES-I11= Third National Health and Nutrition Examination Survey; MMSE= Mini-Mental State Exam; CPO-
D= Cariados, perdidos e obturados; TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa; NIC= Nivel de inser¢do clinica; PS= Profundidade de sondagem; SS= Sangramento a sondagem;
CPITN= (indice Peridontal comunitério de necessidades de tratamento (The community periodontal index of treatment needs); OR= Odds Ratio; IL1-B= Interleucina 1 beta;

DA= Doenca de Alzheimer; IL-6= Interleucina 6.
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1.5. Modelos Experimentais de Doenca Alzheimer

O farmaco escopolamina, sendo um antagonista muscarinico de receptor de
acetilcolina, apresenta um papel fundamental no desenvolvimento de modelos
experimentais de déficit cognitivo miméticos a Doenca de Alzheimer (NAVARRO et al.,
2017). E estabelecido que a escopolamina possui a capacidade de inducdo de déficit
cognitivo, particularmente relacionado & memoria de curta duracdo e retencdo de
informacbes (LONITA et al, 2017). Outro aspecto relevante tangente ao
desenvolvimento de modelos experimentais de Doenca de Alzheimer é referente ao papel
que este farmaco apresenta aumentando, significativamente, a atividade da
acetilcolinesterase e de niveis de malondialdeido, em nivel de cortex cerebral e
hipocampo, sendo um relevante estresse oxidativo no cérebro (TAO et al., 2014;
HAIDER, TABASSUM, PERVEEN, 2016).

O estresse oxidativo apresenta-se como um importante fator relacionado com a
patofisiologia de distarbios neurodegenerativos, incluindo a Doenca de Alzheimer
(JOMOVA et al, 2010). As patologias neurodegenerativas estdo fortemente
correlacionadas com déficits colinérgicos e estresse oxidativo intracelular. O dano
oxidativo, em nivel de cortex cerebral, ativa e contribui de forma significativa na
patogénese e abalos cognitivos no Alzheimer (QUNXING, EDGARDO, JEFFREY,
2007). Diversos estudos estabelecem a validade e eficacia do modelo experimental de
inducdo de Doenca Alzheimer por escopolamina (ROHIT & ASHOK, 2015; LONITA et
al, 2017; SHIN, KIM, SUH, 2017).
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2. PROPOSICAO

2.1.0BJETIVO GERAL

Analisar a relagdo entre doenca periodontal e déficit cognitivo em ratos Wistar.
2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

Com base nos objetivos especificos da presente tese foram escritos um artigo de
divulgacdo e 2 artigos originais. Abaixo encontram-se descritos os objetivos referentes a

cada um dos artigos.
Artigo 1

Divulgar uma revisao narrativa da literatura, para profissionais da satde, em veiculo
de ampla circulacdo, aspectos relevantes atuais acerca da relagdo das doencas

periodontais e Doenca de Alzheimer
Artigo 2

Avaliar o efeito da presenca de doenca periodontal sobre o estado comportamental

de ratos com déficit cognitivo.
Artigo 3

Avaliar o efeito da indugdo da doenca periodontal sobre pardmetros quimicos de
estresse oxidativo em um modelo de inducédo de déficit cognitivo em ratos Wistar.
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3. METODOLOGIA

Todas as etapas realizadas para os artigos 2 e 3, bem como o momento de realizacao

estdo expressas na Figura 1.

Figura 1 — Desenho esquematico das diferentes fases experimentais do estudo

Obtengdo dos

o Dias0el Dias15,16,17e18 Dias19e20 Dias21e 22 Dias 23-30
animais
n=50 Indugdo de Inicio do Indugdo de Sacrificio dos  Preparo das
doenga treinamento déficit animais, pegase
periodontal dos animais cognitivo por obtencao das analises
Pesagem e nos grupos 3, no labirinto  escopolamina pecas morfométrica
alocacéo de5b aquiticode  —grupos24e maxilarese  /espactofoto
aleatéria Morris no 5 cortex metrénica
randomizada grupo4 Teste de esquiva cerebral
dos animais inibitdria (memédria

de longa e curta
duragdio) — grupo 5

Teste labirinto
aquatico de Morris
—grupo 4

3.1. Delineamento da Pesquisa
Este estudo apresenta um desenho experimental do tipo prospectivo, randomizado

controlado em modelo animal.
3.2. Consideracdes Eticas

Desde seu planejamento, as etapas de pesquisa foram conduzidas seguindo as
recomendacdes e guias para execucdo e escrita de estudos em modelo animal propostas
pela Diretriz ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments) (KILKENNY
etal., 2010). Os protocolos de estudo foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA-URI/Erechim), da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
das Missbes (URI-Erechim/RS). Os procedimentos experimentais obedecem a normas
propostas pela Declaragdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro
de 1978) e das Orientacdes Eticas Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais (Council for International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) para

pesguisa com animais.
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3.3. Modelo Animal

Foram utilizados 50 ratos Wistar, com 45 dias de vida, machos, pesando cerca de
2509, dos quais 48 completaram as etapas experimentais. Durante o experimento, 0s
animais foram mantidos em caixas-moradia coletivas de polipropileno medindo 65 x 25
x 15 cm (4-5 animais em cada) com o assoalho recoberto de serragem, recebendo ragédo
balanceada para roedores e agua ad libitum e mantidos em um ciclo fotoperiddico de 12
horas claro/escuro e em temperatura ambiente (22°C + 2°C). Todos 0S processos
necessarios para minimizar qualquer desconforto ou dor foram realizados pelos
pesquisadores, sendo determinada uma semana de aclimatacdo dos animais ao biotério
antes do inicio da fase experimental. O tamanho amostral foi baseado em estudos prévios
utilizando como desfecho principal analises comportamentais (EUN et al., 2017), e perda

Ossea alveolar (LIBERMAN et al., 2011), totalizando 10 animais por grupo.
3.4. Randomizagéo

Os animais foram alocados randomicamente para seus respectivos grupos
experimentais distribuidos considerando o peso ponderal a partir de extratos
representados pelos quartis de peso. Apos, os animais foram sorteados e alocados nos

respectivos grupos experimentais.
3.5. Constituicdo dos Grupos Experimentais

Considerando o macroprojeto, os animais foram divididos em 5 grupos

experimentais, com 10 animais em cada grupo da seguinte forma:

Grupo 1 (Controle total): auséncia de Inducdo de doenca periodontal e auséncia

de inducéo de déficit cognitivo — n=10;

Grupo 2 (Escopolamina): inducdo de déficit cognitivo por escopolamina e

auséncia de indugéo de perda 6ssea alveolar — n=10;

Grupo 3 (Doenca Periodontal): realizada a inducdo de doenca periodontal por
meio de colocacéo de ligadura - n=10;

Grupo 4 (Doenca Periodontal + escopolamina — avaliagdo por meio de labirinto

de Morris): realizada a inducéo de doenga periodontal por meio de colocagao de ligadura,
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e depois de 15 dias, induzido o déficit cognitivo por meio de escopolamina, sendo

realizada a avaliacdo do déficit cognitivo por meio de labirinto aquatico de Morris —n=10.

Grupo 5 (Doenga Periodontal + Escopolamina — avaliagdo por meio de labirinto
de esquiva inibitoria): realizada a inducdo de doenca periodontal e déficit cognitivo por
meio de escopolamina, e realizada a avaliacdo do déficit cognitivo por meio de esquiva

inibitéria — n=10.

3.6. Procedimentos Experimentais

3.6.1. Inducdo de Doenca Periodontal

Foi realizada inducdo de perda 6ssea alveolar por meio de colocacdo de quatro
ligaduras no segundo molar de cada hemiarcada superior e inferior do rato, sendo
realizada por meio de anestesia geral. O protocolo anestésico utilizado foi o composto
Tiletamina-Zolazepan (Zoletil®) 20mg/kg, intraperitoneal (IP), com manutencdo quanto
necessario (DIEH et al., 2001). Para realizag8o das ligaduras foi utilizado o fio de sutura
de seda (4-0) - Ethicon®, colocado com auxilio de duas pingas porta agulha do tipo Castro
Viejo nos espacos interproximais e realizado um nd na face vestibular. Os procedimentos
para a colocacdo das ligaduras seguiram a metodologia proposta por Liberman et al.
(2011), onde as ligaduras permaneceram por 14 dias, sendo 0 tempo necessario para
desenvolvimento de periodontite. A presenca e correta posic¢ao da ligadura foi verificada

ao final do estudo nas coletas das amostras para analise morfométrica.
3.6.2. Inducdo de Déficit Cognitivo

O déficit de memdria foi induzido pela administragdo de escopolamina
hydrobromide 3 mg/kg intraperitoneal (IP), (Sigma, Sdo Paulo/SP, Brasil), trinta minutos
antes das sessdes testes para avaliacdo de laténcia de memoria por meio dos testes de
esquiva inibitoria e labirinto aquatico de Morris (BIHAQI, SINGH, TIWARI, 2011).

3.6.3. Teste de Esquiva Inibitoria
A esquiva inibitéria foi realizada para avaliacdo de memdria aversiva de curta e
longa duracdo, sendo realizado por meio de uso de uma caixa de condicionamento, com
face frontal de vidro. Na extremidade esquerda da caixa encontra-se uma plataforma de

madeira de 8 cm x 25 cm, situada a 5 cm do chdo da caixa. No restante da caixa o assoalho
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é formado por uma grade de barras de inox, as quais apresentam 0,2 cm de diametro e
encontram-se separadas umas das outras por um espaco de 1 cm. Na sessdo treino os
animais foram colocados delicadamente de frente para o fundo da caixa, e ao descer com
as quatro patas nas grades de inox receberam um estimulo elétrico de 0,4 mA, durante 2
segundos e a laténcia de descida foi registrada. Logo apds os animais foram retirados do
equipamento e colocados em suas caixas de origem.

Nas sessdes teste (24 horas pés-treino para memoria de longa duracdo e 90
minutos pos-treino para memoria de curta-duracdo) os animais foram reexpostos ao
equipamento, mas com a extincdo do choque elétrico. A diferenca entre o tempo de
descida (laténcia) da sessdo teste e da sessdo treino foi tomada como medida de memoria.
Como padréo, foi estabelecido um teto méaximo de laténcia de descida da plataforma
correspondente a 60 segundos na sessao treino e 180 segundos na sessao teste, igualmente
para todos os grupos, de modo que as laténcias superiores a estes padrfes foram
consideradas como tais (ROSSATO et al., 2004), os testes foram realizados apos
decorridos 14 dias de inducéo de doenca periodontal por meio de ligadura nos grupos que

receberam inducdo de doenca.

3.6.4. Teste de Labirinto Aquético de Morris

Neste teste foi utilizado um tanque (1 m de didmetro), dividido em quadrantes
(norte, sul, leste e oeste) por linhas imaginarias contendo agua no seu interior, e em uma
profundidade de 30 cm. Durante o treinamento foi colocada uma plataforma (10 cm de
didmetro) submersa a 1 cm abaixo da superficie de agua (21 +2°C) obscurecida com
solucdo opaca para turvamento da agua, sempre dentro do mesmo quadrante, durante
quatro dias consecutivos. Cada treino consistiu de um bloco de quatro tentativas onde 0s
animais foram gentilmente colocados em cada um dos quadrantes, no maximo um minuto
cada. O treinamento dos animais ocorreu durante quatro dias consecutivos antecedendo a
administragdo de escopolamina. Se os animais ndo localizaram a plataforma por si s6 em
60 segundos, eles foram guiados pelo pesquisador até a plataforma, e mantidos sobre ela
por 10 segundos, para apds retornar a uma caixa e descansar por 20 segundos. Para este
teste foi registrado o tempo em que o animal levou para alcancar a plataforma durante o
quarto dia. No quinto dia, os animais receberam a administracdo de escopolamina e o
teste foi realizado. O teste consistiu em repetir 0 que eles aprenderam nos ensaios, mas
sem a plataforma na agua. Os animais foram alocados em um ponto inicial e liberados

para nadar na posicdo da piscina oposta a qual estava a plataforma, permitindo avaliar a
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memoria espacial e compara-la entre os diversos grupos (ROSSATO et al., 2006), este
teste também foi realizado, desde a fase de treino até o teste propriamente dito, apds
decorridos 14 dias de inducdo de doenca periodontal por meio de ligadura nos grupos que

receberam inducdo de doenca.

3.6.5. Preparo das Pecas Maxilares e Analise Morfométrica da Perda
Ossea Alveolar

Apos o término dos procedimentos experimentais foi realizada a eutanasia dos
animais por meio de guilhotina. As maxilas e mandibulas foram removidas e imersas em
hipoclorito de sédio (9% de cloro ativo), durante cinco horas, e os tecidos moles restantes
mecanicamente removidos, apos, foi realizada lavagem e as pecas foram secas. Para uma
melhor visualizacdo da juncdo amelo-cementaria, as pecas foram coradas com azul de
metileno a 1% durante um minuto, lavando-se e secando-se novamente para remover
excessos da solucdo. Foram realizadas fotografias padronizadas das pegas com camera
fotografica digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100 (Nikon®
Coolpix, Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal padréo.

Foi utilizado um aparato confeccionado com pasta pesada de silicona de adicao
para promover fixacdo de uma régua endoddntica a uma posicao perpendicular em relagdo
ao solo. As pecas foram fixadas a régua com lamina de cera 07, de modo que o plano
oclusal da peca ficasse paralelo ao solo, sendo realizadas fotografias das faces vestibular
e palatina de cada uma das pecas, avaliando a medida da distancia da juncdo amelo-
cementaria a crista 6ssea através programa ImageJ 10.0, determinando uma média de
perda Gssea por animal por meio da média de cinco pontos por face livre, por um

examinador calibrado e cego aos grupos experimentais.

3.6.6. Preparo do Tecido Cerebral e Medidas de Estresse Oxidativo
Apbs a eutanasia por decapitacdo, o cortex foi imediatamente separado. As
estruturas foram homogeneizadas (1:10 p/v) em tampdo fosfato de sédio (200 mM) com
KCI (140 mM). O homogeneizado obtido foi centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e
0 sobrenadante separado para as técnicas da homeostase redox. Para os experimentos da
homeostase redox, os sobrenadantes obtidos dos diferentes tecidos foram submetidos a

uma incubagéo a 37 °C na presenca dos acidos organicos por uma hora.
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Determinacéo dos Niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitarico
(TBA-RS)

Para quantificar os produtos da peroxidacdo lipidica foi utilizado o método de
analise da formacdo de substancias que reagem ao &cido tiobarbiturico (TBARS). Este
método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidacdo lipidica. Foram
adicionados 300 pL de &cido tricloroacético 10 % a uma aliquota de 150 pL do
sobrenadante. Apos centrifugacdo, 300 pL do sobrenadante foram tratados com &cido
tiobarbitarico 0,67 % na proporcao de 1:1. A mistura foi levada a um banho fervente
durante 25 min e, apds, resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida
através da coloracdo rosea resultante foi medida em espectrofotdmetro a 532 nm
(DELWING-DAL MAGRO et al., 2016).

Medida de Sulfidrilas Totais

Este parametro foi realizado de acordo com o0 método de Aksenov e Markesbery
(2001). Um volume de 50 pL de sobrenadante reagiu com o &cido ditionitrobenzoico
10mM (DTNB). A oxidagdo dos tidis livres da amostra leva a formacdo de pontes
dissulfeto; o acido ditionitrobenzéico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tidis ndo
oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB), lido espectofotometricamente a 412 nm.

Com isso 0 método determina os tidis totais da amostra.
Medida dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Este parametro foi realizado de acordo com o método de Salat e colaboradores
(2014). Um volume de 300 uL de sobrenadante foi desproteizinado adicionando-se um
volume de acido metafosforico 1,85 %. Apds centrifugacdo, 150 pL do sobrenadante
foram neutralizados com Na,HPO, (0,3 M) e, posteriormente, reagiram com o0 &cido
ditionitrobenzoico (DTNB) na concentracdo de 1 mM. A medida dos tiois livres de uma
amostra desproteinizada reflete a concentracdo de GSH da amostra.

Atividade de Catalase (CAT)

Foi determinada a atividade desta enzima atraves do método de Olorunnisola e
colaboradores (2016). Em 50 mL de tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 foram
adicionados 100 pl de H202 30% (v/v). Apds adigdo de 20 pl de sobrenadante
(previamente tratada com Triton 0,1 %) a 600 ul da mistura (tampéo + H20,) foi realizada
a leitura da queda da absorvancia do H202 em espectrofotdmetro a 240 nm.



33
Determinacdo da Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica utilizada baseia-se na metodologia de Marklund (1985). O sobrenadante
obtido apds a centrifugacdo do homogeneizado das planarias foi transferido para um tubo
pequeno e 15 uL sendo posteriormente pipetado a uma placa de 96 pocos. A atividade da
SOD ¢é medida baseando-se na capacidade do piragalol de se auto-oxidar em um processo
altamente dependente de O*", que é um substrato para a SOD. A inibicdo da auto-
oxidacdo desse composto ocorre na presenca da SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente medida no espectrofotémetro a 420 nm. 15 uL de sobrenadante que foi
posteriormente pipetado numa placa de 96 pogos em duplicata. Adiciona-se entédo 210uL
de uma mistura de catalase 80 U / mL (100uL) e tampdo Tris 50 mM, é&cido

etilenodiaminotetracético (21500 pL), pH 8,2, em cada pog¢o sobre as amostras e, por fim,

20uL de pirogalol (0,38 mM). Apos, foi realizada a leitura da absorvancia a 405 nm
durante 5 min. em espectrofotdmetro. Uma curva de calibragdo foi feita com SOD
purificada como padrdo para calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Os

resultados sao expressos como (umol/mg).

3.7. Cegamento e Reprodutibilidade

O cegamento dos pesquisadores ocorreu no momento da analise morfométrica,
analises comportamentais e conducdo das analises bioquimicas, sendo os avaliadores
cegos aos grupos. Previamente ao inicio da analise morfométrica, para a calibragem do
examinador, 20 espécimes foram aleatoriamente escolhidos (por sorteio) para serem
duplamente mensurados, em termos de perda Ossea alveolar, com intervalo de uma
semana sendo que suas médias foram comparadas através de teste t para amostras
pareadas, acrescido de coeficiente de correlacdo de Pearson. Auséncia de diferenca
estatisticamente significativa entre as médias foi considerada um indicativo de
reprodutibilidade. Também foi realizado o coeficiente de correlacdo intra-classe, sendo

resultado de 0,97 para analise morfométrica e 0,95 para as analises bioquimicas.

3.8. Analise de Dados

Hipotese Estatistica

A hipotese de nulidade testada estatisticamente € a de auséncia de diferenca entre
0S grupos experimentais para os desfechos analisados. A hipotese alternativa é de que

pelo menos um dos grupos é estatisticamente diferente dos demais.
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Andlise Estatistica

As analises foram realizadas com o auxilio do software SPSS 22.0 para Windows.
Para todos os parametros utilizados, o teste de Kolmorov-Smirnov foi realizado para
testar a normalidade dos dados. Para comparacgéo das medias de perda 6ssea alveolar entre
0S grupos e para comparacdo das médias dos pardmetros bioquimicos de estresse
oxidativo foi realizado o teste ANOVA para compara¢des multiplas. Para comparagdo
das medias de laténcia entre os grupos de analises comportamentais foi utilizado o teste t
para amostras independentes. Para fins de analise descritiva, foram realizadas médias e
desvio-padréo das diferentes varidveis. A significancia adotada para as anélises foi de
95%.
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INTER-RELACAO ENTRE DOENGCA DE ALZHEIMER E DOENGCAS
PERIODONTAIS: © QUE 5E SABE HOJE

Infer-relationship between alzheimer and penodontal diseases: What i= known today

]

RESUMOC

0 ervelheciments humano & uma regidade dos tem-
pos modemos. A parfir de medides de prevencio & controle
da salde, & =xpectativa de vida tem aumentado =m todo o
munda. Dois fendmencs sfo muito impartentes no contexbs
deste artigo: 1) diferentes doengas tém tido sua incidé&nciz in-
crementade — merece destaque a doenca de Alzheimer; & 2]
& mudanca de peradigme de ocdontologia tem permitido que
meis pessoas envelhecam com dentes, o que gera espaco
pera increments ne prevaléneia de doencas pefodontsis, por
mc=mplo. & presenca de doengas pericdontaiz, entendidas
coma inflamacso sictémica, pode ter um papel importants no
desemmoivirnento de desorders neurodegenersiives, como &
doznga de Alzheimer O chiethvo destc coluna & =xpor alguns
e=pectos impartanies de relegéo srtre doances periodonteis =
& doenca de Alzheirmer, ressaliondo a importénoia da odonto-
logia na salde integral dos pecientes.

m‘l‘ e L N =

ABSTRACT

Human aging & a redity of coniemporary fmes. Afher
prevertive end health comtrol measurements, Ee exoectonoy
has increased worldwide. Teeo phenomena are wery important in
the comtet of this arficle: 1) different dis=aces have increcsed
their incidence, among fhem deserving highlight Alzheimer's
Diceace; ) chift in paradigm in Dentistry hac allowed thet more
peaple increase age with teeth, generating space to increase in
prevelence of penodontal ds=gses, for exemple. The presence
of perindontal dizeaces. being & systemic inflemmation mey
hare an imiportant role in the development of newrodegenenglive
dizorders such gz Alzheimer's Diceace. The aim of fhis paper
is to highlight some important aspects of the interelsSonship
betazen periodontal disesses and Alzheimer's Disecze,
demanstreling the impordence of Denlisty in the conted of
general health of the pabients.



Mas (limes décedas um fendmenc =pidemicldgico in-
tenecconte fem ocomido &m paralelo ap cumento da expecte-
thve de vida: as pescoas ectio anvelhecendo com derbes. Em
momentos enteriores da histéris, basicemente se enconbravam
desdentadas &% pess0Rs que slingiam idedes evancedes. Em
gue o= pese cinde sastir um grande nimers de desdenindag
ras idedes ovancedas, o fendmeno do emvelheciments com
derhes =m boca £ cade ver meis frequente. Isso & info do eo-
so trebalha preventvo e terapiutico ne odoniclogia

Enbe ez patclogias relecionedas com o procesco de
mmvelhecimeanio, o processos degenersbivas destacam-ze d=
forna significatve. Estimese que ne maionie des regiSes do
mundo & prevaléncia de doencas degenersfivas, principelmentes
relecionsdas & deméncies, apresenta vanabilidade de 555 & 73
moimia da sevin décads de vida ' Cuando se deferminam oz de-
dos de prevalineciz ne Américs Lating, ceroa de 35,8 mikhdes d=
pessoas apresentaram quadros degenersiiece demencisis =m
2010, com estimata de dobrar & ceda 20 ancs. Parte signiSices-
V& degoes quadros demencizic decorre da doenca de Alzheimer
[D&), o qu= coloca esze condiclo como pricridade de solde
mundiel.? & do=nge de dzheimer constitui uma das pefclogias
rewrodegenengiives mais prevalenies - cpreseni perde cognie
e & derineis -, sando ascocieda & morke & & abrofis neuronel
espacifica ™ Ezse patologis ocasions o comprometimento das
fungfes cognitves, motones & comportamiertaiz, o gque influan-
cim o dis & dia dos individuos e induz, em seus estdgios mes
evangedos, @ slevado greu de dependinciz® & enfermidads
tem impecto sigrificetva scbre o grupo socia nelacionado, que
nclui farriliares & cuidadores, com extznzic & complexidade d=
manifestecbes funcionais, emocionsis & consequincias Sociais.
£ doenga ndo fem curn, & o manuseio da condigdo anwohe o
trekemento de sintfomes cognitvos & comportamentaiz 4

Estimes= que & prevalincia de doengs de Alzheimer
ros Estados Unidos no eno de 2050 s=js de cerca de 14 milhbes
de passoac afetadac, o que frerd mportante impacts soon g
co para os pacienbes, para oo cuidadores & pere & seide pdbl-
ca, = decorréneia dos custos indiretos, pssociados & parda ou
redusEc dos ganhos do pacieme & membros da familia, = das
custos direfos relacionados com tretamento médico, senigas
socigis = necesgidade de institucionalizacdo ou de um cuide-
dor formal, & medida que @ doenca atings estigics avangados,
cam aurnerio de cusio em aedde ssbimado em um tikhéo d=
dilares.*” Mo Brasl =studos epontem pars & prevalineis de de-
ficidneias neuodegenanatives na populecio meior de 65 anag
de 7,1%, s2ndc meis da metade dos casos represenindas pele
D& ! Considerands & prevalincia d= aleragbes neurodegens-
rativies no Brasil em conjunto com & populacio de idosos, de
eprodmadements 15 milhdes de pescoas, am 2013 o estimaties
ere de 1,1 milh&o de cesos para agquels anc.®

4z carecteristicas neurcpatoldgicas do cérebro com do-

Mgy 5. Wi S

enca de Alzheimer spresentam especios relevant=s no emben-
dimento do deservolvimento dos proceccos neurcdegenercs-
vos. Ui des principeis cereotericticas & o andmulo de placas
beta-gmiloides (AF], probeinas inscllweis encortrades no meic
edreceluler, sendo o fipe 48 neurchérico.® As pleces profeicas
beta-emiloides céo copazes de meter todos o fipos celulanes
por indugio de spoptose® Estudos sosd morfern demonstiam
gue o eedmule d= plecas amilcides pode sk inkcier em fenras
idades, par volis da ierceing déceda de vide, &s ques spresen-
tam eumentc com o pesser da idade '

Swiztem tipas conhecidos de pepfidece omiloides AR,
AR40 = ABAD ogue =xercem pepéis fisicldgicos diferertes =m
rivel cemsoral. O conserso ciemlifico relain que o peplidec d=
mgior cerge [SF42) é & forma neurcihca, ume vez gue o ecido
carebral, fisiologicaments, am indhiducs sem clteracfes cogni-
tves durarie o processc de enwelheciments, tambémn & capez
de produzir placas AF amiloides [4540), em menor nimero =
miis difuses, o que, aperentemernte, ndo apresenta sigificéncia
petoldgice 4 Meic repentements, oo formes fibrlares dos peps-
deas AR, tardo ac isofornss ARAD quars AF42, Fbearades no
tecido cerebral de um indniduc com D&, foram reconhecidas
com defersings, ou molicules de defesg da resposic imune ine-
ta, que egem na protecio do hospedeiro dianie de infecodec.
Ambos oz peptidecs podem apresentar 2 caproidade de lise da
memerena bactefiana, stuands como peplidecs antbacteianas
[&MF). o que pode ser considerads como perte de uma defesa
cerebral imune ingta, que identifica sspecto largo bactenanc
& mizrcrgeniamics formadores de esporos, incluinds bactfriag
gram-positivas & grem-negativas, virus & protozodrics, o que
deu ongem & hipdiese da influéncia infecciosa ne A *

Quira acpecto importante relatods na Rerchure deccre-
ve que pleces antiges AF42 sko reconhecidas como sivado-
ras de cilules micrdglies, inicando-se, dessr foma, & resposta
imune local. &5 micrigliss ativedas &0 corsderades & maior
confribuicia do processo imflamebdrio no cishame nervoeo can-
trel, sando responséveis pels cecrecdo de imunomodulecio por
mieio de citocings pri-inflematanas, 112

Aecembernemte, duas hiptieses inflamstinies relecione-
des g0 deserechimento de D sEo aprecentades: wme infinse-
ca = oubra exdrinzecs. O modelc inflameidnio intinseco reloin que
& barreirg vascular cerebrel potenciaimenis resthings & anbrads
de moléculas imunes & do sistema linféSico em nivel cerebral,
Em consequéncia, as células glisis 580 capares de gerar um
sighem imune inato completo 2 Eooe ativecio das célules d=
micrdglic iriciam umia casceks pré-inflameific = de substinecizs
neurotimices, resultanda &m degenenacio neuronal. ¥ O mode-
lo irflamatdnio edrinseco determina que &s célulss cerebreis
E&0 equipedas com receptores COA4, copazes de reconhecer
fpopolissacaidecs do sangue. Em conjunto, diversos elemen-

tas oriundos de infecgdes sisifmicas como os produzidas por
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petdgenos orais grem-negativos de alo potencial vinulento sio
caperes de sfvar o5 recaniones no sisteme nenmeo cenbrel

Lz mvidéncias cientficas tEm dermonstredo que exdicie
e=sociacdo entre infecgbes loodizedas, como @ doenga peric-
doetal, & condighes Ssifmicas, ikis como doengas cardioves-
culares, parice prematunos, dicketes, doencs pulmaner, oshec-
porose. cincer = dosnca de Alzheimer® Az principeis hipfieses
estudades que sustertam ssse fabo sfo ez de que bachérias
petogénicas do bioflme oral potenciclmente entrem na cormente
sanguinea, cousendo bacteremias sistémicas & podendo cau-
sor infecofes a disftincin™ Bechines peiodonbopeiogSnicas
esimulem & iberagio de cfiooines pré-inflameitrics &'ou prote-
inas de fese aguda &m locsis distardes, o que poderia irsciar ou
interaificer um processo de doenca. Eoscs beotérics também
podem circular para outras mucoses, causands infeccio e infle-
megio nesses bocais. ®

Eshudos tém demorstrado que ac citocinas inflamets-
nas provenient=s da defesa contra produtos bacternanos podem
epresentar rsco de deméneic #m populacbes idoses, quands
diarte de mdtiplas infecpies =m segquénoia. Em conpunio, in-
fecgoes em nivel sistémico podem contribur pare episodios de
delifio 2m pacientes com diagndstico dinico de D4, & em clguns
pecieries eses spistdios podem contribuir pere um estado de
muorbidede cognitive imporiente.® Oubro fator contriouinks: rele-
vert= & o papel atvo de mediadores inflamebérics, como o Fator
de Mecroze Tumoral Alfa [THF-0) = Intedeucing 1-§ (1], que
egem indiretamerte no tecido cersbral & cantribuem para eoele-
rar o déficit cognitfen. Eshudos =am modelo animal & estudos of-
nicos demonsinam que o processo inflamatino poesui un papel
confibuint= important= na pebogéneze da 04 1

Oz principais patbgencs essociados & dosnca peric-
doetal, como P gingiabs, T fosythis & T dendcol, demonstram
g0 pobencial em diversas doencas inflemabdnas =m Srgias
distantes. 7 gngiwis & T denfosh sio bactérias gram-nege-
tves anasrdbias gue j& foram cbservades como coldnias =m
tecido cerebrel de pecieni=s ooen DA A plausibiideds bio-
logica ligando eszes microrgeniamos @0 tecido cersbral & @ oo
pecidade de disseminacdo ao lango de fibras nervosas = pelo
tacido irfético, sands identificedas junfc o nenmo frigimen =
génglia trigeminal. Em revisio realizade, 14 esfudas demonstre-
ram gque periodontopatbgencs, como espirogueiss, & seus and-
genos & marcadores de ONA, actio essociados com 04 = estio
forterments accocindos como mgentes causais, o gue deteming
défick cagnito. ®

Bxiste uma gama de sidéncios creccente infer-relacio-
nando doenca perodontal crinica e DA, Estudos clinicos = epi-
demiolégicos que avalianam perda dertéric demonstrerem que
ezze gspects, apeser de controverso na andiiss da histdioo de
doenca pencdontsl, esteve accocindo com menores nives de

memdria curta = d= longa prazo. Emoum =shudo, apds & ave-

ﬂ'm (Sinima imbmiines dwarsl o Boafin Smeiuir, Faceramin s 43 5 2 g SOHS0E. mm e, 20T
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hacao de 38 indriducs com salfde cognitva, demonsirou-ze
gue, por meis de ewame clinico periodontal = cnélise d= esoe-
neermenio em nivel cerebral = gushe pare fatores de confusdao,
como fump, perde de insergdo olinica maior ou iguel @ 3 mm
eximve pecorieda @ maor formecio de pleces P-amikoides, que
exifo associndas, por sUR ver, 2 maior desermechimento de de-
ficit cogritvo = DA% Extudos rensversaiz = de cordter longiu-
dinal demanstrem que os principais febores perindoteis, como
sengrements gengral, perda de insercao dinics, profundidads
de sondegem, perda dsses sheoler & anlicorpos @os penodon-
topebigenas, esido sionificativaments azcociados & declinic d=
fungio cogriftiva, mesmo diembe de gjuste de cofciores.

Froteines de fase saguds, indundo ctocines inflamets-
fias coma IL-1F, -6 = THF-0, séo apontades como possheis
fatores indiretos que interligam pedodontopeifigencs = seus
fatores de virléncia com o deservohimento de DA® Ouirc
eapecto impartent= deronstredo ne litenahra & o feto d= que
muitss mdividups idosos, insttucionelizedos cu nEo, demons-
trerern declinic de cuidedos em higiene orel, o que s= forme um
fator imporient= no decermoiviments e recidivi de infeccio onal,
e confribul pere & inflamegia, que pode kever a indices de con-
fusio = derndncic imporiemtes. &

£ imporients tembém ressaltar oue, com o emvelhec
meta, aspectos comportementis sofrem modficacbes &, mu-
tas weres, as medidas de sutocuidado ficam mence efefvas.
fizsim, o comfrole de plece pelo pacierte pode tombEm piorar
com o envelhecimento, o que aumentz as chences do decemol-
vimenio de doencas periodontaiz. Anda & digno de note que 2
ebardagem do paciente gendlico precica ser objeto de sbencio
ra pdonolagis tarfo am espectos preventvos como teropéus-
CiE, oM vishas & Sus salde integrel

Com base na refledio posic nesta cokung, £ licito sugerr
gue @ manutengio de salde bucd posza ter beneficio também
por limiter o desanvabimenio de dosnge d= Alrheimer, o gue
incrementa o papel de odontologia como wna profissdo que

confibul pars a safds integrel de individuos = populecbes.
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Artigo 2

EFEITO DA PRESENCA DE DOENCA PERIODONTAL SOBRE
COMPORTAMENTO DE RATOS WISTAR COM DEFICIT COGNITIVO
INDUZIDO POR ESCOPOLAMINA

Em manuscrito (sera submetido para o periodico Archives of Oral
Biology — Fator de impacto: 1,74
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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito da presenca de doenga periodontal sobre o estado
comportamental de ratos com déficit cognitivo induzido por escopolamina. Métodos:
Trinta ratos Wistar foram randomizados e subdivididos em trés grupos experimentais:
Grupo escopolamina, onde foi realizado inducéo de déficit cognitivo por escopolamina;
Grupo doenca periodontal e escopolamina avaliado pelo teste comportamental de
labirinto aquéatico de Morris; e Grupo doenga periodontal e escopolamina avaliado pelo
teste comportamental de esquiva inibitoria. A doenca periodontal (DP) foi induzida pela
colocacdo de ligadura nos segundos molares superiores e inferiores dos animais testes,
totalizando quatro ligaduras. Apos decorrida a fase experimental, os animais foram
eutanasiados e foram coletadas as maxilas e mandibulas para analise morfométrica por
meio de fotografias digitais padronizadas. Para comparacdo das médias de perda 6ssea
alveolar entre os grupos foi realizado o teste ANOVA para compara¢fes multiplas. Para
comparacdo das médias de laténcia entre os grupos de andlises comportamentais foi
utilizado o teste t para amostras independentes. Resultados: comparando a perda 6ssea
alveolar, podem-se observar diferencas significativas entre 0s grupos que apresentaram
inducdo de doenca periodontal por ligadura (DP + Escopolamina labirinto - 0,46 + 0,04)
e (DP + escopolamina esquiva - 0,47 + 0,04), e o grupo que ndo houve inducédo de doenca
(0,22 + 0,01). Observando-se os dados relacionados ao desfecho primario, quando
comparado os grupos, ndo houve diferenca estatistica nos parametros comportamentais
avaliados pelo teste de labirinto de Morris e teste de esquiva inibitdria. Conclusdo: pode
ser concluido que, no presente modelo experimental, a inducédo de periodontite ndo foi
capaz de modular, de forma significativa, prejuizos comportamentais de retencdo de
memoria espacial de curta e longa duragdo em ratos Wistar.

Palavras chave: Periodontite, Alzheimer, Disfuncdo Cognitiva, ratos Wistar.
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INTRODUCAO

Nos ultimos 100 anos, por meio de avancos em salde e inovacgdes no tratamento
de doencas, 0s paises acrescentaram cerca de 30 anos a longevidade e estimativa de vida
ao nascer (United Nations Department of Economics and Social Affairs, 2008). Dentre
as patologias relacionadas com o processo de envelhecimento, os processos degenerativos
destacam-se de forma significativa. Estima-se que, na maioria das regides do mundo, a
prevaléncia de doencas degenerativas, principalmente relacionadas a deméncias,
apresenta uma variabilidade entre 5% e 7% acima da sexta década de vida (PRINCE et
al., 2013). Parte significativa desses quadros demenciais decorrem da Doenca de
Alzheimer, colocando esta condicdo como uma prioridade de saude mundial. A doenga
de Alzheimer constitui uma das patologias neurodegenerativas mais prevalentes,
apresentando perda cognitiva e deméncia, sendo associada a morte e atrofia neuronal
especifica, de forma progressiva e fatal (BALIN & HUDSON, 2014; OLSEN &
SINGHRAO, 2015). Correlacionando com as crescentes expectativas de vida e mudancas
de estilos de vida, projecdes recentes tém indicado que 1 a cada 85 individuos podera ser
diagnosticado com Doenca Alzheimer (DA) até o ano de 2050 (BROOKMEYER et al.,
2007).

A memoria recente é a primeira a ser afetada, porém outras habilidades também
sdo comprometidas com o progresso da doenca, como, por exemplo, a capacidade de
realizar calculos e de usar objetos e ferramentas que fazem parte do cotidiano da pessoa
acometida pela DA, sendo considerada de alta morbidade neurodegenerativa (de FALCO
etal., 2016; GANESH et al., 2017). Evidéncias cientificas recentes tém demonstrado que
alteracdes inflamatdrias oriundas de infeccdes periféricas, bem como danos vasculares e
estresse oxidativo, podem agravar o processo inflamatério em nivel cerebral,
desempenhando um papel significativo na patogénese do deficit cognitivo na DA
(HOLMES, BUTCHART, 2011; MARCHESI, 2011). As doengas periodontais sdo
patologias de carater infecto/inflamatorio associadas a modulacdo hiperinflamatoria
sistémica, evidenciada por aumento de niveis séricos de proteina C-reativa e citocinas
pro-inflamatorias (LINDEN et al., 2013; SHAIK et al., 2014). Estudos tém revelado uma
relacdo importante entre doencas periodontais e efeitos adversos sistémicos como

doencas cardiovasculares, doencas pulmonares, parto prematuro e baixo peso neonatal,
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obesidade, osteoporose, diabetes, artrite, cancer e doencas neurodegenerativas como
Parkinson e Alzheimer (LIU et al., 2013; LINDEN, LYONS, SCANNAPIECO, 2013;
GANESH et al., 2017).

Evidéncias recentes demonstram uma plausibilidade biol6gica na relagdo entre as
doencas periodontais e DA embasada em trés principais vias: dissemina¢do metastatica
de bactérias gram-negativas da cavidade oral para o cerebro; Injaria neuronal por
transmigracdo de mediadores inflamatorios através da barreira hematoencefalica, em
resposta a periodontite e possivel papel dos polimorfismos genéticos na patogénese das
doencas periodontais e da DA (SINGHRAO et al., 2014; KAMER et al., 2015; HARRIS
e HARRIS, 2015; SINGHRAO et al., 2015; OLSEN E SINGHRAO, 2015; IDE et al.,
2016; PAZOS et al., 2017; GANESH et al., 2017). Estudos observacionais tém
demonstrado que a periodontite pode ser um fator de risco para déficit cognitivo, contudo,
estudos longitudinais e revisdes sistematicas ndo foram capazes de elucidar bem essa
possivel inter-relacdo (WU et al., 2016; TONSEKAR, JIANG, YUE, 2017). O objetivo
do presente estudo é avaliar o efeito da presenca de doenca periodontal sobre o estado

comportamental de ratos com déficit cognitivo.

METODOLOGIA
Desenho Experimental

Este estudo apresenta delineamento prospectivo, randomizado, controlado, cego,
em modelo animal. Desde seu planejamento, as etapas de pesquisa foram conduzidas
seguindo as recomendacdes e guias para execucgao e escrita de estudos em modelo animal
propostas pela Diretriz ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments)
(KILKENNY et al., 2010). Os protocolos de estudo foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA-URI/Erechim), da Universidade Regional Integrada do
Alto Uruguai e das Missdes (URI-Erechim/RS). Os procedimentos experimentais
obedecem a normas propostas pela Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais
(UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e das Orientacdes Eticas Internacionais para Pesquisa
Biomédica Envolvendo Animais (Council for International Organizations of Medical

Sciences - CIOMS) para pesquisa com animais.
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Modelo Animal

Foram utilizados trinta ratos Wistar, com 45 dias de vida, machos, pesando cerca
de 2509, dos quais vinte e nove completaram as etapas experimentais. Durante o
experimento, os animais foram mantidos em caixas-moradia coletivas de polipropileno
medindo 65 x 25 x 15 cm (4-5 animais em cada) com o assoalho recoberto de serragem,
recebendo racdo balanceada para roedores e &gua ad libitum e mantidos em um ciclo
fotoperiodico de 12 horas claro/escuro e em temperatura ambiente (22°C + 2°C). Todos
0S processos necessarios para minimizar qualquer desconforto ou dor foram realizados
pelos pesquisadores, sendo determinada uma semana de aclimatacdo dos animais ao
biotério antes do inicio da fase experimental. O tamanho amostral foi baseado em estudos
prévios utilizando como desfecho principal analises comportamentais (EUN et al., 2017),

e perda Ossea alveolar (LIBERMAN et al., 2011), totalizando 10 animais por grupo.

Randomizacéo e Alocagao dos Animais

Os animais foram alocados randomicamente para Seus respectivos grupos
experimentais distribuidos considerando o peso ponderal a partir de extratos
representados pelos quartis de peso. Os grupos experimentais foram constituidos de:
Grupo Escopolamina - inducdo de déficit cognitivo por escopolamina, e auséncia de
inducdo de perda Ossea alveolar, sendo realizada analise comportamental pelas técnicas
de Labirinto de Morris e Esquiva Inibitéria — n=10; Grupo Escopolamina + Doenca
periodontal (DP) — Labirinto de Morris - inducdo de doenca periodontal por meio de
colocacdo de ligadura, e inducdo de déficit cognitivo por meio de escopolamina, sendo
realizada analise comportamental pelo Labirinto de Morris — n=10; Grupo Escopolamina
+ Doenca Periodontal (DP) — Esquiva Inibitéria - - inducdo de doenca periodontal por
meio de colocacgéo de ligadura, e inducdo de déficit cognitivo por meio de escopolamina,

sendo realizada anélise comportamental pela Esquiva Inibitdria — n=10.
Inducéo de Doenca Periodontal

Foi realizada indugcdo de perda 6ssea alveolar por meio de colocagdo quatro
ligaduras no segundo molar de cada hemiarcada superior e inferior do rato, sendo

realizada por meio de anestesia geral. O protocolo anestésico utilizado foi o composto
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Tiletamina-Zolazepan (Zoletil®) 20mg/kg, intraperitoneal (IP), com manutencéo quanto
necessario (DIEH et al., 2001). Para colocagéo das ligaduras foi utilizado o fio de sutura
de seda (4-0) - Ethicon®, colocado com auxilio de duas pingas porta agulha do tipo Castro
Viejo nos espacos interproximais e realizado um no na face vestibular. Os procedimentos
para a colocagdo das ligaduras seguiram a metodologia proposta por Liberman et al.
(2011), onde as ligaduras permaneceram por 14 dias, sendo o0 tempo necessario para
desenvolvimento de periodontite. A presenca e correta posic¢ao da ligadura foi verificada

ao final do estudo nas coletas das amostras para analise morfométrica.

Inducéo de Déficit Cognitivo

O déficit de memoria foi induzido pela administracdo de escopolamina
hydrobromide 3 mg/kg intraperitoneal (IP), (Sigma, Sdo Paulo/SP, Brasil), trinta minutos
antes das sessdes testes para avaliacdo de laténcia de memoria por meio dos testes de
esquiva inibitoria e labirinto aquatico de Morris (BIHAQI, SINGH, TIWARI, 2011).

Teste de Esquiva Inibitdria

A esquiva inibitdria foi realizada para avaliacdo de memdria aversiva de curta e
longa duracdo, sendo realizado por meio de uso de uma caixa de condicionamento, com
face frontal de vidro. Na extremidade esquerda da caixa encontra-se uma plataforma de
madeira de 8 cm x 25 cm, situada a 5 cm do chdo da caixa. No restante da caixa o assoalho
é formado por uma grade de barras de inox, as quais apresentam 0,2 cm de didmetro e
encontram-se separadas umas das outras por um espaco de 1 cm. Na sessdo treino os
animais foram colocados delicadamente de frente para o fundo da caixa, e ao descer com
as quatro patas nas grades de inox receberam um estimulo elétrico de 0,4 mA, durante 2
segundos e a laténcia de descida foi registrada. Logo ap6s os animais foram retirados do
equipamento e colocados em suas caixas de origem. Nas sessdes teste (24 horas pos-
treino para memoria de longa duracdo e 90 minutos pos-treino para memoria de curta-
duragéo) os animais foram reexpostos ao equipamento, mas com a extin¢do do choque
elétrico. A diferenca entre o tempo de descida (laténcia) da sessao teste e da sesséo treino
foi tomada como medida de memdria. Como padréo, foi estabelecido um teto maximo de
laténcia de descida da plataforma correspondente a 60 segundos na sesséo treino e 180

segundos na sessao teste, igualmente para todos os grupos, de modo que as laténcias
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superiores a estes padrdes foram consideradas como tais (ROSSATO et al., 2004), os
testes foram realizados apds decorridos 14 dias de indugdo de doenca periodontal por
meio de ligadura nos grupos que receberam inducdo de doenca.

Teste de Labirinto Aquatico de Morris

Neste teste foi utilizado um tanque (1 m de didmetro), dividido em quadrantes
(norte, sul, leste e oeste) por linhas imaginarias contendo agua no seu interior, e em uma
profundidade de 30 cm. Durante o treinamento foi colocada uma plataforma (10 cm de
didmetro) submersa a 1 cm abaixo da superficie de agua (21 +2°C) obscurecida com
solucdo opaca para turvamento da &gua, sempre dentro do mesmo quadrante, durante
quatro dias consecutivos. Cada treino consistiu de um bloco de quatro tentativas onde 0s
animais foram gentilmente colocados em cada um dos quadrantes, no maximo um minuto
cada. O treinamento dos animais ocorreu durante quatro dias consecutivos antecedendo a
administragdo de escopolamina. Se os animais ndo localizaram a plataforma por si s6 em
60 segundos, eles foram guiados pelo pesquisador até a plataforma, e mantidos sobre ela
por 10 segundos, para apds retornar a uma caixa e descansar por 20 segundos. Para este
teste foi registrado o tempo em que o animal levou para alcancar a plataforma durante o
quarto dia. No quinto dia, 0s animais receberam a administracdo de escopolamina e o
teste foi realizado. O teste consistiu em repetir o que eles aprenderam nos ensaios, mas
sem a plataforma na agua. Os animais foram alocados em um ponto inicial e liberados
para nadar na posicdo da piscina oposta a qual estava a plataforma, permitindo avaliar a
memoria espacial e compara-la entre os diversos grupos (ROSSATO et al., 2006), este
teste também foi realizado, desde a fase de treino até o teste propriamente dito, apés
decorridos 14 dias de inducdo de doenca periodontal por meio de ligadura nos grupos que

receberam indugéo de doenca.

Preparo das Pecas Maxilares e Analise Morfométrica da Perda Ossea Alveolar

Apds o término dos procedimentos experimentais foi realizada a eutanasia dos
animais por meio de guilhotina. As maxilas e mandibulas foram removidas e imersas em
hipoclorito de sddio (9% de cloro ativo), durante cinco horas, e os tecidos moles restantes
mecanicamente removidos, apos, foi realizada lavagem e as pecas foram secas. Para uma

melhor visualizacdo da juncdo amelo-cementéria, as pegas foram coradas com azul de
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metileno a 1% durante um minuto, lavando-se e secando-se novamente para remover
excessos da solucdo. Foram realizadas fotografias padronizadas das pecas com camera
fotografica digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100 (Nikon®
Coolpix, Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal padrao.

Foi utilizado um aparato confeccionado com pasta pesada de silicona de adicao
para promover fixagdo de uma régua endoddntica a uma posi¢do perpendicular em relagdo
ao solo. As pecas foram fixadas a régua com lamina de cera 07, de modo que o plano
oclusal da peca ficasse paralelo ao solo, sendo realizadas fotografias das faces vestibular
e palatina de cada uma das pecas, avaliando a medida da distancia da juncdo amelo-
cementaria a crista 6ssea através programa ImageJ 10.0, determinando uma média de
perda 6ssea por animal por meio da média de cinco pontos por face livre por um

examinador calibrado e cego aos grupos experimentais.

Cegamento e Reprodutibilidade

O cegamento dos pesquisadores ocorreu no momento da analise morfométrica e
conducdo das analises comportamentais, sendo os avaliadores cegos aos grupos.
Previamente ao inicio da analise morfométrica, para a calibragem do examinador, 20
espécimes foram aleatoriamente escolhidos (por sorteio) para serem duplamente
mensurados, em termos de perda 6ssea alveolar, com intervalo de uma semana sendo que
suas médias foram comparadas através de teste t para amostras pareadas, acrescido de
coeficiente de correlacdo de Pearson. Auséncia de diferenca estatisticamente significativa
entre as médias foi considerada um indicativo de reprodutibilidade. Também foi realizado

o coeficiente de correlacdo intra-classe, sendo resultado de 0,97.

Anélise Estatistica

As analises foram realizadas com o auxilio do software SPSS 22.0 para Windows.
Para todos os parametros utilizados, o teste de Kolmorov-Smirnov foi realizado para
testar a normalidade dos dados. Para comparacdo das médias de perda 6ssea alveolar entre
os grupos foi realizado o teste ANOVA para comparagdes multiplas. Para comparacgéo
das medias de laténcia entre os grupos de analises comportamentais foi utilizado o teste t

para amostras independentes. Para fins de analise descritiva, foram realizadas médias e
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desvio-padréo das diferentes variaveis. A significancia adotada para as anélises foi de
95%.

RESULTADOS

Os resultados do presente estudo relatam dados de perda Ossea alveolar e do
desfecho primario relacionados ao tempo de laténcia de memdria como parametro
comportamental. Um animal, do grupo que foi induzido doenca periodontal e déficit
cognitivo por escopolamina — esquiva inibitoria, morreu durante o procedimento de
instalacéo de ligadura, ndo se recuperando do procedimento anestésico, tendo 29 animais
completado o estudo. A figura 1 mostra os resultados do teste ANOVA para comparagéo
das médias de perda 6ssea alveolar nos diferentes grupos. As figuras 2 e 3 demonstram
as comparacdes estatisticas (teste t para amostras independentes) das médias de tempo de

laténcia nas diferentes avaliagbes comportamentais.

Figura 1 — Comparacdo das médias de perda dssea alveolar induzida (milimetros) nos

grupos experimentais (ANOVA - Bonferroni).
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Letras diferentes indicam significancia estatistica com teste ANOVA de uma via com Post Hoc
Bonferroni (p < 0,05).
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Figuras 2 e 3 — Comparagdo das médias de laténcia de memoria (segundos) nos
grupos experimentais avaliados por Labirinto de Morris e Esquiva Inibitoria,

respectivamente.
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Letras diferentes indicam significancia estatistica com teste t para amostras independentes
(p <0,05).

Em relacdo a perda dssea alveolar, podem-se observar diferencas significativas
entre 0s grupos que apresentaram inducdo de doenca periodontal por ligadura (DP +
Escopolamina Labirinto - 0,46 + 0,04) e (DP + escopolamina Esquiva - 0,47 £ 0,04), e 0
grupo que ndo houve inducdo de doenga (0,22 = 0,01). Observando-se os dados
relacionados ao desfecho primario, quando comparado os grupos, ndo houve diferenca
estatistica nos parametros comportamentais avaliados pelo teste de Labirinto de Morris e

teste de Esquiva Inibitoria.

DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da presenca da doenga
periodontal sobre déficit cognitivo por meio de dois parametros comportamentais de
avaliacdo de memadria de curta e longa duracdo. O estudo da possivel relacdo modulatéria
da doenca periodontal sobre outras doencgas neurodegenerativas, como a Doenga de

Azheimer, é recente, com poucos estudos experimentais e clinicos (WU et al., 2016;
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TONSEKAR, JIANG, YUE, 2017). Os dados epidemiologicos demonstram diversos
fatores contribuintes para a plausibilidade biologica relacionando as doencas periodontais
e DA, esses fatores emergem a necessidade de desenvolvimento de estudos experimentais
para melhor compreender 0s mecanismos que associam as duas patologias.

Os estudos em modelo animal, apesar da impossibilidade de extrapolacdo de
resultados para seres humanos, permanecem como uma alternativa viavel e relevante por
similaridades anatdbmicas, bioquimicas e, em parte, microbioldgicas, dos tecidos
periodontais e etiopatogenia de doenca, sendo utilizados em estudos de inter-relacao entre
patologias periodontais e outros efeitos adversos sistémicos (SUSIN e ROSING, 2002;
OZ et al., 2011; VARGAS-SANCHEZ et al., 2017). Nos resultados do presente estudo,
relacionando o nivel de perda 6ssea entre os grupos, pode-se observar que, apesar de
menores niveis de perda éssea nos dois grupos em que houve indugcdo comparados com
outros estudos na literatura (WAGNER et al., 2016; CAVAGNI et al., 2016), houve
diferenga estatistica entre os grupos, demonstrando que o modelo experimental de
inducdo de periodontite por ligadura foi efetivo. Pode-se destacar como ponto positivo do
estudo, a inducdo de periodontite por meio de 4 ligaduras (segundos molares de cada
hemiarcada), incrementa o desafio inflamatdrio, mimetizando com maior fidelidade o
perfil de periodontite crénica generalizada em humanos, diferente de outros estudos que
utilizam uma ou duas ligaduras somente (VERZELETTI et al., 2012; MIHADA-WARA
etal., 2017).

Da mesma forma, modelos experimentais animais de desenvolvimento de déficit
cognitivo por inducdo com escopolamina e analises comportamentais de memoria,
tangentes a etiopatogénese da DA, séo utilizados de forma importante para avaliacdo de
retencdo de memdaria espacial de curta e longa duracdo (MALIN et al., 2015; MALEKI,
EZATTI-HASSANPOUR, NAVAEIAN, 2017; LI et al., 2017). O presente estudo, de
forma pioneira, avalia o possivel efeito da doenca periodontal sobre o déficit cognitivo
induzido por escopolamina, analisando dois pardmetros comportamentais, esquiva
inibitoria e labirinto de Morris em ratos Wistar. Outro estudo realizado com intuito de
elucidar a relacdo das enfermidades periodontais e DA, de carater microbiologico,
analisou colonizag&o direta de periodontopatdgenos em nivel cerebral, e demonstrou que
P. gingivalis foi capaz de acessar o cérebro dos ratos infectados, contribuindo para
ativacdo do sistema complemento e consequente lesdo neuronal, entretanto, sem analises

de carater comportamental dos animais (POOLE et al., 2015).
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No estudo em questdo, apesar de apresentar uma tendéncia de associacdo entre
perda dssea alveolar induzida e aumento de déficit cognitivo, ndo houve significancia
estatistica nos resultados. A auséncia de significancia estatistica pode ser explicada
devido as alteracdes comportamentais de laténcia de memoria espacial estarem presentes
em estdgios mais avancados de deficit cognitivo. As alteragdes bioquimicas,
principalmente relacionadas ao estresse oxidativo, estdo presentes, em nivel cerebral,
anteriormente a qualquer alteracdo comportamental (LIU et al., 2008a; LIU et al., 2008b).
Outros fatores apontados na literatura que podem modular o comportamento e influenciar
a performance nos testes de memoria incluem a espécie do animal, estresse emocional e
idade (D'HOOGE e DEYN, 2001; BROMLEY-BRITS, DENG, SONG, 2011).

Deve-se salientar que os achados do presente estudo em modelo animal devem ser
interpretados em perspectiva. Estudos com roedores sdo importantes para o entendimento
e estabelecimento de plausibilidade bioldgica e etiopatogenia, entretanto, o potencial
translacional ndo é direto. Pode ser concluido que, no presente modelo experimental, a
inducdo de periodontite ndo foi capaz de modular prejuizos comportamentais de retencao
de memdria espacial de curta e longa duracdo em ratos Wistar. Novos estudos em modelo
animal e clinicos devem ser conduzidos para melhor entendimento da possivel relacdo
das doencas periodontais e a Doenca de Alzheimer, principalmente em nivel bioquimico

cerebral.
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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito da inducdo da doenca periodontal sobre pardmetros quimicos
de estresse oxidativo em um modelo de inducdo de déficit cognitivo em ratos Wistar.
Métodos: quarenta ratos Wistar foram randomizados e distribuidos em quatro grupos
experimentais. Grupo Controle - auséncia de Inducdo de doenca periodontal e auséncia
de inducdo de déficit cognitivo — n=10; Grupo doenga periodontal (DP) - realizada
inducdo de doenca periodontal - n=10; Grupo Escopolamina — inducdo de déficit
cognitivo por escopolamina — n=10; Grupo Escopolamina + Doenca periodontal (DP) -
inducdo de doenca periodontal e inducdo de déficit cognitivo — n=10. A periodontite foi
induzida por colocacdo de ligadura nos segundos molares superiores e inferiores dos
animais testes, totalizando quatro ligaduras. O déficit cognitivo foi induzido por
escopolamina (3mg/kg). Apds decorrida a fase experimental, os animais foram
eutanasiados e foram coletadas as maxilas e mandibulas para analise morfométrica por
meio de fotografias digitais padronizadas. Foram realizados testes bioquimicos para
afericdo de estresse oxidativo em nivel cerebral (cortex e hipocampo). Para comparacao
das médias de perda dssea alveolar e diferencas nas médias dos parametros bioquimicos
de estresse oxidativo entre os grupos foi realizado o teste ANOVA para comparacdes
maltiplas. Resultados: os dados bioquimicos de alteracbes relacionadas ao estresse
oxidativo evidenciam que a presenca da doenca periodontal induzida foi capaz de
modificar significativamente os parametros de glutationa reduzida (GSH) e sulfidrilas
totais, tanto no grupo somente com doenca periodontal (DP) (GSH - 5,15+0,80;
Sulfidrilas - 48,14+6,17) em relacdo ao controle (GSH - 8,00+0,77; Sulfidrilas -
62,59+12,05), como no grupo de inducdo de déficit cognitivo e doenca periodontal
(DP+Escopolamina) (GSH - 3,87+0,72; Sulfidrilas — 42,00+6,25). Conclusdo: pode-se
concluir que a periodontite induzida foi capaz de modular o déficit cognitivo, diminuindo

a acao de agentes antioxidantes em nivel cerebral, no modelo experimental proposto.

Palavras Chave: Alzheimer, Periodontite, Disfun¢éo Cognitiva, Estresse Oxidativo.
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INTRODUCAO

As patologias neurodegenerativas sdo caracterizadas pela destruicéo irreversivel
neuronal, o que leva a perda progressiva e incapacitante de determinadas funcdes do
sistema nervoso. Algumas delas sdo hoje consideradas as maiores causas de deméncia no
mundo, sendo doencgas de grande morbidade progressiva (de FALCO et al., 2016). A
Doenca de Alzheimer (DA) é a patologia que, atualmente, representa a forma mais
comum de déficit cognitivo. As estimativas de prevaléncia indicam que até o ano de 2030,
cerca de 72 milhGes de pessoas no mundo sejam acometidas pela doenca, dobrando o
valor a cada 20 anos (REITZ, BRAYNE, MAYEUX, 2011). Em um primeiro momento,
0s numeros absolutos de individuos afetados pela DA, em escala global, podem parecer
baixos, entretanto, somente nos Estados Unidos, 0s custos de tratamento da doenca sao
estimados em 172 bilhdes de dolares por anos (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2010).
O estudo de fatores que podem contribuir na etiopatogénese da DA torna-se de extrema

relevancia no atual contexto epidemiolégico.

As evidéncias cientificas demonstram que o estresse oxidativo desempenha papel
central na Doenga de Alzheimer, ainda que ndo esteja bem estabelecido o real papel
desencadeador e efeito secundario (RICCIARELLI et al., 2007). O estresse oxidativo
determina a acdo de radicais livres ocasionando danos celulares por meio de peroxidacédo
lipidica, oxidacdo proteica e do DNA. Para combater as acGes citotoxicas dos radicais
livres, as células apresentam defesas antioxidantes, que incluem enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx) (CUI et al.,
2004). A expressdo de enzimas antioxidantes como a SOD, catalase, sulfidrilas e a
glutationa, tem sido reportada como relevante na acdo antioxidante tanto no sistema
nervoso central como nos tecidos periféricos em pacientes com DA (CHEN e ZHONG,
2014). O cérebro humano constitui apenas 2% do peso corporal, por outro lado, consome
cerca de 20% do suprimento de oxigénio do sistema respiratdrio. O alto consumo de
energia determina um maior risco e suscetibilidade ao estresse oxidativo do que qualquer
outro 6rgdo (SOKOLOFF, 1999; PRATICO, 2008).

As evidéncias atuais demostram que outras condi¢des inflamatdrias sistémicas podem
modular o estresse oxidativo em nivel cerebral. As doencas periodontais apresentam
carater infecto-inflamatorio dependente da presenca de biofilme bacteriano, que pode
levar a destruicdo local diretamente através de produtos toxicos ou indiretamente pela

ativacdo do processo inflamatorio (LINDEN, 2013). Além do aumento de diversos
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marcadores inflamatorios frente a periodontite, tais como proteina IL-1B, IL-6 e TNF-a,
verifica-se aumento das espécies reativas de oxigénio, demonstrando uma potencial
relacdo entre inflamacdo e estresse oxidativo (BATTINO et al., 1999; D’AIUTO et al.,
2010). Sabe-se que a destruicdo tecidual associada a periodontite é considerada resultado
de uma resposta inflamatoria excessiva a agresséo bacteriana. Essa resposta determina a
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que resulta em estresse oxidativo pelo
desequilibrio entre producao de ERO e defesas antioxidantes (D’AIUTO et al., 2010;
CALLAWAY e JIANG, 2015; WHITE et al., 2016). Levando em consideracdo a
oxidacdo exacerbada frente as doengas periodontais, tanto a pré-oxida¢do quanto a
reducdo na antioxidacdo poderd@o gerar mais danos celulares e teciduais, encontrando-se
relacdo da periodontite com diferentes tipos de danos oxidativos: lipidicos, proteicos (16)
e a0 DNA (AKALIN et al., 2007; KANOPKA et al., 2007; BALTACIOGLU et al., 2008;
CANAKCI et al., 2009; VILLA-CORREA et al., 2015). O objetivo do presente estudo €
avaliar o efeito da inducdo da doenca periodontal sobre pardmetros quimicos de estresse

oxidativo em um modelo de inducéo de déficit cognitivo em ratos Wistar.

METODOLOGIA

Este estudo apresenta delineamento prospectivo, randomizado, controlado, cego,
em modelo animal. A analise bioquimica do presente estudo faz parte de um projeto de
pesquisa maior de relacdo entre doencas periodontais e Alzheimer. Os protocolos de
estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-
URI/Erechim), da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes (URI-
Erechim/RS). Os procedimentos experimentais obedecem a normas propostas pela
Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e das
OrientagBes Eticas Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais
(Council for International Organizations of Medical Sciences - CIOMS) para pesquisa

com animais.
Modelo Animal

Foram utilizados 40 ratos wistar, com 45 dias de vida, machos, pesando cerca de
250g, dos quais 38 completaram as etapas experimentais. Durante o experimento, 0s
animais foram mantidos em caixas-moradia coletivas de polipropileno medindo 65 x 25

x 15 cm (4-5 animais em cada) com o assoalho recoberto de serragem, recebendo racéo
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balanceada para roedores e agua ad libitum e mantidos em um ciclo fotoperiddico de 12
horas claro/escuro e em temperatura ambiente (22°C £ 2°C). Todos 0S processos
necessarios para minimizar qualquer desconforto ou dor foram realizados pelos
pesquisadores, sendo determinada uma semana de aclimatacdo dos animais ao biotério
antes do inicio da fase experimental. O tamanho amostral foi baseado em estudos prévios
utilizando como desfecho principal a perda 6ssea alveolar (LIBERMAN et al., 2011),
totalizando 10 animais por grupo.

Randomizacao e Alocagao dos Animais

Os animais foram alocados randomicamente para Seus respectivos grupos
experimentais distribuidos considerando o peso ponderal a partir de extratos
representados pelos quartis de peso. Os grupos experimentais foram constituidos de:
Grupo Controle - auséncia de Inducdo de doenca periodontal e auséncia de inducédo de
déficit cognitivo — n=10; Grupo doenca periodontal (DP) - realizada inducdo de doenca
periodontal por meio de colocacdo de ligadura - n=10; Grupo Escopolamina — inducgéo de
déficit cognitivo por escopolamina — n=10; Grupo Escopolamina + Doenca periodontal
(DP) - inducéo de doenca periodontal por meio de colocacdo de ligadura, e inducédo de

déficit cognitivo por meio de escopolamina — n=10.
Inducéo de Doenca Periodontal

Foi realizada inducdo de perda 6ssea alveolar por meio de colocagdo de quatro
ligaduras no segundo molar de cada hemiarcada superior e inferior do rato, sendo
realizada por meio de anestesia geral. O protocolo anestésico utilizado foi 0 composto
Tiletamina-Zolazepan (Zoletil®) 20mg/kg, intraperitoneal (IP), com manutencéo quanto
necessario (DIEH et al., 2001). Para realizacdo das ligaduras foi utilizado o fio de sutura
de seda (4-0) - Ethicon®, colocado com auxilio de duas pingas porta agulha do tipo Castro
Viejo nos espacgos interproximais e realizado um no na face vestibular. Os procedimentos
para a colocacdo das ligaduras seguiram a metodologia proposta por Liberman et al.
(2011), onde as ligaduras permaneceram por 14 dias, sendo 0 tempo necessario para
desenvolvimento de periodontite. A presenca e correta posic¢ao da ligadura foi verificada

ao final do estudo nas coletas das amostras para analise morfométrica.
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Inducéo de Déficit Cognitivo

O déficit de memdria foi induzido pela administragdo de escopolamina
hydrobromide 3 mg/kg intraperitoneal (IP), (Sigma, Sdo Paulo/SP, Brasil), trinta minutos
minimos antes da eutanasia dos animais (BIHAQI, SINGH, TIWARI, 2011).

Preparo do Tecido Cerebral e Medidas de Estresse Oxidativo

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo sem uso de farmaco anestésico
para ndo interferir nas posteriores andlises bioquimicas cerebrais, e 0 cortex
imediatamente separado. As estruturas foram homogeneizadas (1:10 p/v) em tampao
fosfato de s6dio (200 mM) com KCI (140 mM). O homogeneizado obtido foi centrifugado
a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante separado para as técnicas da homeostase
redox. Para os experimentos da homeostase redox, os sobrenadantes obtidos dos
diferentes tecidos foram submetidos a uma incubacao a 37 °C na presenca dos acidos

organicos por uma hora.

Determinagao dos Niveis de Substancias Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBA-
RS)

Para quantificar os produtos da peroxidacao lipidica foi utilizado o método de
andlise da formacdo de substancias que reagem ao acido tiobarbitirico (TBARS). Este
método consiste na andlise dos produtos finais da peroxidagdo lipidica. Foram
adicionados 300 pL de é&cido tricloroacético 10 % a uma aliquota de 150 uL do
sobrenadante. Apds centrifugacdo, 300 pL do sobrenadante foram tratados com acido
tiobarbiturico 0,67 % na proporc¢do de 1:1. A mistura foi levada a um banho fervente
durante 25 min e, apo6s, resfriada em dgua a temperatura ambiente. A absorvancia obtida
através da coloracdo rosea resultante foi medida em espectrofotbmetro a 532 nm
(DELWING-DAL MAGRO et al., 2016).

Medida de Sulfidrilas Totais

Este parametro foi realizado de acordo com o método de Aksenov e Markesbery
(2001). Um volume de 50 pL de sobrenadante reagiu com o &cido ditionitrobenzoico
10mM (DTNB). A oxidagdo dos tidis livres da amostra leva & formagdo de pontes
dissulfeto; o acido ditionitrobenzéico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tidis ndo
oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB), lido espectofotometricamente a 412 nm.

Com isso 0 método determina os tidis totais da amostra.
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Medida dos Niveis de Glutationa Reduzida (GSH)

Este pardmetro foi realizado de acordo com o método de Salat e colaboradores
(2014). Um volume de 300 pL de sobrenadante foi desproteizinado adicionando-se um
volume de acido metafosforico 1,85 %. Apos centrifugacdo, 150 UL do sobrenadante
foram neutralizados com Na,HPO, (0,3 M) e, posteriormente, reagiram com o0 acido
ditionitrobenzoico (DTNB) na concentracdo de 1 mM. A medida dos ti6is livres de uma

amostra desproteinizada reflete a concentracdo de GSH da amostra.

Atividade de Catalase (CAT)

Foi determinada a atividade desta enzima através do método de Olorunnisola e
colaboradores (2016). Em 50 mL de tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0 foram
adicionados 100 pl de H202 30% (v/v). Apds adicdo de 20 pl de sobrenadante
(previamente tratada com Triton 0,1 %) a 600 pl da mistura (tampéo + H20.) foi realizada

a leitura da queda da absorvancia do H202 em espectrofotdmetro a 240 nm.

Determinacéo da Atividade da Enzima Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica utilizada baseia-se na metodologia de Marklund (1985). O sobrenadante
obtido apds a centrifugagcdo do homogeneizado das planérias foi transferido para um tubo
pequeno e 15 uL sendo posteriormente pipetado a uma placa de 96 pocos. A atividade da
SOD é medida baseando-se na capacidade do piragalol de se auto-oxidar em um processo
altamente dependente de O*", que é um substrato para a SOD. A inibicdo da auto-
oxidacdo desse composto ocorre na presenca da SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente medida no espectrofotémetro a 420 nm. 15 uL de sobrenadante que foi
posteriormente pipetado numa placa de 96 pocos em duplicata. Adiciona-se entdo 210uL

de uma mistura de catalase 80 U / mL (100uL) e tampédo Tris 50 mM, &cido

etilenodiaminotetracético (21500 uL), pH 8,2, em cada poco sobre as amostras e, por fim,

20uL de pirogalol (0,38 mM). Apos, foi realizada a leitura da absorvancia a 405 nm

durante 5 min. em espectrofotbmetro. Uma curva de calibragdo foi feita com SOD
purificada como padréo para calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Os

resultados sdo expressos como (umol/mg).

Preparo das Pecas Maxilares e Analise Morfométrica da Perda Ossea Alveolar
Apds o término dos procedimentos experimentais foi realizada a eutanasia dos

animais por meio de guilhotina. As maxilas e mandibulas foram removidas e imersas em
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hipoclorito de sddio (9% de cloro ativo), durante cinco horas, e os tecidos moles restantes
mecanicamente removidos, apos, foi realizada lavagem e as pecas foram secas. Para uma
melhor visualizagdo da juncdo amelo-cementaria, as pecas foram coradas com azul de
metileno a 1% durante um minuto, lavando-se e secando-se novamente para remover
excessos da solucdo. Foram realizadas fotografias padronizadas das pecas com camera
fotografica digital de 6.1 megapixels modelo D100, com lente macro 100 (Nikon®
Coolpix, Ayutthaya, Tailandia), acoplada a um tripé com distancia focal padrao.

Foi utilizado um aparato confeccionado com pasta pesada de silicona de adicao
para promover fixacao de uma régua endoddntica a uma posicao perpendicular em relacédo
ao solo. As pecas foram fixadas a régua com lamina de cera 07, de modo que o plano
oclusal da peca ficasse paralelo ao solo, sendo realizadas fotografias das faces vestibular
e palatina de cada uma das pecas, avaliando a medida da distancia da juncdo amelo-
cementaria a crista 0ssea através programa ImageJ 10.0, determinando uma média de
perda Gssea por animal por meio da média de cinco pontos por face livre, por um

examinador calibrado e cego aos grupos experimentais.

Cegamento e Reprodutibilidade

O cegamento dos pesquisadores ocorreu no momento da analise morfométrica e
conducdo das andlises bioquimicas, sendo os avaliadores cegos aos grupos. Previamente
ao inicio da analise morfométrica, para a calibragem do examinador, 20 espécimes foram
aleatoriamente escolhidos (por sorteio) para serem duplamente mensurados, em termos
de perda 6ssea alveolar, com intervalo de uma semana sendo que suas médias foram
comparadas através de teste t para amostras pareadas, acrescido de coeficiente de
correlacdo de Pearson. Auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre as
médias foi considerada um indicativo de reprodutibilidade. Também foi realizado o
coeficiente de correlacdo intra-classe, sendo resultado de 0,97 para analise morfométrica
e 0,95 para as analises bioquimicas.

Anélise Estatistica

As analises foram realizadas com o auxilio do software SPSS 22.0 para Windows.
Para todos os parametros utilizados, o teste de Kolmorov-Smirnov foi realizado para
testar a normalidade dos dados. Para comparacdo das medias de perda 6ssea alveolar e
diferengas nas médias dos parametros bioquimicos de estresse oxidativo entre 0s grupos

foi realizado o teste ANOVA para comparagdes multiplas. Para fins de anélise descritiva,
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foram realizadas médias e desvio-padrdo das diferentes variaveis. A significancia adotada
para as analises foi de 95%
RESULTADOS

Durante a fase de inducdo de doenca periodontal nos grupos, dois animais
morreram devido a complica¢cBes na recuperacdo anestésica, um do grupo doenca
periodontal (DP) e outro do grupo doenca periodontal e déficit cognitivo (DP +
Escopolamina), totalizando 38 animais que completaram o estudo. A figura 1 mostra a

comparacdo das médias de perda 0ssea alveolar nos diferentes grupos experimentais.

Figura 1 — Comparacdo das medias de perda 6ssea alveolar induzida (milimetros)

nos grupos experimentais (ANOVA - Bonferroni).
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Letras diferentes indicam significancia estatistica com teste ANOVA de uma via com Post Hoc
Bonferroni (p < 0,05).

Observando os dados em perspectiva podemos observar que em relacdo a perda
6ssea alveolar, houve diferencas significativas entre os grupos que apresentaram inducao
de doenca periodontal por ligadura (DP - 0,48+0,04) e (DP+Escopolamina - 0,46+0,04)

em relagdo aos grupos sem inducdo (Controle - 0,18+0,03) e (Escopolamina - 0,22+0,01).
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As figuras 2 a 6 demonstram as diferencas das médias dos parametros bioquimicos

de estresse oxidativo, em nivel cerebral, nos diferentes grupos experimentais

Figuras 2-6 — Comparagdo das médias dos pardmetros bioquimicos de estresse oxidativo nos grupos

experimentais (ANOVA - Bonferroni).
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Letras diferentes indicam significancia estatistica com teste ANOVA de uma via com Post Hoc
Bonferroni (p < 0,05).

Os dados bioquimicos de alteracdes relacionadas ao estresse oxidativo evidenciam
que a presenca da doenca periodontal induzida foi capaz de modificar significativamente
os parametros de glutationa reduzida (GSH) e sulfidrilas totais, tanto no grupo somente
com doenca periodontal (DP) (GSH - 5,15+0,80; Sulfidrilas - 48,14+6,17) em relagéo ao
controle (GSH - 8,00+0,77; Sulfidrilas - 62,59+£12,05), como no grupo de inducdo de
déficit cognitivo e doenca periodontal (DP+Escopolamina) (GSH - 3,87+0,72; Sulfidrilas
—42,00£6,25).

DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da doenca periodontal sobre um modelo de
inducdo de déficit cognitivo por escopolamina em ratos. Parametros bioquimicos de
estresse oxidativo, como nivel de antioxidantes, foram avaliados para determinar o dano
oxidativo em nivel cerebral. Até o momento, 0 modelo experimental realizado da
combinacéo de avaliacdo da doenca periodontal, déficit cognitivo e estresse oxidativo em
ratos é pioneiro. O modelo de inducéo de déficit cognitivo por escopolamina demonstrou
que ndo houve uma reducéo significativa de agentes antioxidantes comparado ao grupo
controle. Esse dado vai de encontro com outros estudos na literatura (JAWAID, JAHAN,
KAMAL, 2015; PATTANASHETTI et al., 2017). As diferencas de resultados podem ser
explicadas pelas diferencas de modelos experimentais, com doses de escopolamina
diferentes, variacdes na espécie do animal, idade e mecanismos compensatorios
bioquimicos complexos da acdo combinada dos antioxidantes (CHAPPLE, MATHEWS,
2007).

Em relacdo ao desfecho de perda dssea alveolar, os grupos onde foi induzido
periodontite por meio de ligadura apresentaram maiores médias de perdas 6sseas que 0S
grupos de perda 6ssea espontanea, semelhantes a outros modelos experimentais de doenca
periodontal (CAVAGNI et al., 2016; MIHADA-WARA et al., 2017). Destacando que no
presente estudo, foram realizadas 4 ligaduras, uma por hemiarcada, procurando mimetizar
periodontite generalizada. Evidéncias tém demonstrado que doenga periodontal,
principalmente em estado mais avancado, possui um potencial de ser fonte de um caréter

inflamatdrio sisttmico e estado de estresse oxidativo sistémico global, reduzindo a
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capacidade antioxidante (D’AIUTO, 2010; KANZAKI et al., 2017) da mesma forma, a
etiopatogénese da DA sendo modulada pelos desequilibrios de fatores oxidativos e acdo
de antioxidantes (CERVELLATI et al., 2016). Os dados do estudo evidenciam que a
doenca periodontal induzida, por si so, foi capaz de diminuir de forma significativa os
niveis dos agentes antioxidantes GSH e niveis de sulfidrilas totais, quando comparado
com o controle. E demonstrado em conjunto, que a doenca periodontal associada com a
escopolamina, foi capaz de determinar diminuicdo significativa de agentes antioxidantes
(GSH e sulfidrilas), também, quando comparada com escopolamina individualmente e
com o controle. Esses dados demonstram que a periodontite por si s6 foi capaz de
aumentar o estresse oxidativo, e que, quando associada com a inducdo de déficit
cognitivo, foi capaz de modular e diminuir mais fortemente a acdo de agentes

antioxidantes (GSH e sulfidrilas).

Para avaliagcdo de estresse oxidativo, recomenda-se avaliar tanto a atividade
enzimatica, presente no meio intra-celular (SOD. CAT, GSH), quanto analise da atividade
ndo enzimatica, presente no meio extra-celular (TBA e sulfidrilas), observando de forma
global a peroxidacdo protéica e lipidica (VASCONCELOQOS et al., 2007; NIBALI e
DONOS, 2013). Nos dados evidenciados pelo estudo, pode-se observar uma alteracéo
significativa de niveis de GSH e sulfidrilas, com reducdo néo significativa dos niveis dos
demais fatores antioxidantes (CAT, TBA e SOD). Entretanto, ndo se pode interpretar 0s
dados de forma isolada, uma vez que a mensuracao de antioxidantes especificos nao leva
em conta o fato de que os antioxidantes agem em conjunto, e ndo separadamente,
portanto, a soma de antioxidantes individuais ndo representara a capacidade global de
neutralizar o estresse oxidativo e reparar danos teciduais. A antioxidacdo total, por sua
vez, fornece dados da complexidade das interacdes de forma mais fidedigna (TARPEY,
WINK, GRISHAM, 2004; CHAPPLE, MATHEWS, 2007). Os niveis elevados de certos
antioxidantes apresentados no estudo podem ser explicados por mecanismo
compensatério bioquimico, onde a interacdo entre os agentes antioxidantes pode
determinar um aumento dos niveis apresentados frente a um elevado estresse oxidativo
local (BARBOSA et al., 2010). A importancia do estudo é refletida no fato do crescente
estudo do potencial oxidativo e da a¢do dos agentes oxidantes como possiveis fatores de
diagndstico precoce da Doenca de Alzheimer, sendo a identificacdo dos niveis alterados
de agentes antioxidantes como futuros biomarcadores de doenca (de LEEUW et al., 2017;
WOSJSIAT et al., 2017).
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Analisando em contexto global, pode-se concluir que a periodontite induzida foi
capaz de modular o déficit cognitivo, diminuindo a acdo de agentes antioxidantes em
nivel cerebral, no modelo experimental proposto. Contudo, mais estudos sdo necessarios
para evidenciar melhor a possivel associacdo entre doencas periodontais e doencas
relacionadas ao déficit cognitivo, como a DA, principalmente relacionados ao potencial

oxidativo em nivel cerebral.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese teve como objetivo avaliar a possivel relacdo entre a
doenca periodontal e doenca de Alzheimer. A luz da literatura vigente, observa-se que
essa possivel relagdo é objeto de estudo recente e de forma crescente. Pode-se
observar uma diversificacdo de estudos, com metodologias variadas, com caréncias
de experimentos em modelo animal e clinico, sendo ainda ndo totalmente elucidados
0s mecanismos bioldgicos interligando as patologias. Para entender o panorama da
literatura vigente, em um primeiro momento, foi realizada uma producéo técnica de
revisdo de literatura, voltada para os profissionais da salde, com objetivo de
compreender melhor a plausibilidade biolégica e os mecanismos envolvidos na

etiopatogénese da doenca de Alzheimer.

Foram buscados, nas diversificadas base de dados, os artigos relacionados
a inter-relacéo entre doenca periodontal e déficit cognitivo, envolvendo os diferentes
tipos de estudos. O estudo da relacdo das patologias periodontais e desordens
neurodegenerativas surgiu na década de 90, com aumento relevante de estudos
observacionais e modelos experimentais nos ultimos cinco anos. As evidéncias
cientificas demonstram que a plausibilidade bioldgica que interliga as duas patologias
¢ embasada em trés aspectos principais: disseminacdo metastatica de
periodontopatdgenos da cavidade oral para o cérebro; Injuria neuronal por
transmigracdo de mediadores inflamatorios através da barreira hematoencefalica, em
resposta a periodontite; Possivel papel de polimorfismos genéticos na patogénese das
doenca periodontal e da doenga de Alzheimer. As evidéncias demonstram que existe
a plausibilidade bioldgica de que a exposi¢do de longo prazo a acéo dos periodonto
patdgenos e sua subsequente modulacdo de mediadores inflamatorios podem
determinar mudancas neuroldgicas significativas e modular a DA. A busca por
estudos de intervencéo revelou somente dois estudos clinicos e um em modelo animal
(KIKUTANI et al., 2010; ROLIM et al., 2014; POOLE et al., 2015) Deste modo,
ficou claro que o tema tem potencial importancia e ainda é recentemente explorado,
havendo necessidade de que outros delineamentos fossem utilizados na perspectiva

de estudo de fatores de risco.
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Levando-se em perspectiva a importancia de estudos em animais para
entendimento de plausibilidade biol6gica, um passo ainda indispensavel na
caracterizacdo de um fator de risco, observou-se a possibilidade de que o tema fosse
explorado com esse tipo de modelo. Apesar da limitacdo metodoldgica de ndo haver
possibilidade de transposicdo de resultados de modelos animais para seres humanos,
este tipo de modelo experimental ainda pode ser considerado de marcante relevancia.
Nesse contexto, um macro modelo experimental, com ratos Wistar, foi desenvolvido
para tentar elucidar o papel da doenca periodontal como possivel fator modulatorio
do déficit cognitivo. Pode-se destacar como pontos positivos da metodologia a
utilizacdo do modelo de inducéo de doenca periodontal pela colocacéo de ligaduras
para indugdo de perda 6ssea alveolar. Como diferencial, foi utilizado a colocacédo de
quatro ligaduras por animal, diferente de outros estudos que utilizaram uma ou duas
ligaduras, para tentar mimetizar o carater inflamatério crénico generalizado da
periodontite em seres humanos. Em consonéncia, também foi utilizada a metodologia
de inducdo de déficit cognitivo com uso de escopolamina, método amplamente

realizado na literatura.

No desenho experimental duas metodologias de analise de déficit
cognitivo foram adotadas, uma relacionada ao aspecto comportamental, ja que as
alteracdes comportamentais sdo de notavel relevancia no estudo da patogénese da
doenca de Alzheimer, principalmente relacionado a degeneracdo neuronal. Outro
fator analisado foram as alteracGes bioquimicas de estresse oxidativo cerebral, sendo
esse, desempenhando um papel central de modulacdo da DA. Os resultados
apresentados na presente pesquisa evidenciam que a periodontite induzida foi capaz
de alterar de forma significativa o papel antioxidativo em nivel cerebral, dessa forma
modulando o déficit cognitivo em nivel bioquimico. Até o presente momento, frente
a literatura vigente, esse resultado pode ser considerado pioneiro, levando em
consideracdo o modelo experimental empregado. Observando em perspectiva o
resultado das andlises comportamentais, a doenca periodontal ndo foi capaz de
modular, de forma significativa, a retencdo de memaria dos animais. Este achado pode
ser explicado devido as alteracbes comportamentais de laténcia de memoria espacial

estarem presentes em estagios mais avangados de déficit cognitivo.



75

A partir dos resultados obtidos, frente as reflexdes realizadas, pode-se
concluir que a doenga periodontal apresenta um carater sistémico relevante,
apresentando  potencial modulador na  etiopatogénese de  desordens
neurodegenerativas como a DA. Entretanto, novos estudos experimentais em modelo
animal e clincos sdo estimulados para elucidar de forma mais clara o real papel
modulatério que as doencas periodontais podem apresentar frente a etiopatogénese da
doencga de Alzheimer.
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