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RESUMO

A elevagdo nos niveis séricos de mediadores inflamatoérios vem sendo associada ao
aumento no risco do desenvolvimento de diversas doengas cronicas ndo-transmissiveis. Tanto
a obesidade quanto a periodontite compartilham uma natureza inflamatéria cronica de baixa
intensidade. As repercussoes sist€émicas da periodontite, assim como o possivel efeito da terapia
periodontal nos niveis de mediadores inflamatdrios sistémicos em individuos obesos, ainda nao
sdo totalmente compreendidas. O objetivo deste estudo foi comparar o efeito da periodontite e
do tratamento periodontal ndo ciriirgico nos niveis séricos de glicose, triglicerideos, colesterol
total, proteina C reativa (PCR), interleucina 1beta (IL-1-f), interleucina 6 (IL-6), interleucina
10 (IL-10), interleucina 17 (IL-17) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) em um modelo
experimental em animal. Para o estudo foram utilizados 60 ratos Wistar randomizados em dois
grandes grupos diferenciados pela dieta administrada. Dentro de cada grupo, os ratos foram
divididos em subgrupos: sem periodontite (Gl e G4), com periodontite sem tratamento (G2 e
G5) e com periodontite tratada (G3 e G6). A dieta de cafeteria foi utilizada para indugdo da
obesidade no periodo inicial de 12 semanas (G4, G5 e G6). A inducdo da periodontite foi feita
através de ligadura ao redor dos primeiros molares inferiores. Apds 4 semanas, os grupos G2 e
G5 foram eutanasiados e nos grupos G3 e G6 foi feito remogdo da ligadura e raspagem
subgengival. Os animais tratados foram eutanasiados apds 4 semanas. Considerou-se a
concentragdo sérica de PCR como desfecho primario e os demais marcadores foram
considerados desfechos secunddrios. Diferencas significativas para o peso e indice de Lee
foram observadas no grupo exposto a dieta de cafeteria indicando presenca de obesidade neste
grupo. Os resultados demonstraram que G5 apresentou niveis de PCR significativamente
maiores que G4 e G2. Nos ratos expostos a dieta de cafeteria, as concentragdes de IL-13 e TNF-
o mostraram-se significantemente mais elevadas em G6 do que nos grupos G4 e G5,
respectivamente. Ratos da dieta padrdo, G2 e G3, apresentaram maiores niveis de IL-17A do
que G1. Nao houve diferenga significativa na concentracdo de IL-6 e IL-10 entre os grupos
experimentais. Analise dos marcadores metabdlicos mostrou que G6 e G5 apresentaram niveis
de glicose mais elevados que seus respectivos grupos controles, G3 e G2. De forma semelhante,
G6, G5 e G4 apresentaram niveis de triglicerideos significantemente maiores do que seus
respectivos grupos controles, G3, G2 e G1. Nos niveis séricos de colesterol total, G6 apresentou
maiores valores quando comparados a G5. A partir dos resultados obtidos na presente tese,
pode-se concluir que a periodontite associada a obesidade elevou os niveis séricos de PCR, mas

que o tratamento da periodontite induzida ndo resultou em melhorias sistémicas nos marcadores



inflamatorios e metabolicos avaliados, a excecdo do colesterol total no grupo exposto a dieta

de cafeteria.

Palavras-chave: Obesidade, periodontite, tratamento periodontal ndo-cirtirgico, ratos.



ABSTRACT

Elevation in serum levels of inflammatory mediators has been associated with an
increased risk of development of several chronic noncommunicable diseases. Both obesity and
periodontitis share a chronic inflammatory of low intensity nature. The systemic repercussions
of periodontitis, as well as the possible effect of periodontal therapy on the levels of systemic
inflammatory mediators in obese individuals still not fully understood. The aim of this study
was to compare the effect of periodontitis and non-surgical periodontal treatment on serum
levels of glucose, triglycerides, total cholesterol, C-reactive protein (CRP), interleukin 1 beta
(IL-1-B), interleukin 6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), interleukin-17 (IL-17) and tumor necrosis
factor alfa (TNF-a) in an experimental animal model. For the study, 60 Wistar rats were
randomized into two large groups differentiated by the diet. Within each group, the rats were
divided into subgroups: no periodontitis (G1 and G4), with untreated periodontitis (G2 and G5)
and treated periodontitis (G3 and G6). The cafeteria diet was used to induce obesity in the 12
weeks initial period (G4, G5 and G6). Induction of periodontitis was done by ligature around
the lower first molars. After 4 weeks, the G2 and G5 groups were euthanized and the G3 and
G6 had the ligature removed and scaling and root planning. The treated animals were
euthanized after 4 weeks. Serum CRP was considered a primary endpoint and the other markers
were considered secondary. Significant differences for weight and Lee's index were observed
in the group exposed to the cafeteria diet indicating the presence of obesity in this group. The
results showed that G5 had significantly higher CRP levels than G4 and G2. Rats exposed to
the cafeteria diet, IL-1p and TNF-a were significantly higher in G6 than in the G4 and G5
groups, respectively. In the standard diet, G2 and G3, presented higher levels of IL-17A than
G1. There was no significant difference in the levels of IL-6 and IL-10 between the
experimental groups. Analysis of the metabolic markers showed that G6 and G5 had higher
glucose levels than their respective control groups, G3 and G2. Similarly, G6, G5 and G4 had
significantly higher triglyceride levels than their respective control groups, G3, G2 and Gl1.
When compared to G5, G6 presented higher values of serum levels of total cholesterol. From
the results obtained it can be concluded that obesity associated periodontitis raised serum CRP
levels, but the treatment of induced periodontitis did not result in systemic improvements in the
inflammatory and metabolic markers, except for total cholesterol in the group exposed to

cafeteria diet.

Keywords: Obesity, periodontitis, nonsurgical periodontal treatment, rats.
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1. REVISAO DA LITERATURA:

1.1. OBESIDADE

A expectativa de vida da populagdo mundial aumentou rapidamente desde o século
XVIII, quando a média de vida era em torno dos 30 anos. No inicio do século XIX, a expectativa
de vida comecou a aumentar, sobretudo nos paises industrializados. Em 1913, a populacdo vivia
em média 50 anos, enquanto que atualmente se aproxima dos 80 anos de idade (UK Office of
National Statistics, 2016). Grande parte destes avancos se deve a melhorias nos campos das
ciéncias e tecnologia que resultaram na reducdo e extingdo de muitas doengas
infectocontagiosas. Entretanto, apesar de tudo isso, a medicina continua a enfrentar desafios
incomparaveis. Atualmente, o foco das pesquisas na area de saude estd na interagdo do corpo
humano com o mundo ao nosso redor. Expectativa de vidas mais longas, juntamente com uma
maior compreensdo dos conceitos bioldgicos, ferramentas avangadas de diagnostico e técnicas
terapéuticas, trouxeram a possibilidade de estudar e compreender a satde e a doenga sob uma
nova perspectiva.

Atualmente, as doengas cronicas apresentam um impacto global muito maior sobre os
problemas de satde do que as doencas transmissiveis (Petersen, 2004). As doengas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT), como s3o denominadas na literatura, sdo a principal causa de morte
no mundo, representando 71% de todas as mortes anuais, sendo um tergo entre as faixas etarias
consideradas prematuras (30 a 70 anos de idade). No Brasil, estima-se que a cada ano,
aproximadamente 74% da populagdo morre em decorréncia de DCNTs. Entre os fatores de risco
mais prevalentes estdo a auséncia de atividade fisicas (47%), hipertensdo arterial (23%),
obesidade (22%) e tabagismo (14%) (Who, 2018).

A obesidade ¢ um problema contemporaneo de saude publica no mundo, cuja
prevaléncia duplicou nos tltimos trinta anos. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS), em 2013, 42 milhdes de criangas menores de 5 anos foram relatadas com sobrepeso ou
com obesidade. Em 2014, mais de 1,9 bilhdes de adultos foram considerados com sobrepeso,
dos quais 600 milhdes foram caracterizados como obesos (Who, 2016). Estimativa da
populacdo brasileira mostra que cerca de 52% encontra-se acima do peso, segundo dados do
Ministério de Saude (Ministério da Saude, 2014).

Com sua crescente prevaléncia mundial, a obesidade e seus complexos mecanismos
biologicos tém sido vastamente estudados. A maior compreensdo de potenciais fatores
modificadores envolvidos no seu desenvolvimento e/ou na sua progressdo evidenciou a

variabilidade interindividual, particularmente aqueles fatores ligados ao estilo de vida (Grover



e Joshi, 2014). Individuos com sobrepeso ou obesos frequentemente apresentam problemas
adicionais de saude, incluindo o risco aumentado de resisténcia a insulina, diabetes,
dislipidemia, doenga hepatica gordurosa ndo alcdolica, aterosclerose, distirbios degenerativos,
doengas respiratorias e alguns tipos de cancer (Semenkovich, 2006).

A obesidade ¢ definida como um acimulo anormal ou excessivo de gordura que
representa um risco a saude (Who, 2008). Dados na literatura indicam que a obesidade esta
relacionada a um estado inflamatério cronico da baixa intensidade, o que contribui para o
desenvolvimento de comorbidades, como doencas cardiovasculares, diabetes e, em especial, a
sindrome metabdlica (Hotamisligil, 2006). A literatura revela que a sua etiologia ¢ multifatorial
e pode estar relacionada a fatores genéticos, neuroenddcrinos, a indugdo por drogas, estilo de
vida sedentério e dieta alimentar (Bray, 2004). Entre os fatores de risco mais comuns para o
ganho de peso estdo a cessacdo do tabagismo, consumo de alimentos com alto teor caldrico e
altos niveis de actcar e sodio, consumo excessivo de bebidas alcoolicas e sedentarismo (Who,
2016).

Em humanos, o diagnostico da obesidade ¢ determinado através do indice de massa
corporal (IMC), o qual representa uma relacdo entre a massa corporea (peso) dividido pela
altura ao quadrado. Individuos considerados com sobrepeso € obesos apresentam valores de
IMC igual ou superior a 25 e 30kg/m?, respectivamente (Who, 2008). No entanto, quando
analisado isoladamente, o IMC pode ndo ser um método confiavel sobretudo na avaliagdo de
individuos com mais ou menos massa corporal magra, subestimando os riscos para a saude
(Jimenez, 2013). Nesta perspectiva, a medi¢ao da circunferéncia abdominal é considerada um
importante parametro de predicao de depositos de gordura visceral (Lean ef al., 1995). A OMS
estabelece que a medida igual ou superior a 94 centimetros em homens e, 80 centimetros em
mulheres, indica risco de doengas cardiovasculares (Who, 2008). Em grandes estudos
epidemiologicos, o IMC permanece um parametro preditivo de risco a saude, porém pode se
tornar mais representativo quando associado a outras medidas antropométricas de distribuicao
de gordura (Whitlock et al., 2009).

Na idade adulta, a obesidade caracteriza-se por um aumento no tamanho das células
adiposas, enquanto que na infincia, ocorre um aumento tanto no niimero, quanto no tamanho
destas células. A medida que os adipdcitos se tornam maiores, eles demonstram atividade
alterada como o aumento do estresse oxidativo e alteracdo na secrecao de citocinas com efeitos
pro- e anti-inflamatérios (Tilg e Moschen, 2006; Varady et al., 2009). A liberagdao dos
marcadores inflamatorios conduz a sinalizagdo e recrutamento de células como os macrofagos,

os quais também contribuem para a perpetuagdo do estado inflamatorio local e sistémico,



através da produgdo de interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) entre outros
agentes pro-inflamatorios (Tilg e Moschen, 2006; Maury e Brichard, 2010; Ouchi et al., 2011).
O acumulo de macréfagos no tecido adiposo, organizados ao redor de adipdcitos necrosados,
constitui uma caracteristica significante da obesidade associada a inflamacao cronica (Zheng et
al., 2016). Adicionalmente, pode ocorrer alteragdo no nimero de linfocitos na circulagdo
periférica, induzindo a redu¢do da resposta proliferativa das células e expressao desregulada de
citocinas (Tanaka et al., 1993; O'rourke et al., 2005).

O tecido adiposo, assim, nao ¢ mais considerado um tecido inerte, mero armazenador
de gordura e reservatério de energia. Com efeito, este atua como um 6rgdo enddcrino, com
importantes fun¢des imunoreguladoras, secretor de hormonios e outras substincias bioativas
conhecidas como adipocinas ou adipocitocinas (adiponectina, leptina, visfatina, grelina,
resitina), que estdo relacionadas a uma série de eventos fisioldgicos (regulacdo do apetite,
sensibilidade a insulina, angiogénese) mas também impulsionam o processo de inflamacdo
(Havel, 2004; Kershaw e Flier, 2004). Além disso, a capacidade metabolica do tecido adiposo
varia em funcdo da sua localizacdo, subcutanea ou visceral (intra-abdominal), podendo
contribuir de forma mais ou menos intensa para a secrecao de marcadores especificos (Dusserre
et al., 2000). A gordura visceral, por exemplo, tem se mostrado mais associada a sindrome
metabolica do que a gordura subcutanea (Klein et al., 2007). Enquanto a IL-6, TNF-a., resistina
e visfatina encontram-se elevadas no tecido adiposo visceral, maiores niveis de leptina e
adiponectina sdo observados no tecido adiposo subcutaneo (Kershaw e Flier, 2004).

Essas citocinas e adipocinas exercem forte influéncia sobre importantes processos
metabolicos podendo afetar a sensibilidade a insulina, metabolismo da glicose, oxidagdo de
acidos graxos, assim como a secre¢do de proteina C reativa (PCR) pelo figado (Maury e
Brichard, 2010; Ouchi et al., 2011). Estes eventos podem justificar a relagdao da obesidade com

a patogénese de varios processos patologicos.

1.2. PERIODONTITE

As doencas periodontais sdo doencas inflamatdrias que afetam os tecidos de protecado e
sustentacao dos dentes (Page e Kornman, 1997). As alteragdes nos tecidos periodontais podem
apresentar diferentes formas de acordo com a sua etiopatogénese: gengivites, periodontites e
outras condi¢des que afetam o periodonto. De acordo com a ultima classificacao das doencas e
condi¢des periodontais proposta em 2017, a periodontite ¢ definida como uma doenca

inflamatoria cronica multifatorial associada ao biofilme disbidtico e caracterizada pela



destruicdo progressiva do aparato de insercdo dental (Papapanou et al., 2018; Steffens e
Marcantonio, 2018). A periodontite pode ainda ser classificada segundo seu grau de severidade,
taxa de progressdo e complexidade de tratamento (Tonetti et al, 2018). Clinicamente,
apresenta-se como uma inflamagao do tecido gengival, perda 6ssea alveolar, perda de inser¢ao,
mobilidade dentaria e, em ultimo estagio, a perda dos dentes (Lang ef al., 1990; Page, 1998).

Embora considerada uma doenca consideravelmente prevalente, estudos
epidemiologicos sobre a periodontite, mostram dados bastante heterogéneos em relagdo a sua
distribuicdo no mundo, indicando uma prevaléncia variando entre 20 a 50% da populagdo (Dye
et al., 2007). A estimativa mais recente, baseada em dados atualizados do Centro de Controle
e Prevencao de Doencgas dos EUA, sugere que 47% da populagdo adulta é acometida por alguma
forma de periodontite (Eke et al., 2012). Uma revisdo sistematica publicada em 2014, a partir
de dados entre 1990 e 2010, estimou a prevaléncia da periodontite severa em 11,2%, colocando-
a como a 6* condicdo mais prevalente no mundo (Kassebaum et al, 2014). No Brasil,
levantamento epidemiologico realizado revelou a ocorréncia de periodontite em 9% da
populacao (Peres et al., 2007) Ja outro estudo aplicado a uma populagdo no sul do pais,
observou diferentes prevaléncias entre as formas moderada e severa da periodontite, variando
entre 79% e 52%, respectivamente (Susin ef al., 2004).

Fortes evidéncias ressaltam a natureza infecciosa da periodontite, porém, apesar da
presenga de um biofilme periodontopatogénico ser essencial, a quebra da homeostase tecidual
que gera a destrui¢do do periodonto, envolve um hospedeiro susceptivel (Page et al., 1997).
Inicialmente, a patogénese da periodontite foi atribuida a bactérias especificas e presentes em
maiores proporgdes, como Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia, que desencadeavam uma resposta inflamatoria (Van Dyke e Kornman, 2008). Dados
da literatura mais recente, no entanto, destacam o carater polimicrobiano presente em quadros
de saude e doenca dos tecidos periodontais. A partir da presenca de patdgenos especificos,
incluindo P. gingivalis, ocorre um desafio ao equilibrio microbiano, alterando a interacdo
hospedeiro-microorganismo, responsavel pela mediacao do processo inflamatdrio associado a
destrui¢ao do periodonto (Hajishengallis, 2015). Inicialmente, o processo inflamatorio agudo
local visa a elimina¢@o de microrganismos patogénicos. Posteriormente, a ineficiéncia ou a falta
de mecanismos resolutivos ¢ considerada responsavel pela transicdo para um estado
inflamatorio cronico (Van Dyke e Kornman, 2008; Medzhitov, 2010; Hajishengallis et al.,
2019). Nos tecidos afetados, a progressao da inflamagao local contribui para o desfecho clinico

da doenca (Sexton et al., 2011).



A presenca das bactérias e suas endotoxinas levam ao recrutamento de células
inflamatorias como macréfagos, neutrofilos e linfocitos (Ebersole et al., 1993; Socransky e
Haffajee, 2005). Apds o reconhecimento bacteriano, uma cascata de sinaliza¢do celular
acontece, com a liberagdo de varias citocinas pré-inflamatorias como interleucina 1 beta (IL-
1B), IL-6, TNF-a. Estes marcadores estdo envolvidos em diversas atividades, tanto de reparagao
como de destruicao tecidual (Page, 1991; Ebersole et al., 1993; Garlet, 2010). Particularmente,
altas concentragdes de IL-1P e TNF-a foram associadas a progressao da doenga periodontal
(Graves, 1999) e tiveram reducdo ap6s o tratamento periodontal (Rosalem et al., 2011). Estas
citocinas sdo liberadas por macréfagos apods infeccdo bacteriana ou lesdo tecidual e,
sequencialmente, estimulam a sintese e secrecdo de outros mediadores inflamatérios (Zucali et
al., 1987). As citocinas IL-1f e IL-6 ainda t€m sido relacionadas aos eventos inflamatorios de
migracdo celular e reabsor¢ao dssea (Graves, 1999), assim como a interleucina 17 (IL-17)
(Takahashi et al., 2005; Pradeep et al., 2009; Em et al., 2017). Além do efeito local, diversos
estudos tém demonstrado que, na presenca de periodontite, hé a alteragdo dos niveis sist€émicos
de IL-1B (Fentoglu ef al., 2011), IL-6 (Nakajima et al., 2010), interleucina 10 (IL-10), TNF-a
(Gorska et al., 2003; Andrukhov et al., 2011), IL-17 (Cintra et al., 2014; Abusleme e
Moutsopoulos, 2017; Miranda et al., 2019) e PCR (Paraskevas et al., 2008).

Além da composi¢do microbiana, as manifestagdes de periodontite resultam da
influéncia de fatores modificadores da resposta imunologica do hospedeiro. Estes fatores
podem ser bioldgicos, ambientais ou comportamentais, ¢ podem aumentar diretamente o
desenvolvimento e a progressdo da doenga. Sao reconhecidos fatores de risco para periodontite:
o tabagismo (Grossi et al., 1994; Tomar e Asma, 2000) e o diabetes (Grossi e Genco, 1998).
Existem ainda, os indicadores de risco, que sdo apontados como possiveis fatores de risco da
doenga periodontal, os quais os mais citados incluem: idade (Grossi et al., 1994), sexo (Kocher
et al., 2005), etnia (Grossi et al., 1995), status socioecondmico (Susin et al., 2004), ingestdo de
alcool (Pitiphat et al., 2003), sedentarismo (Merchant et al., 2003), sindrome metabolica,
obesidade e estresse (Genco et al., 1999; Dalla Vecchia et al., 2005; Genco e Borgnakke, 2013).

1.3. OBESIDADE E PERIODONTITE

Nas ultimas décadas, evidéncias obtidas a partir de estudos epidemiologicos e
observacionais apontaram pra uma possivel relacao entre doenga periodontal e diversas doengas
de natureza sist€émica, como doenca cardiovascular, diabetes, infecgdes pulmonares, artrite

reumatoide e partos de prematuros (Li ef al., 2000; Mealey, 2006; Oppermann et al., 2012).



A periodontite envolve um processo inflamatdrio cronico de baixa intensidade que,
através da acdo de mediadores pro-inflamatorios (IL-1f3, IL-6, TNF-a), pode contribuir para
manuten¢do de um fendtipo inflamatério sistémico e, desta forma, correlacionar-se a varias
outras patologias (Moutsopoulos e Madianos, 2006). Além disso, acredita-se que a presenca de
bolsas periodontais inflamadas envolva uma éarea de epitélio dentogengival ulcerado,
predispondo a episoddios de bacteremia por patdégenos periodontais (Kinane et al., 2005; Loos,
2005). De fato, estudos observacionais recentes sobre a influéncia da periodontite e a sua
relacdo com a obesidade demonstraram que o risco de desenvolvimento de doencas do
metabolismo sistémico pode estar aumentado em pacientes com periodontite ndo tratada
(D'aiuto et al., 2008; Morita et al., 2016; Jaramillo ez al., 2017). E apontado ainda na literatura
que a inter-relacdo entre as duas doengas estaria baseada no compartilhamento de fatores de
risco em comum, como tabagismo, estresse, resisténcia a insulina, dietas desbalanceadas e
estilo de vida sedentario (Al-Zahrani et al., 2003; D'aiuto et al., 2008; Bullon et al., 2009). Da
mesma forma, ¢ proposto que muitos fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis, entre
eles a obesidade, podem alterar o risco individual de desenvolver periodontite, bem como a
resposta a terapia periodontal (Van Dyke e Sheilesh, 2005).

O primeiro relato sobre a relag@o entre a obesidade e a doenca periodontal apareceu no
estudo de Perlstein e Bissada (1977) que observaram alteracdes histopatoldgicas no periodonto
de ratos Zucker obesos. Usando o modelo de periodontite induzida por ligadura, demonstrou-
se que ratos obesos apresentaram maior perda 0ssea alveolar em comparagdo com os nao obesos
(Perlstein e Bissada, 1977). Em ratos obesos e hipertensos, o acimulo de placa causou
destruicdo periodontal mais pronunciada do que nos animais somente obesos, sugerindo que
uma combinagdo de fatores de risco, como os definidos pela sindrome metabdlica (Koletsky,
1973; Perlstein e Bissada, 1977).

A destruicdo do tecido periodontal e a perda dssea alveolar associados a obesidade
também foram avaliados em estudos recentes em modelo experimental animal, com diferentes
achados (Simch et al., 2008; Verzeletti et al., 2012; Cavagni et al., 2013; Su et al., 2013; Macri
et al., 2014; Kirzioglu et al., 2016; Kuraji et al., 2018; Zuza et al., 2018). Endo e colaboradores
(2010) observaram que ratos Zucker obesos e com periodontite induzida apresentaram niveis
séricos significativamente maiores de TNF-a e PCR comparados aos grupos controle, somente
com periodontite e somente obeso (Endo et al., 2010). Em andlise mais abrangente, Cavagni e
colaboradores (2016) demonstraram, em amostras teciduais (figado), niveis mais elevados de
triglicerideos e colesterol total para o grupo de ratos obesos com periodontite induzida

comparados aos demais grupos. No mesmo estudo, no entanto, a avaliagdo das concentragdes



séricas de IL-1B e TNF-a ndo apontou diferencas entre grupos experimentais (Cavagni, J., De
Macedo, I. C., et al., 2016) . Evidéncia posterior mostrou, em ratos Wistar obesos e com
periodontite induzida, niveis mais elevados de triglicerideos, colesterol total, IL-1p (soro e
tecido gengival) e de TNF-a (soro e tecido gengival) quando comparados aos animais dos
grupos controles (Virto et al., 2018). Em camundongos, estudo recente apresentou maiores
concentragdes séricas de colesterol total, IL-10 e TNF-a para os animais obesos € com
periodontite induzida, comparados aos animais ndo obesos e com periodontite (Yu et al., 2019).

Paralelamente, estudos em humanos tém demonstrado que determinados indicadores de
obesidade (maior IMC, maior circunferéncia abdominal, marcadores lipidicos elevados) estdo
relacionados a piores parametros clinicos da doenga periodontal, como sangramento a
sondagem, perda de inser¢do e maior perda dssea alveolar (Saito et al., 2001; Al-Zahrani et al.,
2003; Dalla Vecchia et al., 2005; Pischon et al., 2007; Saito e Shimazaki, 2007; Keller et al.,
2015).

Em uma revisdo sistematica com meta-analise realizada com dados publicados até 2010,
Chaffee e Weston (2010) concluiram que ¢ consistente a evidéncia de uma associagdo positiva
entre a periodontite e a obesidade, porém, com poucos estudos longitudinais de qualidade, ndo
foi possivel distinguir a ordem temporal dos eventos, limitando assim, a comprovacdo da
associacdo causal entre a doenca periodontal e a obesidade (Chaffee e Weston, 2010). Meta-
analise realizada por Suvan e colaboradores (2011), com revisdo sistematica de publicagdes até
2009, indicaram associagdo significativa entre a periodontite ¢ o IMC com odds ratio de
1,81(IC 95%, 1,42-2,30) na categoria obeso, 1,27 (IC 95%=1,06-1,51) para sobrepeso e 2,13
(IC 95%=1,40-3,26) para combinagdo obeso e sobrepeso (Suvan et al., 2011). Resultados
semelhantes foram observados em revisdes sistemdticas com meta-andlise publicadas
subsequentemente (Moura-Grec et al., 2014; Nascimento et al., 2015), sendo ressaltado que
estudos prospectivos sdo necessarios para definir a magnitude desta associacdo e elucidar os
mecanismos biologicos causais.

Estudo longitudinal de 27 anos, com amostra de 1038 individuos de uma associagdo de
veteranos nos Estados Unidos, demonstrou que o risco de progressao da doencga periodontal foi
de 41 a 72% maior em homens obesos em relacdo aos homens com peso normal (Gorman et
al.,2012). Em 2016, na avaliagdo longitudinal de 5 anos de uma populagao no sul do Brasil,
Gaio e colaboradores (2016) apontaram que individuos obesos apresentaram risco
significativamente maior para progressao da perda de insercao periodontal quando comparados

a individuos de peso normal (risco relativo=1,36, IC 95%=1,04-1,78). Na estratificacdo dos



dados, apenas as mulheres com obesidade tiveram maior risco de progressdo da perda de
inser¢ao comparadas as mulheres de peso normal (risco relativo=1,64, IC 95%=1,11-2,43)
(Gaio et al., 2016).

Adicionalmente, a literatura apresenta resultados bastante divergentes em relagdo a
analise sistémica dos marcadores inflamatorios em pacientes com periodontite associados ou
ndo ao quadro de obesidade (Chitsazi et al., 2008; Pradeep et al., 2012; Kose et al., 2015;
Thanakun e Izumi, 2016; Li et al., 2018). Andlises do fluido do sulco gengival de pacientes
obesos com periodontite revelaram maiores concentracdes de IL-1 (Modéer et al., 2011),
TNF-a (Zimmermann et al., 2013) e PCR (Pradeep et al., 2013) quando comparados aos de
pacientes com periodontite e peso normal. Em contrapartida, analise dos niveis séricos de IL-6
e TNF-a ndo detectou diferencas significativas entre os mesmos grupos (Zimmermann et al.,
2013).

Diversos estudos ainda tém demonstrado que a periodontite esté relacionada ao aumento
dos niveis de marcadores lipidicos, como o colesterol total e os triglicerideos (Katz et al., 2002;
Monteiro et al., 2009; Kumar et al., 2014). No entanto, poucos estudos observacionais levam
em consideracdo a andlise do perfil lipidico nas pesquisas sobre a relagdo entre a obesidade e a
doenga periodontal (Saxlin et al., 2008; Monteiro et al., 2009; Korhonen et al., 2011). Trabalho
recente de Cury e colaboradores (2018) revelou aumento significativo dos niveis de
triglicerideos nos individuos obesos com periodontite em comparagdo aos individuos nao
obesos, com e sem periodontite. Nos niveis séricos de colesterol, ndo houve diferengas entre os
grupos. O grupo de pacientes ndo obesos e com periodontite, no entanto, apresentou perfil
lipidico similar ao grupo somente obeso, indicando que as duas doengas podem ter comparavel
impacto sobre os niveis lipidicos, contribuindo individualmente para um perfil pro-aterogénico

(Cury et al., 2018).

1.4. INFLUENCIA DA TERAPIA PERIODONTAL SOBRE OBESIDADE

Além dos estudos observacionais demonstrando uma possivel associagdo entre a doenca
periodontal e a obesidade, a justificativa para uma relagdo bidirecional envolve modifica¢des
diretas no comportamento das doencas a partir de estudos de intervencdao. Neste contexto,
eficacia na resposta de individuos obesos a terapia periodontal tem sido objeto de inimeros
estudos nos ultimos anos, apresentando até o momento, resultados bastante contrastantes (Al-
Zahrani e Alghamdi, 2012; Altay et al., 2013; Suvan et al., 2014; Goncalves, Feres, et al., 2015;
Balli et al., 2016; Duzagac et al., 2016; Martinez-Herrera et al., 2018). Zuza e colaboradores



(2011) demonstraram que a terapia periodontal resultou em relevante melhora dos pardmetros
clinicos periodontais, porém, de forma similar para os pacientes com periodontite, obesos € ndo
obesos, no periodo de 12 semanas (Zuza et al., 2011). No tempo de 8 semanas, Suvan e
colaboradores (2014), observaram que individuos ndo obesos apresentaram uma condi¢do
clinica periodontal significativamente melhor do que os obesos apos a terapia periodontal
(Suvan et al., 2014). Resultados semelhantes foram apresentados por Goncalves e
colaboradores (2015) onde, apos o tratamento, a profundidade de sondagem e a perda de
insercao foram significativamente menores nos pacientes ndo obesos em comparagdo aos
obesos, no periodo de 6 meses (Goncalves, Feres, et al., 2015) e 12 meses (Goncalves,
Zimmermann, et al., 2015). Piores resultados ainda sdo observados em pacientes obesos,
quando ¢ avaliada a reduc¢do na porcentagem de sitios com bolsas moderadas/profundas apos a
terapia periodontal (Bouaziz et al., 2015), sugerindo que a obesidade teria efeitos negativos
sobre o desfecho do tratamento periodontal em pacientes com periodontite.

Evidéncias da reposta do perfil lipidico poés-terapia periodontal, em pacientes obesos e
ndo obesos, ainda demonstra resultados divergentes. Na avaliacdo de pacientes com
periodontite, Zuza e colaboradoress (2016) observaram, inicialmente, pior perfil lipidico nos
individuos obesos em compara¢do aos ndo obesos. Apds a terapia periodontal, foi apontado
uma reducdo significativa nos niveis de colesterol total e triglicerideos apenas nos pacientes
obesos, sugerindo um efeito positivo direto do tratamento periodontal, uma vez que o perfil de
obesidade destes pacientes nao foi alterado ao longo do estudo (Zuza et al., 2016). Contudo,
em outras avaliagdes, a terapia periodontal parece nao ter influenciado de forma significativa
no perfil lipidico de pacientes obesos. Niveis de triglicerideos ndo demonstraram reducgao
significativa ap0s o tratamento periodontal e se mantiveram mais elevados nos pacientes obesos
quando comparados aos ndo obesos (Altay et al., 2013; Duzagac et al., 2016).

Ainda se discute na literatura a eficdcia na resposta a terapia periodontal de individuos
obesos em relacdo aos niveis de marcadores inflamatorios. Estudo unico em modelo
experimental animal demonstrou que ratos obesos com periodontite tratada apresentaram
concentragdes séricas de PCR significativamente menores quando comparados ao grupo de
ratos obesos com periodontite sem tratamento (Ni ez al., 2018). Em humanos com periodontite,
a comparagdo da resposta ao tratamento periodontal t€ém mostrado que individuos obesos
apresentam niveis mais elevados de TNF-a (Zuza et al., 2011), IL-6 (Zuza et al., 2011; Al-
Zahrani e Alghamdi, 2012; Altay et al., 2013) e PCR (Zuza et al., 2016) comparados aos
individuos ndo obesos, sugerindo-se que o estado pro-infamatorio relacionado a obesidade se

manteve apesar da resolucdo do foco inflamatorio periodontal. Balli e colaboradores (2016),
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avaliando pacientes com periodontite, mostraram niveis iniciais de IL-6 significativamente
maiores nos individuos obesos, os quais se mantiveram elevados apos a terapia periodontal
quando comparados aos dos ndo obesos (Balli et al., 2016). Duzagac e colaboradores (2016),
demonstraram redu¢do dos niveis de marcadores inflamatorios apds tratamento da periodontite.
Porém, nos individuos obesos, as concentragdes de TNF-o ¢ PCR mantiveram-se mais elevadas
comparadas as dos ndo obesos (Duzagac et al., 2016). Outros estudos, por outro lado, ndo
detectaram diferencas, demonstrando niveis semelhantes de TNF-a, PCR (Al-Zahrani e
Alghamdi, 2012; Altay et al., 2013) e IL-6 (Al-Hamoudi et al., 2018) nos individuos obesos e
ndo obesos, apos a terapia periodontal.

Em razdo do reduzido nimero de estudos, as revisdes sistematicas realizadas até o
momento concluiram que ndo ha evidéncias suficientes para avaliar a resposta da terapia
periodontal sobre parametros clinicos de pacientes obesos com periodontite (Suvan ef al., 2011;
Papageorgiou et al., 2015; Akram et al., 2016; Gerber et al., 2016), sugerindo apenas que o
tratamento poderia beneficiar a cicatrizagdo periodontal deste individuos (Nascimento et al.,
2016). O mesmo pode-se concluir sobre os niveis de marcadores sistémicos de pacientes obesos
comparados aos ndo obesos apos a terapia periodontal (Akram et al., 2016; Nascimento ef al.,
2016).

Com as informagdes expostas até aqui, ¢ impossivel ignorar a influéncia da resposta
imune mediada por marcadores inflamatdrios na associagao entre as alteragdes do metabolismo
sistémico e a periodontite. Embora nao seja definitivo, com a apreciagao individual dos estudos,
pode-se sugerir que as doengas cronicas bucais podem estar relacionadas de forma
independente aos distirbios metabdlicos. Contudo, muitas evidéncias sdo apontadas que
justificariam a plausibilidade bioldgica para a associagdo entre a obesidade e a periodontite.
Podendo-se destacar a inflamagao sistémica de baixa intensidade, estresse oxidativo, resisténcia
a insulina e dislipidemia. Por outro lado, os dados até momento apresentados, sdo insuficientes
para determinar qual o impacto do tratamento da periodontite sobre os niveis séricos de
mediadores inflamatérios e sobre o perfil lipidico de pacientes com obesidade. Para inferir os
mecanismos de causalidade, novas abordagens necessitam ser realizadas, a fim de compreender
o beneficio potencial do tratamento no controle do perfil inflamatdrio e metaboélico sistémico.

Por conta de conflitos éticos, ha uma dificuldade de realizacdo de pesquisas de carater
experimental em seres humanos. A vista disso, é crescente a procura por modelos experimentais
em animais que possam expressar de forma similar ou préxima, desfechos clinicos observados
em humanos. Nesse sentido, os ratos Wistar constituem uma opg¢do de facil obtencdo e

manuseio. Estes animais apresentam ainda como vantagens similaridades anatomicas,
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fisiopatologicas e bioquimicas que contribuem, até certo ponto, para a extrapolagdo de dados
para os seres humanos. A presente tese assim, teve como um dos objetivos avaliar a influéncia
do tratamento da periodontite experimental em ratos expostos a uma dieta indutora de obesidade
(dieta de cafeteria) e em ratos expostos a uma dieta padrdo. Este trabalho possibilitou a
compara¢do de grupos com tratamento e sem tratamento da periodontite, podendo contribuir
com a constru¢do do conhecimento ao esclarecer o possivel impacto sistémico do tratamento

periodontal.
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2. OBJETIVOS:
2.1. OBJETIVO GERAL:

Avaliar a influéncia da periodontite induzida e do seu tratamento nos niveis séricos de
marcadores bioquimicos e mediadores inflamatdrios em ratos submetidos e ndo submetidos a

dieta de cafeteria.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar o efeito da indug¢do de periodontite sobre os niveis séricos de colesterol total,
glicose, triglicerideos e dos mediadores inflamatérios PCR, IL-18, IL-6, IL-10, IL-17a
e TNF-a, em ratos submetidos e ndo submetidos a dieta de cafeteria;

e Avaliar o efeito do tratamento ndo cirtrgico da periodontite induzida sobre os niveis
séricos de colesterol total, glicose, triglicerideos e dos mediadores inflamatorios PCR,
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-17a e TNF-a, em ratos submetidos e ndo submetidos a dieta de

cafeteria.
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3. MATERIAIS E METODOS:

O presente estudo laboratorial em animais foi conduzido de acordo com os padrdes
estabelecidos no ARRIVE (Animal Research: Reporting In Vivo Experiments) (Kilkenny et
al., 2010). Este estudo utilizou um desenho experimental do tipo prospectivo, randomizado e
controlado em modelo animal. Os procedimentos experimentais foram realizados no Centro de
Modelos Bioldgicos Experimentais (CeMBE), no laboratério de Toxicologia Pré-clinica do
Instituto de Toxicologia e Farmacologia (INTOX) e no laboratorio de Biofisica Celular e
Inflamagao da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), e no
laboratorio de Respirologia Pediatrica do Hospital Sdo Lucas.

Foram utilizados ratos Wistar machos (CrlICeMBE:WI), obtidos do CeMBE, com 60
dias de idade e peso aproximado de 250 gramas. Os animais foram distribuidos em gaiolas
apropriadas (2 a 3 animais por gaiola), faceis de limpar e autoclavaveis, preenchidas com
maravalha de pinus trocada trés vezes por semana. Cada gaiola possuia um cartdo de
identificacdo devidamente preenchido contendo as seguintes informagdes: identificacdo da
linhagem, idade e sexo do animal, identificacdo do pesquisador responsavel, protocolo de dieta
ofertada, data de inicio do periodo experimental. A manutencao dos animais foi feita no vivario
do CeMBE, em estantes ventiladas, equipadas com filtros de entrada e saida de ar, com ruido
maximo permitido de 85dB, com temperatura (244+2°C) e umidade (50+5%) controladas, e ciclo
claro-escuro de 12 horas. Apds o recebimento dos animais, foi estabelecido um tempo minimo

de adaptacdo de sete dias antes do inicio dos procedimentos experimentais.

3.1. TAMANHO DA AMOSTRA

Este estudo fez parte de um estudo maior realizado em conjunto com os pesquisadores
do Programa de Pds-graduagdo em Endodontia da PUCRS. Dessa forma, o calculo da amostra
foi realizado com base nos resultados de um estudo realizado por Cintra e colaboradores (2014)
(Cintra et al., 2014), que avaliaram os niveis séricos de um mediador inflamatério associado a
periodontite e a periodontite apical utilizando um modelo experimental animal. Foram
consideradas as médias e desvios-padrao dos niveis séricos de IL-17 em ratos Wistar sem lesdo
periapical (1,00+0,99) e com lesdo periapical (2,08+0,58), com a=5% e poder de 90%, o que
resultou em um tamanho amostral de 7 animais por grupo. Estimando-se uma possivel perda de
20%, um numero de 10 ratos por grupo foi estabelecido para a condu¢do do estudo. Assim, um

total de 60 ratos foram utilizados neste estudo.
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3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os 60 ratos foram divididos em seis grupos experimentais, com 10 animais em cada.
Os grupos com dieta padrdo foram:
¢ @1 - sem periodontite
e (G2 - com periodontite
e G3 - com periodontite tratada.
Os grupos com Dieta de Cafeteria foram:
e (G4 - sem periodontite
e G5 - com periodontite
e (6 - com periodontite tratada
Para inducdo do quadro de obesidade, a administracdo da dieta de cafeteria nos grupos
G4, G5 e G6 foi realizada por um periodo de 12 semanas prévio a realiza¢ao dos procedimentos
de indugdo da periodontite (Cavagni, J et al., 2016). No grupo de dieta padrao, foi fornecida,
ad libitum, uma ra¢ao comercial padrao (Nuvilab CR1, Quimtia S/A, Parana, Brasil) e agua
potavel, que atendia os requerimentos da espécie; no outro grupo, foi ofertado uma dieta
palatavel, hiperlipidica e hipercalorica, constituida de hidratos de carbono, lipidios, proteinas e
outros elementos como sddio, cdlcio, vitaminas, agentes conservantes € minerais. A dieta
hiperlipidica e hipercaldrica foi composta por alimentos e bebidas industrializados que
reproduzem a alimenta¢ao humana conhecida como fast food (Tabela 1), conhecida na literatura
como dieta de cafeteria ou dieta ocidental (Miesel et al., 2010; Sampey, B. et al., 2011; Cavagni,
J., De Macedo, 1. C,, et al., 2016). Os alimentos e as bebidas estiveram disponiveis ad libitum
assim como a ragdo padrdo. A dieta oferecida aos animais foi quantificada antes do consumo
diério para cada gaiola e substituida diariamente para permitir consumo de alimentos frescos e
variados.

Tabela 1. Dieta de cafeteria empregada

Alimentos Marcas comerciais
Bolacha recheada de morango e chocolate Trakinas®
Wafer de morango, chocolate, doce de leite e baunilha Bauducco®
Leite condensado Elege"
Salsicha mista Excelsior®
Refrigerante de cola Coca-cola®
Salgadinho de milho, queijo e presunto Elma Chips®
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3.3.  PESAGEM DOS ANIMAIS E CALCULO DO INDICE DE LEE

O peso corporal e a medida naso-anal de cada animal foram registrados semanalmente,
a fim de avaliar a obesidade de duas formas, através do peso corporal e do Indice Lee (raiz
cubica do peso corporal, em gramas, dividido pelo comprimento naso-anal, em centimetros,

multiplicado por dez) (Bernardis e Patterson, 1968).

3 pesocorporal(g) lcomprimentonasoanal(cm)x10

A pesagem foi realizada através da utilizacdo de uma balanga eletronica (balanca de
precisao AD2000, Marte Cientifica, Sdo Paulo, Brasil). O comprimento naso-anal de cada
animal foi medido utilizando-se uma fita métrica flexivel, ndo extensivel. Um acréscimo de
+18% sobre o peso inicial foi considerado como possivel indutor de obesidade (Svensson et al.,

1996).

3.4. RANDOMIZACAO

Os animais foram distribuidos randomicamente nos respectivos grupos experimentais.
Para isso, os animais foram pesados e divididos em tertis de acordo com o peso corporal. Apos,
os mesmos foram sorteados para os respectivos grupos experimentais através de uma sequéncia

aleatoria de niumeros.

3.5.  INDUCAO DA PERIODONTITE

A periodontite foi induzida por meio da colocagdo de ligadura na regido cervical do
primeiro molar inferior (bilateralmente) dos ratos dos grupos G2, G3, G5 e G6. Apos
anestesiado, o animal foi posicionado com a boca aberta sobre uma mesa de acrilico
especificamente desenvolvida para este tipo de estudo. As ligaduras foram feitas utilizando-se
fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Sao Paulo, Brasil) colocadas ao redor dos dentes
com auxilio de duas pingas porta agulha do tipo castroviejo no espago interproximal distal, com
o n6 voltado para face vestibular, permanecendo por um periodo de quatro semanas. Os
procedimentos para a colocagdo das ligaduras seguiram a metodologia proposta por estudos
prévios (Sallay et al., 1982; Galvao et al., 2003). A presenga e a correta posi¢ao da ligadura
foram verificadas semanalmente através de exame clinico, até o final do estudo. Os

procedimentos experimentais foram realizados sob anestesia com uma combinacdo de
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cloridrato de quetamina de 100mg/Kg (Dopalem, Sao Paulo, Brasil), e cloridrato de xilazina

10mg/Kg (Anasedam, Sdo Paulo, Brasil), administradas por via intraperitoneal.

3.6. TRATAMENTO DA PERIODONTITE

O tratamento da periodontite foi realizado quatro semanas apos a indugao das lesdes,
seguindo metodologia j& descrita na literatura (Fernandes ef al., 2010; Ni ef al., 2018). Nos
grupos G3 e G6, apds seguir o mesmo protocolo de anestesia descrito na inducdo da
periodontite, as ligaduras foram removidas seguido de instrumentagdo mecanica com raspagem
e alisamento radicular nas faces interproximais, vestibular e lingual dos dentes selecionado.
Foram utilizadas curetas Gracey, modelo mini-five, das séries 11-12 e 13-14 (Hu-Friedy,

Chicago, Estados Unidos).

3.7. EUTANASIA, COLETA DAS AMOSTRAS E PREPARACAO DO SORO

Com os animais anestesiados seguindo o mesmo protocolo descrito na inducdo da
periodontite, as coletas sanguineas foram realizadas nas semanas 12 (eutandsia G1 e G4), 16
(eutanasia G2 e G5) e 20 (eutanasia G3 e G6) apds o inicio do periodo experimental, através da
técnica de puncdo intracardiaca, com auxilio de seringas de SmL estéreis descartaveis, com
prévia anestesia dos animais. O sangue coletado foi imediatamente transferido para microtubos
plasticos de 2mL, subsequentemente centrifugado (2000 rpm, 15min), e o soro recolhido e
armazenado em freezer a temperatura -80°C até o momento dos ensaios laboratoriais. Apos a
coleta das amostras, foi realizada a eutanasia dos animais pelo médico veterinario responsavel
através da utilizacdo de isoflurano, seguindo as diretrizes estabelecidas pelo CONCEA. As
carcacas dos animais foram colocadas em sacos plasticos adequados e encaminhadas para
descarte seguindo os protocolos do CeMBE.

As etapas realizadas no estudo estdo expressas na Figura 1.

Semanalmente: pesagem, medi¢do naso-anal

Obtengio
Animais  Semana -l Semana 0 Semana 12 Semana 16 Semana 20
n=60 Periodo de Inicio Indugdo periodontite  Tratamento periodontite Eutanasia G3, G6
adaptacdo Dieta Eutanasia G1, G4 Eutanasia G2, G5 Coleta das amostras
Cafeteria Coleta das amostras Coleta das amostras

Figura 1. Fluxograma do estudo
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3.8. DETERMINACAO DA GLICEMIA

O nivel sérico de glicose foi medido através do kit comercial, Glicose Liquiform (ref.
133, Labtest Diagndstica, Minas Gerais, Brasil). Para tanto, utilizou-se uma aliquota de 10puL
da amostra, que foi misturada a ImL da solu¢do Reagente 1. Para confec¢do do padrdo a ser
usado como referéncia para o calculo final, utilizou-se 10uL da solucdo Padrao Calibrador
(glicose 100 mg/dL), misturado a ImL do Reagente 1. Ap6s 10 minutos de incubagdo a 37°C,
as amostras e o padrdo foram lidos em espectrofotdometro (modelo 600S, FEMTO, Sao Paulo,
Brasil) em 505nm de absorbancia, com cubetas plésticas de 1mL de volume e lcm de
comprimento optico. Para obtencao dos valores de glicose em mg/dL foi aplicado a seguinte

formula: valor de absorbancia da amostra / valor de absorbancia padrao x 100.

3.9. DETERMINACAO DO COLESTEROL TOTAL E TRIGLICERIDEOS

Os niveis séricos de colesterol total e de triglicerideos foram medidos através dos kits
comerciais, Colesterol Liquiform e Triglicérides Liquiform (refs. 76 e 87, Labtest Diagnostica,
Minas Gerais, Brasil). Para tanto, utilizou-se uma aliquota de 10pL da amostra, que foi
misturada a ImL da solu¢do Reagente 1. Para confec¢ao do padrdo a ser usado como referéncia
para o célculo final, utilizou-se 10puL da solugdo Padrao Calibrador (colesterol: azida sddica
15mmol/L; triglicerideos: triglicerideos 200mg/dL e azida sdédica 0,045%), misturado a 1mL
do Reagente 1. Apos 10 minutos de incubagdo a 37°C, as amostras e o padrao foram lidos em
espectrofotometro (modelo 600S, FEMTO, Sao Paulo, Brasil) em 505nm de absorbancia, com
cubetas plasticas de 1mL de volume e 1cm de comprimento 6ptico. Para obtencao dos valores
de colesterol total e triglicerideos em mg/dL foi aplicado a seguinte férmula: valor de

absorbancia da amostra / valor de absorbancia padrao x 200.

3.10. DETERMINACAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS

As concentragdes séricas da PCR e das citocinas foram medidas através do ensaio com
a plataforma Luminex com kits Multiplex customizados, seguindo as recomendag¢des do
fabricante. Para a analise de IL-1p, IL-6, IL-10, IL-17a e TNF-a utilizou-se o kit Rat Custom
ProcartaPlex 5-plex (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos). Para a anélise de
PCR utilizou-se o kit ProcartaPlex Rat CRP Simplex (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Estados Unidos). As placas com as amostras foram processadas utilizando-se aparelho MagPix

(MILLIPLEX, Millipore, Alemanha). Os resultados foram analisados através do software
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xPONENT 4.2 (MILLIPLEX, Millipore, Alemanha) e o valor final de cada amostra expresso

em pg/mL e pg/L.

3.11. CONTROLE DE QUALIDADE

Durante todas as avaliacdes os pesquisadores ndo tinham acesso a qual grupo o animal
fazia parte tendo acesso apenas ao cddigo de randomizag¢do do mesmo. Um tnico pesquisador
treinado realizou os ensaios laboratoriais bioquimicos de forma cega. O processamento dos
marcadores inflamatérios foi realizado também por um pesquisador externo ao estudo de forma
cega.

A pesagem dos animais e a mensuragdo do comprimento naso-anal foram realizados por
um pesquisador calibrado. A reprodutibilidade foi realizada semanalmente através da dupla
mensuracdo de ambos os parametros em 10% da amostra. Os resultados obtidos mantiveram-
se sempre proximos de 0,98 para o peso e variaram de 0,87 a 0,95 para o comprimento naso-
anal.

Os ensaios bioquimicos foram realizados por um pesquisador treinado e calibrado. O
treinamento ocorreu uma semana prévia aos experimentos e a reprodutibilidade foi realizada
durante a etapa de analise. Para isso, 10% das amostras foram selecionadas de forma aleatoria
para serem duplamente mensuradas nos parametros de glicose, colesterol total e triglicerideos.
O coeficiente de correlagao intra-classe foi de 0,99.

Os marcadores inflamatdrios foram dosados por um tinico examinador com experiéncia

neste tipo de ensaio, respeitando todas as recomendagdes do fabricante.

3.12. CONSIDERACOES ETICAS

Este trabalho foi estruturado obedecendo a normas propostas pela Declara¢ao Universal
dos Direitos dos Animais (UNESCO - 27 de janeiro de 1978) e das Orientagdes Eticas
Internacionais para Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais (Council for International
Organizations of Medical Sciences - CIOMS), bem como as diretrizes estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA). A pesquisa foi
aprovada no Sistema de Pesquisas (Sipesq n. 7863, 08 de marco de 2017) e no Comité de Etica
no uso de Animais (CEUA) da PUCRS (21 de margo de 2017).
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3.13. ANALISE ESTATISTICA

O desfecho primario do presente estudo foi a concentragdo sérica de PCR. Os demais
marcadores foram considerados desfechos secundarios. Para todos os desfechos foram
aplicados testes de comparagdes para amostras independentes. Tendo em vista a distribuicdo
assimétrica da maioria dos desfechos, os resultados foram expressos em mediana seguida de
valores minimo € maximo. As comparagdes entre os grupos foram realizadas com o teste de
Kruskall-Wallis, seguido de testes de Mann-Whitney. O pacote estatistico Stata foi usado para

as analises.
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4. RESULTADOS

O peso médio dos ratos que receberam dieta normal foi de 567,6+£57,9 gramas, enquanto
que no grupo de ratos da dieta de cafeteria foi de 675,6+83,6 gramas, equivalendo a um peso
19% maior nos ratos da dieta de cafeteria. O Indice de Lee foi significativamente maior
(p<0,0001) nos ratos da dieta de cafeteria (3,2840,09) comparados aos da dieta normal
(3,15%0,08). A Figura 2 mostra os pesos inicial e final dos ratos de acordo com a dieta e a
inducdo e tratamento da periodontite. Houve um aumento significativo no peso em todos os

grupos, entretanto este aumento foi significativamente maior nos 3 grupos da dieta de cafeteria.

M Inicial mFinal

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Peso (g)

Sem Com Com Sem Com Com
periodontite  periodontite  periodontite | periodontite  periodontite  periodontite
tratada tratada

Dieta padrdo Dieta cafeteria

Figura 2. Mediana (valores maximo e minimo) do peso dos ratos de acordo com a dieta e os

grupos de indugdo e tratamento da periodontite.

A Tabela 2 mostra a concentracdo de PCR em pg/L. Dentre os ratos com dieta normal,
a inducdo e o tratamento da periodontite ndo resultaram em mudancgas significativas na
concentragdo de PCR. J& nos ratos que receberam a dieta de cafeteria, aqueles com periodontite
tiveram significativamente maior concentracao de PCR do que os ratos sem periodontite. Além
disso, ratos com dieta de cafeteria e com periodontite tiveram significativamente maior

concentragdo de PCR do que os ratos com dieta normal com periodontite.
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Tabela 2. Concentracao de PCR (ug/L) de acordo com os grupos experimentais.

grupo Mediana (minimo — maximo)
Dieta normal Sem periodontite 7,04 (2,45 —31,88)

Com periodontite 5,32 (3,23 - 7,68)

Com periodontite tratada 6,51 (4,58 —10,27)
Dieta cafeteria ~ Sem periodontite 4,47 (2,39 — 8,40)

Com periodontite 10,15 (1,69 —41,87)

Com periodontite tratada 8,12 (1,36 — 35,75)

Flechas indicam diferenca significativa entre os grupos.

A Tabela 3 demonstra as concentracdes das citocinas avaliadas de acordo com os grupos
experimentais. Nenhuma diferenca significativa foi observada na concentragdo de IL-6 e IL-10
entre os grupos. Observou-se um padrao de elevacdo na concentragdo de todas as citocinas apos
o tratamento no grupo exposto a dieta de cafeteria, exceto na IL-17a. Entretanto, diferengas
estatisticamente significativas foram observadas apenas na IL-1f e no TNF-a. Adicionalmente,
o grupo que recebeu tratamento da periodontite teve maior concentracdo de TNF-o em
comparagdo ao grupo sem periodontite. Nos ratos com dieta padrdo, houve mudancas
significativas somente na IL-17a. Especificamente, os ratos com periodontite induzida tiveram
maior nivel de IL-17a do que os ratos sem periodontite. Além disso, o grupo que recebeu
tratamento da periodontite teve maior concentragdo de IL-17a do que o grupo sem periodontite.

Dentre os ratos com dieta normal e dieta de cafeteria, a inducdo e o tratamento da
periodontite ndo resultaram em mudangas significativas na glicose (Tabela 4). Grupos com
periodontite e com periodontite tratada que receberam dieta de cafeteria tiveram
significativamente maior concentracdo de glicose do que os que receberam dieta normal. Em
relacdo ao colesterol, a dieta de cafeteria ndo alterou suas concentragcdes em comparagao a dieta
normal, sendo que a unica diferenca significativa foi a de que dentre os ratos com dieta de
cafeteria que receberam tratamento da periodontite a concentra¢ao de colesterol foi menor do
que os ratos com periodontite. Os triglicerideos foi o marcador que mais alterou com a dieta,
sendo que houve diferengas significativas entre todos os trés grupos de periodontite com dieta

normal e de cafeteria.
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Tabela 3. Mediana (minimo ¢ maximo) dos niveis de citocinas (pg/mL) de acordo com os grupos experimentais.

Grupo IL-1B IL-6 IL-10 IL-17a TNF-a
Dieta padrao Sem periodontite 14,1 (3,4—-23,9) 1,7 (0,7-4,1) 11,8 (4,7 -21,0) 0,8(0,3-1,5) 0,1 (0,02-0,5)
Com periodontite 13,2(2,9-59,2) 1,7(0,5-6,5) 12,2 (4,5 -54,7) 1,1 (0,6 —4,8) 0,2 (0,03-1,2)
Com periodontite tratada 13,2(7,3-49,8) 1,4(0,9-5,1) 13,3 (7,9-43,1) 1,3 (0,7 —3,6) 0,2 (0,03 -1,2)
Dieta cafeteria Sem periodontite 9,7 (2,7-23,9) +1 1,9 (0,7-3,1) 11,9 (6,5 -16,4) 0,8 (0,4—1,3) 0,2 (0,03 — 0,2)<
Com periodontite 16,1 (4,3-20,2) | 1,9(1,2-2,7) 14,2 (5,5-25,7) 1,0 (0,4 - 1,5) 0,2 (0,05-0,3)

Com periodontite tratada 22,5(4,3-39,3)«' 2,1 (1,3-5,8) 20,3(7,4—-238,4) 0,9 (0,5-3,1) 0,5 (0,03 -0,8)

Flechas indicam diferenca significativa entre os grupos.

Tabela 4. Mediana (minimo e maximo) dos niveis de marcadores metabolicos (mg/dL) de acordo com os grupos experimentais.

Grupo Glicose Colesterol total Triglicerideos
Dieta padrao Sem periodontite 322,9 (245,9 —390,9) 94,6 (52,0 — 133,6) 105,5 (66,7 — 173,1) <
Com periodontite 269,2 (211,2 —433,2) 99,6 (85,4 —137,3) 135,1 (71,8 —266,7) <«
Com periodontite tratada 251,7 (204,5 - 397,3) 91,9 (43,5 - 141,8) 144,6 (57,7 —296,2) <
Dieta cafeteria Sem periodontite 326,1 (148,8 —455,1) 69,4 (53,9 -127,7) 263,3 (193,2 —362,9) <
Com periodontite 354,7 (228,3 —443,7) 87,8 (67,2 -132,1) 229,8 (121,2 -507,3) «—
Com periodontite tratada 340,7 (279,3 —474,5) 56,3 (30,2 — 96,0) 263,6 (118,7-370,9)

Flechas indicam diferenca significativa entre os grupos.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os padrdes sistémicos de PCR e outros marcadores bioldgicos
inflamatorios e metabolicos em ratos expostos a dieta de cafeteria com periodontite induzida
ou tratada. A periodontite exerceu um efeito deletério aditivo na presenca da dieta de cafeteria,
visto que a dieta exclusivamente ndo alterou os niveis de PCR enquanto que a mediana dos
niveis de PCR foi duas vezes maior nos ratos que tiveram periodontite em comparagao aos sem
periodontite quando expostos a esta dieta. Por outro lado, no modelo experimental aplicado
neste estudo, o tratamento da periodontite ndo resultou em melhorias sistémicas nos marcadores
inflamatorios sistémicos avaliados.

A PCR ¢ uma proteina de fase aguda sintetizada principalmente pelo figado a partir da
sua estimulacdo por outros marcadores inflamatorios como IL-1B, IL-6 e TNF-a (Gabay e
Kushner, 1999; Libby e Ridker, 1999). Em humanos, concentragdes de PCR maiores que 3mg/L
sdo consideradas elevadas e um importante marcador de risco para eventos cardiovasculares
(Ridker et al., 2000; Pearson et al., 2003) e desordens metabolicas (Ridker et al., 2003; Acharya
et al., 2010). Niveis alterados de PCR podem ser observados em todas as patologias
relacionadas a sindrome metabdlica, incluindo dislipidemia, diabetes, resisténcia a insulina,
hipertensdo e a obesidade (Ridker et al., 2003; Tamakoshi et al., 2003). Além disso, altas
concentragdes de PCR tém sido relacionados independentemente com a presenca de
periodontite severa (Zhu et al., 2000; Noack et al., 2001; Amar et al., 2003; Craig et al., 2003),
evidenciando a resposta inflamatoéria sistémica dose-dependente a gravidade da doenga
periodontal. A especificidade desta relagdo também foi observada quando altos niveis de PCR
foram relacionados a pacientes com periodontite e elevadas titulagdes de P. gingivalis, mas ndo
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Dye et al., 2005; Pitiphat et al., 2008).

Neste contexto, evidéncias na literatura mostram que a terapia periodontal esteve
associada a uma redu¢do moderada, mas significativa de marcadores sistémicos da inflamagao,
incluindo uma discreta reducdo dos niveis de PCR em individuos sem obesidade (Iwamoto et
al., 2003; Ide et al., 2004; D'aiuto et al., 2005; loannidou et al., 2006; Paraskevas et al., 2008).
Ao contrario do que se esperava, neste estudo os ratos com periodontite tratada expostos a dieta
de cafeteria ndo demonstraram niveis de PCR significativamente menores em relagdo ao grupo
com periodontite sem tratamento expostos a mesma dieta. Resultados diferentes foram
observados por Ni e colaboradores, no qual o grupo de ratos obesos com periodontite tratada
apresentou niveis de PCR significativamente menores quando comparados ao grupo de animais

obesos com periodontite sem tratamento (Ni et al., 2018). Entretanto, a interpretacao
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comparativa de tais achados deve ser feita com cautela. Além do modelo experimental animal
apresentar certas limitacdes, as metodologias aplicadas para a indugdo, tanto da periodontite
quanto da obesidade, encontradas na literatura sao diversas. Em seu estudo, Ni e colaboradores
(2018) utilizaram para a inducdo da periodontite ligaduras com fio de seda embebidos em P.
gingivalis e a eutanasia dos animais ocorreu 2 semanas apos o tratamento periodontal. Para a
inducdo da obesidade, os animais foram expostos a um tipo de dieta com alto teor de gordura
(high fat diet). Estes métodos sdo bastante diferentes dos aplicados neste estudo.

E relevante ainda ressaltar que, apesar da visivel importincia da PCR em eventos
inflamatorios, até o momento poucos estudos na literatura abordaram o efeito da terapia
periodontal sobre os niveis séricos deste marcador em populagdes com obesidade. Zuza e
colaboradores (2016) observaram, em pacientes obesos € nao obesos uma redugdo significativa
das concentragdes de PCR 90 dias apos a terapia periodontal (Zuza et al., 2016). O efeito
positivo do tratamento da periodontite também foi observado na avaliacdo de pacientes com
outras desordens metabodlicas associadas a obesidade. Estudos de Acharya e colaboradores
(2010) e Torumtay e colaboradores (2015) demonstraram uma redug¢ao significativa dos niveis
de PCR em pacientes com sindrome metabolica 90 dias apds o tratamento periodontal. O
mesmo ndo pode ser observado no grupo de pacientes com periodontite sistemicamente
saudaveis (Acharya et al., 2010; Torumtay et al., 2015). Em contrapartida, resultados diferentes
foram observados por Altay e colaboradores (2013) onde ndo houve diferengas significativas
nas concentragdes de PCR, antes e apds o tratamento periodontal, em pacientes obesos e nao
obesos. Entretanto, a descri¢ao deste ultimo estudo sugere limitagdes metodoldgicas com viés
de selegdo, como o alto valor de IMC da amostra nio obesa (média de 26,3 kg/m?), e presenca
em ambos os grupos de pacientes tabagistas e com outras alteragdes bucais (Altay et al., 2013).
O mesmo ndo foi apontado nos demais estudos acima citados.

Adicionalmente, ha de se destacar que, neste estudo, a presenga de periodontite elevou
significativamente a concentracdo da PCR no grupo de ratos expostos a dieta de cafeteria
(10,15ug/L) em relagdo aqueles sem periodontite expostos @ mesma dieta (4,47ug/L) e aos com
periodontite expostos a dieta padrdo (5,32ug/L). Este achado corrobora com os observados em
estudo em humanos onde pacientes com periodontite obesos apresentaram, na avaliagao inicial,
concentragdes séricas de PCR significativamente maiores quando comparados aos pacientes
com periodontite sistemicamente saudaveis (Zuza et al., 2011; Pradeep et al., 2013). Diferenca
semelhante foi observada nos niveis séricos de PCR em pacientes com periodontite e sindrome
metabodlica, comparados aos pacientes somente com periodontite (Acharya et al., 2010;

Torumtay et al., 2015).
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Sabe-se que os ratos, como os humanos, apresentam diferentes susceptibilidades ao
desenvolvimento da obesidade induzida pela dieta (Tulipano et al., 2004). No presente estudo,
a dieta de cafeteria foi utilizada por um periodo de 12 semanas para a indug¢do da obesidade.
Esta dieta ¢ composta principalmente por alimentos com alto teor de lipidios e carboidratos e,
tenta reproduzir o padrdo moderno de consumo alimentar humano conhecido por fast-food.
Sampey e colaboradores (2011) validaram este modelo de dieta, demonstrando que ela é capaz
de aumentar o peso corporal, bem como os niveis de lipidios e glicose (Sampey, B. P. et al.,
2011). De fato, o grupo de animais aqui expostos a dieta de cafeteria apresentou 19% a mais de
peso comparados ao grupo de dieta padrao. Esta diferenca tem sido apontada na literatura como
pardmetro que comprova a indu¢do de obesidade (Svensson et al., 1996). Resultados
semelhantes foram observados na analise do indice de Lee, a qual revelou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, confirmando o estabelecimento do quadro de
obesidade.

O perfil lipidico apresentado em nosso estudo demonstrou que os animais expostos a
dieta de cafeteria com periodontite tratada apresentaram valores séricos de colesterol total
significativamente menores do que os ratos com periodontite sem tratamento expostos a mesma
dieta. No grupo exposto a dieta padrao essa diferenca nao foi observada, sugerindo um beneficio
direto da terapia periodontal relacionado apenas ao grupo associado a obesidade. A literatura
apoia estes achados em estudo em humanos, nos quais foi observado redug¢ao significativa dos
niveis séricos de colesterol total apds a terapia periodontal no grupo de pacientes com
obesidade, mas ndo no grupo nao obeso (Zuza et al., 2011).

A avaliagdo adicional dos demais parametros metabolicos descritos neste estudo indicou
diferencas significativas apenas entre os grupos expostos a dieta de cafeteria em comparagao
aos seus respectivos grupos de referéncia expostos a dieta padrao. O acréscimo observado nos
niveis séricos de triglicerideos e glicose apenas indicou o efeito da dieta indutora de obesidade
nos grupos expostos a ela, ndo apontando a influéncia da doenga periodontal ou do seu
tratamento. Estudos clinicos em humanos com obesidade também nao observaram diferencas
significativas nos niveis séricos de triglicerideos entre os pacientes com e sem periodontite
(Cury et al., 2018) ou apds a terapia periodontal (Altay et al., 2013). Contudo, Cavagni e
colaboradores (2016), utilizando modelo experimental semelhante ao utilizado nesta tese,
mostraram que o grupo de ratos obesos com periodontite apresentou valores de triglicerideos e
colesterol total significativamente maiores do que os grupos somente obeso € somente com
periodontite (Cavagni, J., De Macedo, 1.C., et al., 2016). Destaca-se que, a analise destes

marcadores lipidicos foi feita a partir de amostra tecidual do figado, sugerindo que o sitio de
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avaliag@o possa ser determinante para a obten¢dao de dados mais apurados e significativos que
representem o desfecho pesquisado. Isso se torna mais relevante se consideramos que estudos
recentes indicam uma associagdo, tanto da obesidade como da periodontite, com a doenga
hepatica ndo alcoolica gordurosa (Dos Santos Carvalho et al., 2017; Sanyal, 2019; Vasconcelos
etal.,2019).

Diferentemente do que se esperava, foi observado que as citocinas IL-1f3, IL-6, IL-10
e TNF-a apresentaram uma elevagdo em suas concentracdes nos grupos expostos a dieta de
cafeteria com periodontite tratada. Este aumento, no entanto, foi significativo apenas para os
marcadores IL-1 e TNF-a. Nos animais expostos a dieta padrao evidenciou-se niveis séricos
de IL-17a mais elevados também no grupo de periodontite tratada, indicando que a periodontite
com ou sem tratamento eleva as concentragdes deste marcador. Dessa forma, o perfil de
expressao das citocinas apresentados em nosso estudo representa um desafio a ser interpretado.
Cabe dizer que o presente estudo ndo € paralelo a nenhum outro estudo na literatura que possa
fornecer uma explicacdo razoavel para as diferencas apresentadas.

Na analise dos marcadores inflamatorios, a propria literatura de estudos em humanos
apresenta resultados bastante heterogéneos, os quais podem ser justificados por uma série de
fatores, entre eles a variabilidade de resposta a terapia entre a populagdo avaliada (Behle et al.,
2009). O tempo de avaliacdo também parece influenciar na obtencdo de significancia entre os
resultados. Brito e colaboradores (Brito et al., 2013), por exemplo, encontraram diferengas
significativas entre os niveis séricos de PCR entre os ratos com periodontite comparados aos
sem periodontite no tempo de 14 dias, mas ndo no de 28 dias (Brito ef al., 2013). Além disso,
o local de coleta da amostra (soro, plasma, tecido, saliva, fluido do sulco gengival) parece
influenciar na detec¢do de valores diferentes e, assim influenciar na representatividade dos
resultados (Pradeep et al., 2012; Zimmermann et al., 2013; Kose et al., 2015; Ebersole et al.,
2017).

A variabilidade de dados no modelo experimental selecionado também nao deve ser
desconsiderada. O presente estudo foi realizado em ratos Wistar, amplamente utilizados em
estudos sobre patogénese de doencas periodontais e disturbios metabolicos, sendo um modelo
reconhecido e adequado com algum potencial de transladagdo (Weinberg e Bral, 1999; Oz e
Puleo, 2011; Sampey, B. ef al., 2011). Durante o tempo experimental, quatro animais foram
perdidos por razdes nao relacionadas ao protocolo do estudo. Por fazer parte de uma pesquisa
maior, nosso calculo amostral foi baseado em estudo Unico na literatura que abordou a
influéncia da periodontite e periodontite apical sobre os niveis séricos de um marcador

inflamatorio em ratos diabéticos. Talvez uma amostra maior trouxesse mais esclarecimentos
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sobre o efeito do tratamento periodontal em biomarcadores na obesidade. Tomando como
referéncia outros estudos com modelo experimental semelhante, a amostra utilizada foi de 15
animais por grupo (Cavagni, J., De Macedo, . C,, et al., 2016).

Em relagdo a dieta indutora de obesidade, apesar do modelo de dieta de cafeteria
escolhido pelo nosso estudo ser apontado na literatura como o que mais se aproxima da dieta
moderna humana relacionada a desordens metabdlicas (Sampey, B. et al., 2011), ele tem sido
recentemente criticado por ndo apresentar uma padronizacdo. Diferentes pesquisas tém
selecionado subjetivamente seus alimentos baseando-se, muitas vezes, em lanches regionais.
Cita-se ainda que, os alimentos altamente processados encontrados nesta dieta geralmente
contém menor quantidade de nutrientes (proteinas, minerais e vitaminas) e grandes quantidades
de aditivos (conservantes, corantes), o que poderia contribuir para deficiéncias nutricionais e
causar interferéncia adicional (e ndo detectavel) nos resultados. Bortolin e colaboradores (2018)
em recente estudo, identificou que ratos alimentados com quatro diferentes tipos de dietas para
indugdo da obesidade (hiperlipidica, hipolipidica, cafeteria e dieta ocidental) exibiram fendtipos
completamente distintos, destacando a importancia da sele¢do da dieta. Este estudo também
revelou que a dieta ocidental, protétipo desenvolvido pelo seu grupo (de forma padronizada),
foi mais eficaz na indu¢do da obesidade e comorbidades relacionadas a ela. Cabe ainda destacar,
que a dieta de cafeteria promoveu maior disbiose intestinal, provavelmente justificada pela
presenga de dos aditivos acima citados (Bortolin et al., 2018).

Um outro aspecto a ser abordado ¢ referente ao tempo experimental aplicado para as
diferentes variaveis. Em nosso estudo, a periodontite foi induzida pelo periodo de 4 semanas e
seu tratamento realizado 4 semanas depois. Em uma analise morfologica e histologica, estudo
recente, comparando diferentes tempos de inducdo de periodontite em ratos (0-60 dias),
observou que o periodo de trés dias a sete dias ¢ o suficiente para se obter um perda dssea
alveolar significativa e, apos quinze dias, ela se mantém estabilizada (Vargas-Sanchez ef al.,
2017). Contudo, considerando uma analise de marcadores inflamatoérios no tecido gengival de
ratos com periodontite induzida, de Molon e colaboradores (2018) demonstraram um aumento
significativo na expressdo génica de IL-1p, IL-6 e TNF-a na primeira semana do estudo. Na
segunda e terceira semana de avaliagdo (fase cronica), ndo foram observadas alteragdes
significativas nas expressoes génicas de IL-6, IL-1p e TNF-a (De Molon ef al., 2018).

Deve-se destacar assim que, os achados do presente estudo em animais precisam ser
interpretados na perspectiva da capacidade de gerar evidéncias. Estudos com ratos sdo

importantes para estabelecer a plausibilidade bioldgica; no entanto, o potencial de translagao
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ndo ¢ direto. Estudos em humanos, em contextos clinicos, sdo necessarios para confirmagao

dos achados presentes.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a periodontite associada a obesidade elevou os niveis séricos de PCR
indicando um papel sinérgico da periodontite no grau inflamatorio sistémico desencadeado pela
obesidade. Por outro lado, o tratamento da periodontite induzida nao resultou em melhorias
sistémicas nos marcadores inflamatdrios e metabolicos avaliados, a exce¢do do colesterol total

no grupo exposto a dieta de cafeteria.
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ANEXOS:

Anexo A: Carta aprovagdo no Sistema de Pesquisas da PUCRS.

Sistema de Pesquisas da PUCRS
PUC
Caédigo SIPESQ: 7863 Porto Alegre, 8 de margo de 2017.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissao Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "AVALIACAO DO
IMPACTO DO TRATAMENTO DA PERIODONTITE APICAL E DA DOENCA
PERIODONTAL NOS NiVEIS SERICOS DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS EM RATOS OBESOS E NAO OBESOS". Este projeto
necessita da apreciag&o da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA).
Toda a documentacéo anexa deve ser idéntica a documentacéo enviada ao
CEUA, juntamente com o Documento Unificado gerado pelo SIPESQ.

Atenciosamente,

Comissao Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA




Anexo B: Carta aprovagdo no Comité de Etica no Uso de Animais da PUCRS.

SIPESQ

Sistema de Pesquisas da PUCRS

Cédigo SIPESQ: 7863 Porto Alegre,21 de margo de 2017

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comissao de Etica no Uso de Animais da PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de
Pesquisa "AVALIACAO DO IMPACTO DO TRATAMENTO DA PERIODONTITE APICAL E DA
DOENGA PERIODONTAL NOS NIVEIS SERICOS DE MEDIADORES INFLAMATORIOS EM
RATOS OBESOS E NAO OBESOS" coordenado por MAXIMILIANO SCHUNKE GOMES.

Sua investigacao, respeitando com detalhe as descrigdes contidas no projeto e
formuldrios avaliados pela CEUA, esta autorizada a partir da presente data.

Informamos que é necessario o encaminhamento de relatério final quando finalizar esta
investigacao. Adicionalmente, ressaltamos que conforme previsto na Lei no. 11.794, de 08 de
outubro de 2008 (Lei Arouca), que regulamenta os procedimentos para o uso cientifico de
animais, é fungao da CEUA zelar pelo cumprimento dos procedimentos informados, realizando
inspecdes periddicas nos locais de pesquisa.

Duragao do Projeto: 21/03/2017 - 21/09/2017

N° de Animais Espécie

162 Rato

Total de Animais: 162

Atenciosamente,

Comissao de Etica no Uso de Animais(CEUA)




