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RESUMO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica desencadeada por uma infeccao
bacteriana, que acomete os tecidos periodontais e pode resultar em alteracdes
sistémicas, sendo o figado um dos principais 6rgdos acometidos. Existem varios
fatores que podem estar associados com a dispersdao da periodontite para outros
sitios, tais como a migracdo das bactérias e seus produtos (lipopolissacarideos), a
resposta exacerbada do sistema imunoldgico (polimorfonucleares e citocinas) e o
estresse oxidativo (peroxidacao de lipideos). No figado esses fatores podem resultar
em uma lesédo conhecida como esteatose, caracterizada pelo acumulo de lipideos no
interior dos hepatocitos. Este estudo teve como objetivo avaliar a extensdo e
severidade dos danos hepaticos relacionados ao aumento no numero de sitios
periodontais afetados. Foram utilizadas 18 ratas divididas em trés grupos de seis
animais: controle, sem ligadura; periodontite 1, com uma ligadura; periodontite 2,
com duas ligaduras. As ratas foram submetidas a andlise dos seguintes parametros
periodontais: indice de sangramento gengival, indice de profundidade de sondagem,
mobilidade dentaria e medicdo da perda Ossea alveolar. Nas amostras gengivais
foram realizadas as dosagens da atividade de mieloperoxidase (MPO) e de
malondialdeido (MDA). No tecido hepatico foram dosados os niveis de MDA,
glutationa (GSH), colesterol total, triglicerideos e a atividade de MPO. As amostras
de figado também foram sujeitas a avaliacéo histopatologica. Por fim, foram dosados
0s niveis séricos de alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase. Os
resultados dos parametros da avaliacdo periodontal demonstraram que o modelo de
periodontite foi eficaz. Os grupos com periodontite nao diferiram significativamente
em relacdo a atividade de MPO e aos niveis de MDA nas amostras de tecido
gengival, mas apresentaram valores significativos quando comparados ao grupo
controle. O grupo com duas ligaduras apresentou o maior valor de peso corporal em
guando comparado aos demais grupos. A comparacao entre trés grupos em relacao
ao peso do figado n&do demonstrou diferencas significativas. A avaliacéo
histopatolégica dos grupos com periodontite demonstrou a presenca de esteatose,
diferentemente do observado no controle. Na analise dos escores de esteatose 0s
grupos com ligadura nao diferiram significantimente entre si, contudo apresentaram
resultados significantes na comparacdo com o0 grupo controle. Os parametros de
inflamacéo, necrose e densidade de mastocitos foram observados nos trés grupos,
entretanto ndo foi evidenciado diferencas significativas entre eles. A andlise da
atividade de MPO nas amostras de tecido hepatico ndo apresentou alteracdes
significativas entre grupos do estudo. Os niveis de GSH, MDA, colesterol total e
triglicerideos nos grupos com periodontite n&o demonstraram diferencas
signficativas, no entando quando comparados com o grupo controle os dados
apresentaram-se signficativos. Em concluséo, nossos resultados demonstraram que
a esteatose induzida pela periodontite ndo apresenta extensdo e severidade
associadas ao aumento do namero de sitios periodontais afetados.

Palavras-chave: figado gorduroso, inflamacéo, doenca periodontal, medicina oral
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ABSTRACT

Periodontitis is a chronic inflammatory disease triggered by a bacterial infection that
affects the periodontal tissues and can result in systemic alterations, with the liver
being one of the main organs affected. There are several factors that may be
associated with the dispersion of periodontitis to other sites, such as the migration of
bacteria and their products (lipopolysaccharides), the exacerbated immune system
response (polymorphonuclear and cytokine) and oxidative stress (lipid peroxidation).
In the liver these factors can result in an injury known as steatosis, characterized by
the accumulation of lipids within the hepatocytes. This study aimed to evaluate the
extent and severity of liver damage related to the increase in the number of affected
periodontal sites. Eighteen rats were divided into three groups of six animals:
control, without ligature; periodontitis 1, with a ligature; periodontitis 2, with two
ligatures. The rats were submitted to analysis of the following periodontal
parameters: gingival bleeding index, probing depth index, tooth mobility and
measurement of alveolar bone loss. In the gingival samples the dosages of
myeloperoxidase (MPO) and malondialdehyde (MDA) activity were performed. In the
hepatic tissue the levels of MDA, glutathione (GSH), total cholesterol, triglycerides
and MPO activity were measured. Liver samples were also subjected to
histopathological evaluation. Finally, serum levels of alanine aminotransferase and
aspartate aminotransferase were measured. The results of periodontal evaluation
parameters demonstrated that the periodontitis model was effective. The groups with
periodontitis did not differ significantly in relation to the MPO activity and the MDA
levels in the gingival tissue samples, but presented significant values when
compared to the control group. The group with two ligature had the highest body
weight value when compared to the other groups. The comparison between three
groups in relation to liver weight did not show significant differences. The
histopathological evaluation of the groups with periodontitis demonstrated the
presence of steatosis, unlike that observed in the control. In the analysis of the
steatosis scores, the groups with ligation did not differ significantly between them,
however they presented significant results in comparison with the control group. The
parameters of inflammation, necrosis and density of mast cells were observed in the
three groups, but no significant differences were observed between them. Analysis of
MPO activity in hepatic tissue samples did not show significant changes between
study groups. The levels of GSH, MDA, total cholesterol and triglycerides in the
groups with periodontitis did not show significant differences, whereas when
compared with the control group the data were significant. In conclusion, our results
demonstrated that periodontitis-induced steatosis does not show the extent and
severity associated with the increase in the number of periodontal sites affected.

Key words: fatty liver, inflammation, rats, periodontal disease, oral medicine
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca cronico-inflamatéria (MORITA et al., 2014)
causada pela presenca de um biofilme bacteriano composto por varias espécies
tais como Porphyromonas gingivalis,Treponema denticola, Prevotella intermedia,
Bacteroides forsythus, e Fusobacterium nucleatum (CORTELLI & CORTELLI,
2008), que desencadeia a degradacgédo dos constituintes do tecido periodontal e
perda do suporte 6sseo da denticao (YANG et al., 2017).

A periodontite é promovida por uma falha da homeostase dos tecidos,
resultante de uma resposta imune alterada contra a microbiota oral residente e,
dependendo da intensidade desta resposta, a doenca pode se manifestar de
maneira agressiva ou cronica, sendo esta Ultima a forma mais comum na clinica
odontologica. A forma agressiva € rara, mas severa e acredita-se que esteja
interligada a componentes genéticos, porém os mecanismos envolvidos ainda sao
desconhecidos (MUNZ et al., 2017).

A doenca caracteriza-se ndo apenas como problema de saude bucal, mas
também como uma probleméatica da medicina em geral, pois aumenta o risco de
desenvolvimento de outras doencas, tais como a doenca arterial coronaria
aterosclerotica e pneumonias (MACEDO et al, 2010; SONG et al., 2016; KNIGHT
et al., 2016; TONETTI et al.,, 2017). Além disto, pode desencadear alteracdes
sistémicas como distarbios cardiacos (SONG et al., 2016), renais (PONTES
ANDERSEN et al., 2008) e principalmente hepaticos (TOMOFUJI et al., 2007).

Recentes estudos vém demonstrando a associacao entre a periodontite e
alteracoes hepaticas, no entanto os mecanismos envolvidos ainda nao foram bem
elucidados (HAN et al., 2016; GRONKJAR, 2015). Alguns estudos demonstraram
a presenca de niveis elevados de marcadores inflamatdrios, tais como proteina C-
reativa, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6), em amostras
sanguineas de pacientes com doenca periodontal (MORITA et al., 2014). E
provavel que este evento seja resultante da proliferacdo do patégeno e de seus
produtos (lipopolissacarideos -LPS- e proteases) (BASCONES-MARTINEZ et al.,
2009), que desencadeiam intensa ulceracdo da regido gengival (GRONKJAR,
2015), permitindo a disseminacéo dos microrganismos para a circulagao.

Estudos epidemiolégicos demonstraram que pacientes com periodontite

apresentaram um aumento sérico de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
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aminotransferase (ALT), que sdo importantes marcadores de lesdo hepética.
Estes marcadores também sédo observados em individuos com esteatose hepética
(TOMOFUJI et al.,2007).

A esteatose nédo alcodlica € a forma mais comum de doenca hepatica
cronica e é caracterizada pelo acumulo de gordura nos hepatdcitos (NAGAO et
al., 2014). A esteatose esta intimamente associada a resisténcia a insulina e pode
ser considerada como uma doenca multisistémica associada com inflamagéo,
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas pela
peroxidacdo de lipideos, tais como o malondialdeido (MDA) e a reducdo de
moléculas antioxidantes como a glutationa (GSH) (VASCONCELOS et al., 2016).
Os niveis dessas moléculas sdo normalmente dosados nos tecidos hepaticos
alterados para avaliacdo de estresse oxidativo.

A intensa inflamacdo observada na periodontite € o principal fator que
permite a associacdo desta doenca com a estatose hepatica. As células
inflamatorias e as citocinas pro-inflamatérias desencadeiam alteragcdes locais e
sistémicas que lesionam o tecido hepatico. A exacerbada resposta inflamatéria
promove a elevada producdo de EROs ocasionando o desequilibrio oxidativo.
Este altera o fluxo de acidos graxos nos hepatécitos resultando no acumulo de
lipideos no interior destas células (RODRIGUES, 2013).

Similarmente ao que ocorre nos seres humanos, a inducdo de periodontite
por meio de ligadura em ratos também desencadeia reabsorcéo do osso alveolar
e infiltrado inflamatoério celular nos tecidos gengivais. Um ponto importante € a
nao exclusédo do papel da lesdo traumatica resultante do contato da ligadura com
o tecido na patogénese da periodontite induzida. Desta forma, dados da
identificacdo bacteriana e alteragdes histologicas resultantes da periodontite
induzida por ligadura correspondem aqueles previstos pela maioria das hipoteses
gue interligam a periodontite com doencas sistémicas, principalmente as
hepaticas (MATSUDA et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2017).

Os estudos presentes na literatura (CARVALHO et al., 2017,
VASCONCELOS et al., 2017) demonstram a associacao entre a periodontite e a
esteatose através de modelos experimentais utilizando apenas um sitio de

inducdo da periodontite. Assim, este estudo objetivou avaliar a extensdao e
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severidade dos danos hepaticos relacionados ao aumento no nimero de sitios
periodontais afetados.

Este trabalho divide-se em trés capitulos: o primeiro composto pelo
referencial tedrico, objetivos e materiais e métodos; o segundo pelo artigo
experimental, na versdo em portugués, intitulado Uma ou duas ligaduras
induzindo periodontite s&o suficientes para causar esteatose, que foi
submetido a revista Medicina Oral Patologia Oraly Cirugia Bucal. O terceiro
constituido pelas consideracdes finais e referéncias bibliograficas do capitulo I.
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2 CAPITULO |
2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 Anatomia do periodonto

O periodonto € um conjunto de tecidos responsavel pela fixacdo e protecao
dos dentes nos ossos maxilar e mandibular (PIERI et al., 2011). E constituido por
gengiva; ligamento periodontal, que funciona como uma espécie de rede que
envolve o dente; cemento radicular, que recobre a raiz do dente; e 0 0SSO
alveolar, que circunda e da suporte a raiz do dente (Figura 1) (HO et al., 2007; HO
et al., 2010; ROOKER et al., 2010). Os constituintes do periodonto fornecem base
para a fixagdo e ancoragem, permitindo movimentos minimos do dente durante a
mastigacdo. Todo este sistema funcional proporciona uma correta articulacao
entre dente e 0sso alveolar, conferindo resisténcia no desempenho da sua fungéo
(GOUVEIA, 2009).

Figura 1- Imagem ilustrativa do tecido periodontal normal. As setas indicam a

localizacdo da gengiva, do ligamento periodontal, do cemento radicular e do 0sso

alveolar.

Gengiva

Ligamento
Periodontal
Osso
Alveolar

Cemento
Radicular

Fonte: Préprio autor
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2.1.1.1 Gengiva

A gengiva é a parte da mucosa que recobre o processo alveolar estando
presente na porcdo cervical dos dentes. E classificada como tecido epitelial de
revestimento estratificado pavimentoso, podendo ser queratinizado ou n&do. A
gengiva possui uma lamina propria constituida de tecido conjuntivo
predominantemente composto por colageno, proteoglicanas e fibronectina
(BARTOLD & NARAYANAN, 2006). Pode apresentar-se de duas formas: livre ou
inserida, cada uma apresentando caracteristicas proprias (BALBINO, 2015).

A gengiva, livre ou marginal, apresenta-se situada cerca de 2 mm acima da
linha coronal da crista 6ssea alveolar até a juncao cemento-esmalte, e exibe uma
coloragéo rosada de consisténcia firme, observada por todo o tecido gengival,
vestibular, lingual e palatino do dente, assim como a papila interdentaria
(BALBINO, 2015). A gengiva inserida ou ligada é continua com a gengiva
marginal/livre, e apresenta-se aderida firmemente ao periésteo que esta
subjacente ao 0sso alveolar, sendo demarcada pela jungdo mucogengival em
direcdo a apical (LINDHE; KARRING; ARAUJO, 2008; BALBINO, 2015).
2.1.1.2 Ligamento periodontal

O ligamento periodontal (LP) € um tecido conjuntivo fibroso que se interpde
entre as raizes do dente (FLORES et al., 2008), fornecendo suspensdo aos
dentes (DE LACUEVA FRANCA, 2013), e a parede interior da cavidade alveolar.
No sistema dental, as fibras do ligamento periodontal unem o cemento do dente
ao 0sso alveolar, ao contrario dos ligamentos no sistema esquelético, a maior
parte do LP contém elementos neurovasculares. Este tecido mole entre dois
corpos mineralizados facilita o movimento relativo entre o dente e 0 0Sso
distribuindo forcas ciclicas mastigatérias. Essas forcas fisiologicas séo
consideradas de curto prazo e permitem a adaptacdo continua do complexo
0sseo-LP-cemento (HO et al., 2010).
2.1.1.3 Cemento radicular

O cemento é composto por células denominadas cementoblastos, que
recobrem as raizes dos dentes. Essas células protegem as raizes dentais das
constantes reabsorcfes que ocorrem no 0sso. Esta protecdo deriva da auséncia
de receptores na membrana dos cementoblastos para os mediadores que sao

responsaveis pela intensa remodelacdo o6ssea. Desde modo, para que as
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reabsorcBes dentarias ocorram, 0os cementoblastos devem ser removidos da
superficie radicular (CONSOLARO et al., 2011). O cemento é ligado a dentina via
uma juncdo cemento-dentina hidrofilica. Essa juncdo é conhecida como camada
interna do cemento, cemento intermediario ou hiato de colageno e consiste em
fibras de colageno e células epiteliais remanescente da bainha epitelial de Hertwig
(HO et al., 2007).

O processo de cementogénese € dependente da formacdo das raizes
dentais. A medida que a formac&o da raiz comeca, o epitélio interno e externo do
esmalte prolifera e forma a bainha epitelial de Hertwig das raizes. ApGs a
formacéo da dentina radicular, o revestimento epitelial de Hertwig da raiz comeca
a perfurar e a dentina radicular recém-formada entra em contato com as células
dentais foliculares. E especulado que os sinais epiteliais da camada epitelial de
Hertwig do revestimento da raiz sdo responsaveis pela diferenciacéo das células
precursoras do foliculo dentario em cementoblastos (RAKIAN et al., 2013).
2.1.1.4 Osso alveolar

O osso alveolar comp6e um evento conhecido como processo alveolar,
sendo fixado na maxila e na mandibula. O osso alveolar necessita da presenca
dos dentes, pois seu desenvolvimento depende da formacéo e erupcéo dentaria
(BALBINO, 2015), ocorrendo reabsorcdo 0ssea caso haja a perda de estruturas
dentérias (WOLF; RATEISCHAK-PLUSS; RAITEITSCHAK, 2006). O o0sso
alveolar é responsavel pelo suporte, sendo constituido por dois tipos de 0sso, o
cortical/compacto e trabecular/esponjoso. O 0sso compacto, juntamente com 0s
ligamentos periodontais, sobrecarrega 0 0SSO esponjoso adjacente as raizes, com
isso as trabéculas 6sseas (lacunas entre as laminulas 6sseas) assumem uma
orientacdo consistente com as linhas de forca. As trabéculas vértico-radiais
originam-se No 0SSO esponjoso, anexo ao apice da raiz e divergem em forma de
leque e se inserem ao 0sso compacto circundante (DE LACUEVA FRANCA,
2013).

Biologicamente, o 0sso alveolar é semelhante ao tecido 6sseo do restante
do corpo, sendo composto também por colagenos tipos I, Ill e XIlI associados a
cristais de hidroxiapatita, proteoglicanas e acido glicosialico (SODEK & MCKEE,
2000). O osso alveolar sofre influéncia do horménio paratormdnio
(VASCONCELOS et al., 2014) no entanto, diferentemente do restante do corpo
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possui uma rapida remodelacéo associada a erupgéo dental e subsequentemente
as demandas funcionais da mastigagao (ZORRO, 2014).
2.1.2 Doenca Periodontal

A doenca periodontal (DP) € uma infeccdo oral, causada por bactérias do
biofiime dental (YONEDA et al., 2012) que estimulam uma exacerbada resposta
inflamatdria no tecido gengival, osso alveolar, cemento e no ligamento periodontal
(SOUZA et al, 2015). E definida como uma doenca sitio-especifica e multifatorial
gue evolui continuamente. Sua progressao € favorecida pelas caracteristicas
morfolégicas dos tecidos afetados, o que a distingue de outras doencas
infecciosas, bem como fatores genéticos do hospedeiro que predispdem a uma
resposta imune intensa (ALMEIDA et al., 2006; DA SILVA et al., 2016).

A DP, em suas entidades clinicas, é o segundo maior problema de saude
oral no mundo (YONEDA et al., 2012; SOUZA et al, 2015). A gengivite e a
periodontite sdo as mais comuns doengas periodontais (TAYLOR &
BORGNAKKE, 2008; ISHIKAWA et al., 2013). Estima-se que entre suas formas
clinicas, a gengivite afete 40-85 % da populacdo adulta mundial e a periodontite
11% (SOUZA et al, 2015).
2.1.2.1 Gengivite

A gengivite € uma das doencas mais prevalentes que afetam a populacéo
mundial. E uma doenca inflamatoria superficial decorrente do actmulo de
bactérias no sulco gengival (Figura 2), caracterizada pela presenca de eritema,
edema, sangramento, sensibilidade, aumento do exsudato gengival e auséncia de
perda O0ssea (ANTONINI et al.,, 2013; MONTERO et al., 2017). Apesar de
apresentar alteracdes patoldgicas o epitélio juncional se mantém intacto ao dente,
sem perda do tecido conjuntivo de insercdo. E reversivel caso seus agentes
etiolégicos sejam removidos (ALMEIDA et al., 2006).
2.1.2.2 Periodontite

A periodontite € uma inflamacéo que resulta na destruicdo do periodonto e
seus constituintes que geralmente decorre da evolucdo das alteracbes
observadas na gengivite. O acumulo de placa bacteriana nos tecidos periodontais
mais profundos ocasiona uma perda de insercdo por destruicdo do tecido
conjuntivo e por reabsorcdo do osso alveolar. O ligamento periodontal destruido

leva a migracéo apical do epitélio juncional (ALMEIDA et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa das diferencas entre gengivite e periodontite. Na
gengivite, observa-se a manutencao do tecido gengival e inflamacgéao gengival com
eritema. Na periodontite, as estruturas do periodonto apresentam-se lesionadas
com retracdo da gengiva e reabsor¢cao 6ssea.

Gengivite Periodontite

Sulco
Gengival

Biofilme

Inflamagao
Gengival

Fonte: Préprio autor

O estudo Peso Global das Doencas, feito entre 1990 e 2010, demonstrou
gue a periodontite ocupa o sexto lugar na lista das doencas inflamatérias mais
comuns do mundo (TONETTI et al., 2017; MUNZ et al., 2017), apresentando a
prevaléncia de 11% para as formas graves e acometendo 5 a 30 % da populacao
adulta entre os 25 e 75 anos (TEIXEIRA & PINHO, 2011). E a principal causa de
perda dentaria em adultos acima de 40 anos (MUNZ et al., 2017).

A periodontite € uma doenca multifatorial e sua fisiopatologia esta
associada a fatores genéticos e ambientais, tais como: ma higiene bucal, habito
de fumar e ingestdo de bebidas alcodlicas (PHAM; KIEU; NGO, 2017). Sua
patogénese envolve a interacdo com citocinas produzidas pelas células de defesa
do hospedeiro a estimulos antigénicos. Essas citocinas sao proteinas solUveis
gue desencadeiam e potencializam o dano tecidual levando a forma mais grave
da doenca (MISTRY et al., 2016). A doenca pode se apresentar como periodontite

agressiva de inicio precoce e de répida instalacdo ou periodontite crénica, com
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uma evolugdo mais lenta. Ambas se subdividem nas formas leve, moderada e
grave (ANTONINI et al., 2013).
2.1.2.2.1 Periodontite e a microbiota oral

Perfis bacterianos da microbiota endodontica se modificam conforme o
individuo. Cada individuo abriga uma microbiota singular em termos de variedade
e quantidade de espécies (ROCAS & SIQUEIRA, 2008; DARVEAU, 2010). Isso
corrobora com a ideia de que a periodontite apical tem uma etiologia heterogénea,
indicando que apenas um patdégeno nao pode ser seu agente etiolégico. A
combinacdo de multiplas espécies bacterianas pode desempenhar um papel no
desenvolvimento doenca (ROCAS & SIQUEIRA, 2008). Consequentemente, 0
conhecimento dos perfis da microbiota contribui com as escolhas terapéuticas
mais adequadas para o tratamento da periodontite (HELLER et al., 2011).

Apesar de a microbiota oral ser constituida por uma variedade e
diversidade de espécies bacterianas, estas se encontram presentes em uma
comunidade estavel conservando uma relacdo de simbiose com o hospedeiro
saudavel. Na presenca de alteracdes nesta simbiose ha um aumento qualitativo e
guantitativo nos componentes bacterianos, denominado de disbiose (LEMOS,
2016) que se caracteriza pelo desequilibrio entre os 6rgaos de barreira (mucosa
oral) e os microrganismos que os compdem. A disbiose pode derivar da presenca
de defeitos genéticos no individuo que impossibilita o reconhecimento de agentes
patogénicos, além da falha da resposta imunolégica contra 0s microorganismos.
(LERIAS, 2016).

Recentemente, pesquisas tém demonstrado que a disbiose na cavidade
oral induz a periodontite. A medida que a periodontite se desenvolve, a microbiota
oral se altera de aerdbios Gram-positivos para um composto principalmente de
anaerobios Gram-negativos. O desenvolvimento da disbiose oral provavelmente
ocorre durante um tempo prolongado, modificando gradativamente a relacao
simbidtica hospedeiro-microbio com um patégeno (MINEOKA et al., 2008;
BEREZOW & DARVEAUH, 2011). Durante esta transformacéo, a saude oral do
hospedeiro vai se danificando até que ocorra um estado de doenca clinica.

Na busca pela compreensdo sobre o desenvolvimento do biofilme na
doenca periodontal foi realizada a formulacdo de complexos que demonstram as

bactérias presentes no biofilme subgengival como descrito por Socransky et al.
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(1998). Os complexos microbioldgicos formulados se modificam em cor (amarelo,
roxo, verde, vermelho e laranja) e potencial patogénico. Os complexos amarelo
(espécies de Streptococcus) e roxo (Veillonella parvula e Actinomyces
odontolyticus) sdo comumente relacionados a microbiota normal e saudavel da
regido subgengival (VITORINO, 2015).

O primeiro desses complexos que foi associado a doenca periodontal é o
chamado complexo laranja, que consiste em espécies anaerébias Gram-
negativas (LANG; SCHATZLE; LOE, 2009; BEREZOW & DARVEAUH, 2011)
como Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum (TELES et al., 2010;
BEREZOW & DARVEAUH, 2011). A medida que a doenca progride, a microbiota
desloca-se para o chamado complexo vermelho que consiste nos patégenos
periodontais Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema
denticola (MINEOKA et al., 2008; TELES et al., 2010; BEREZOW & DARVEAUH,
2011; RAMS; DEGENER; VAN WINKELHOFF, 2014).
2.1.2.2.2 Periodontite e a inducédo da resposta inflamatoria

Componentes bacterianos, como o LPS, possuem um papel importante na
resposta imune. Em resposta a infeccao bacteriana estabelecida no periodonto,
as células do tecido epitelial e conjuntivo sdo as principais responsaveis pela
secrecédo de citocinas (MARQUES et al.,2011). ApOs o contato entre o receptor de
superficie celular dos neutréfilos e macréfagos, o agente patogénico ou seus
componentes desencadeiam uma cascata de sinalizacao intracelular acarretando
na ativacao de enzimas envolvidas na formacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (BORGES JR et al., 2007), tais como o peréxido de hidrogénio e o radical
oxido nitrico, que possuem atividade microbicida (DE LACUEVA FRANCA, 2013).
Esse processo intracelular das EROs sinaliza para gerar citocinas e quimiocinas
inflamatdrias nos leucécitos. Esses mediadores inflamatorios recrutam mais
neutrofilos para expor o LPS, propagando a inflamacéao (LI et al., 2007).

A resposta inicial para a infeccdo bacteriana é a reacao inflamatoria local
gue ativa o sistema imune inato. A amplificacdo desta resposta inicial localizada
resulta no lancamento de uma matriz de citocinas e outros mediadores levando a
propagacédo da inflamacéo através dos tecidos gengivais. A falha para encapsular
essa “frente inflamatéria” dentro do tecido gengival resulta na expansdo da

resposta para o0 0sso alveolar. O processo inflamatério subsequente leva a
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destruicdo dos tecidos conectivos e a perda éssea alveolar, que sinalizam a
existéncia da periodontite (COCHRAN, 2008).

As citocinas sdo o ponto central para o inicio da resposta imune da
infeccdo periodontal (TAKANO et al., 2012), contribuindo para o influxo de
leucécitos que desencadeiam propriedades pro-inflamatérias e anti-inflamatorias.
O tipo de resposta imune, pro-inflamatéria ou anti-inflamatéria, provocada pelas
citocinas é determinada, entre outros fatores, pelo tipo de células presentes no
tecido. Numerosos tipos de células inclusive os neutrdfilos, linfécitos T e B,
macréfagos e células plasmaticas tém sido identificadas nas lesdes periodontais
(AMAYA et al., 2013).

O infiltrado inflamatério celular causa um dano endotelial e uma
insuficiéncia microcirculatoria, resultando na diminuicdo da tensdo de oxigénio.
Esta condicéo, tal como a atividade das citocinas e dos fatores de crescimento
(VASCONCELOS et al., 2016; AKRAM et al., 2016) e das endotoxinas, estimulam
a producao de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), um dos mais
importantes fatores proangiogénicos, secretado pelas células mesenquimais
sendo reconhecido por receptores presentes nas células endoteliais vasculares.
O VEGEF esta relacionado com a migracao de células endoteliais e permeabilidade
vascular (VASCONCELOS et al., 2016). A expressao coordenada de e-selectina,
moléculas de adesao intercelular (ICAMs) e interleucina-8 (IL-8) juntamente com o
VEGF, facilitam o transito de neutréfilos do tecido gengival altamente
vascularizado para a fenda gengival (DARVEAU, 2010).

A inflamacdo na periodontite também é marcada pela presenca de
mastocitos, que estéo relacionados com a liberacdo de aminas vasoativas e TNF-
a, aumentando a permeabilidade vascular e a expressao de moléculas de adeséo.
Esse evento também recruta neutrofilos, macréfagos e linfocitos. Apesar dos
polimorfonucleares constituirem uma das formas de defesa do periodonto, essas
células podem liberar EROs, colagenases, e proteases que podem danificar o
tecido do hospedeiro (GUIMARAES et al., 2016). As EROs s#o produzidas por
enzimas intracelulares, como a mieoloperoxidase (MPO), de células de defesa,
principalmente dos neutrofilos, para destruir os agentes patogénicos (SANTOS,

2010). Além disso, os macrofagos podem atuar como células apresentadoras de
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antigeno, promovendo a ativacdo de linfécitos, e a liberagdo adicional de
mediadores inflamatérios (GUIMARAES et al., 2016).

As citocinas (TNF-a e interleucinas), a prostaglandina E2, as
metaloproteinases de matriz e o 6xido nitrico apresentam um papel importante na
destruicdo do osso alveolar. Esses mediadores atuam no metabolismo 6sseo
aumentando a expressao do receptor ativador do fator RANKL na superficie do
osteoblasto, aumentando a ligagdo RANK-RANKL, e resultando na
osteoclastogénese. Consequentemente a presenca das citocinas nos sulcos
gengivais desencadeiam a diferenciagdo dos osteoclastos e sua consequente
maturac&o, que resulta na reabsorcéo 6ssea (DIAZ-ZUNIGA et al., 2017).

A destruicdo do tecido decorrente do processo inflamatério e do
desequilibrio entre a protecdo oxidante e antioxidante e estresse oxidativo no
periodonto estdo associados a uma resposta inflamatoria sistémica,
possivelmente a devido a passagem de citocinas inflamatérias do tecido gengival
inflamado para a circulacéo periférica (MASI et al., 2011).

2.1.3 Caracteristicas gerais do figado

O figado € o maior 6rgdo visceral dos vertebrados e apresenta funcdes
especializadas importantes para o funcionamento adequado do organismo, entre
elas se destacam o metabolismo, a sintese de proteinas e fatores de coagulacao
e detoxificacdo. Apresenta um formato de prisma, com angulos arredondados e
uma coloracéo vermelho-escura. E constituido por trés superficies: diafragmatica,
visceral e posterior. Exibe uma divisdo em unidades funcionais, chamadas
I6bulos, que sdo compostos por células conhecidas como hepatécitos. Os I6bulos
sdo nutridos pelo sangue advindo das veias periféricas. Estas compreendem
pequenas ramificagcdes das artérias hepaticas e ramificacdes da veia portal. O
sangue penetra em canais chamados sinusoides, que sao protegidos por
macrofagos, as células de Kupffer (VIEIRA, 2014).

Os hepatdcitos sdo células epiteliais, morfologicamente uniformes,
possuindo uma forma poliédrica, nucleo central e em sua grande maioria
apresentam apenas um unico nucleo (DUARTE, 2014). Organizam-se em forma
de cordBes espessos que se anastomosam entre si formando os l6bulos

hepaticos (ALOIA, 2006) que se arranjam ao redor da veia central (COELHO,
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2011). Constituem cerca de 80% da massa celular do figado dos mamiferos (VU
et al., 2017).

Entre o hepatécito e o sinusoide localiza-se o espaco de Disse. O
hepatécito apresenta dois lados, o basolateral, voltado para o espaco de Disse e
esta relacionado com a absor¢éo do contetdo sanguineo e secrecdo de proteinas
plasmaticas; e o apical, constituido por microvilosidades que formam os
canaliculos onde é secretada a bile (COELHO, 2011). Essas microvilosidades
ocupam grande parte do espaco de Disse permitindo a troca de substancias com
a circulagcdo sanguinea (DUARTE, 2014). Devido a sua intensa metabolizacdo os
hepatocitos apresentam uma variedade de organelas. Os reticulos
endoplasmaticos séo geralmente bem evidentes (ALOIA, 2006).

O figado é responsavel pela determinacdo das concentracdes plasmaticas
de triglicerideos, colesterol, acidos graxos livres e lipoproteinas. Os lipideos
encontrados no tecido hepatico apresentam origem incerta. As possiveis fontes
gue, juntamente com a lipogénese, contribuem com o estoque de lipideos no
figado sdo os acidos graxos vindos dos tecidos periféricos a partir da lipolise e
gorduras obitidas da dieta, que chegam ao figado na forma de quilomicrons. Nos
hepatocitos os lipideos podem ser encaminhados para diversas rotas contribuindo
com os ciclos exdgenos e enddgenos (EDER, 2009).

A via exdgena do metabolismo lipidico esta associada com os lipideos
obtidos da dieta que sofrem absorcdo intestinal. Para atravessar o |umen
intestinal no plasma, os lipideos sdo emulsificados e hidrolisados dentro do
limen. Essa emulsificacdo ocorre através de acidos biliares produzidos nos
hepatocitos que possuem propriedades anfifilicas permitindo a hidrolizacdo dos
lipideos por enzimas conhecidas como lipases. Os enterdcitos absorvem o0s
lipideos e os resintetizam em particulas de quilomicrons. Estes fazem parte de um
grupo de macromoléculas conhecidas como lipoproteinas que sdo compostas por
uma fracao lipidica (triglicerideos, fosfolipideos, colesterol livre e esterificado) e
outra protéica, as apoproteinas (Apo) (BASSANI, 2011; BECHMANN et al., 2012).

Os quilomicrons sédo secretados no sistema linfatico e posteriormente
penetram na corrente sanguinea, sofrendo a acdo da enzima lipase lipoprotéica
encontrada na superficie das células endoteliais. A lipase realiza a digestdo dos

triglicerideos em glicerol e acidos graxos que sao capturados pelos adipdcitos. As
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moléculas resultantes deste processo sao os quilomicrons remanescentes (QR)
gue acessam a corrente sanguinea e chegam ao figado, onde sdo endocitados e
metabolizados em colesterol e fragbes protéicas. A endocitose do QR ocorre
através do reconhecimento da apoproteina E. Ao fim do metabolismo ex6geno
dos lipideos ha a formacéo de lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)
(BASSANI, 2011; BECHMANN et al., 2012).

O metabolismo enddgeno dos lipideos tem inicio com a producgéo de VLDL
nos hepatécitos. A VLDL é uma lipoproteina formada a partir de acidos graxos
gue podem ser derivadas da circulacéo, da propria sintese hepética e da hidrélise
dos QR. E a principal lipoproteina responsavel pelo transporte endégeno dos
lipideos, ou seja, transporta os lipideos sintetizados no figado aos tecidos
periféricos. A medida que os triglicerideos sdo retirados das VLDLs, estas
recebem colesterol estereficado das lipoproteinas de alta densidade (HDL)
advindas dos tecidos periféricos. Esse processo é efetuado pela proteina de
transferéncia de colesterol esterificado. Quando as VLDLs sofrem novamente a
acao da lipase lipoprotéica perdem 21% de triglicerideos resultando na formacao
das lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e posteriormente como
lipoproteinas de baixa densidade (LDL). Estas recebem colesterol esterificado
presentes nas HDLs em troca de triglicerideos, apresentando menor
concentracao de triglicerideo e maior teor de colesterol esterificado. As LDLs sao
a principal fonte de transporte e entrega do colesterol e triglicerideos para os
tecidos periféricos (MARTELLI, 2015; BASSANI, 2011; BECHMANN et al., 2012).

A sintese hepética dos acidos graxos (lipogénese de novo- conversdo de
carboidrato em lipideos) é realizada no citoplasma dos hepatdcitos para onde é
transportada a acetilcoenzima A (acetil-CoA) formada na mitocéndria a partir do
piruvato. A membrana interna da mitocondria € impermeéavel a acetil-CoA, por
iSsO seus carbonos sao transportados na forma de citrato. Todas as reacfes séo
catalizadas pela acido graxo sintetase em conjunto com acetil-CoA carboxilase e
malonil-CoA. Os acidos graxos resultantes das reacbes se combinam por
esterificacdo com o glicerol para formar triglicerideos armazenaveis (MUSSO;
GAMBINO; CASSADER, 2009; BECHMANN et al., 2012).

No figado também € sintetizada a maior porcentagem do colesterol

enddégeno na forma de ésteres de colesterol, colesterol biliar ou &cidos biliares. A
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partir de trés moléculas de acetil-CoA é formado o hidroxi-metil-glutaril-CoA
(HMG-CoA) através da acdo das enzimas tidlase e a sintase do HMG-COA,
presentes no citoplasma. A molécula de HMG-CoA ¢é transformada em
mevalonato, com seis carbonos, pela enzima HMG-CoA redutase. Em seguida, a
partir do mevalonato ocorre a formag¢do de unidades isoprenoides (bases
estruturais do esqueleto esteroide do colesterol) por perda de dioxido de carbono
A combinacdo dessas bases estruturais dard origem ao colesterol (RAMALHO,
2014).

2.1.4 Doenca hepatica

O tecido hepético esta exposto a diversas agressodes incluindo metabdlicas,
toxicas, infecciosas e neoplasicas. O acometimento do tecido pode ser reversivel,
se a causa etiologica for removida, ou irreversivel. A doenca hepatica pode ser
primaria do figado como o carcinoma hepatocelular ou secundaria causada por
metastases, infecgcdes e também em decorréncia da elevada ingestdo de alcool
(SILVA, 2005).
2.1.4.1 Doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA)

A DHGNA é considerada uma das principais causas de doenca hepéatica
crénica em paises ocidentais. E caracterizada pelo acimulo de lipideos no figado,
principalmente de triglicerideos, atingindo mais de 5% dos hepatécitos. De acordo
com o percentual de hepatdécitos afetados, a DHGNA apresenta-se como leve, se
menos de 30% dos hepatdcitos demonstrarem acumulo de lipideos; moderada,
guando 60% dos hepatécitos sdo acometidos; grave, quando ultrapassa 60%. O
espectro da doenca varia de simples esteatose a esteatohepatite ndo alcodlica
(EHNA) sendo esta ultima associada a presenca de infiltrado inflamatorio, necrose
celular, balonizacdo dos hepatécitos e a presenca de fibrose e cirrose, sendo
capaz de evoluir para carcinoma hepatocelular (DE ALWIS & DAY, 2008;
RODRIGUES, 2013; CHALASANI et al.2017). O diagnostico de DHGNA requer a
exclusdo do consumo de alcool, de marcadores de doenca hepatica viral,
congénita e autoimune (MUSSO; GAMBINO; CASSADER, 2009; RODRIGUES,
2013).

A fisiopatologia da DHGNA tem sido explicada de acordo com a hipotese
conhecida como “dois golpes" (two hits). O "primeiro golpe" representa o acumulo

hepatico de lipideos, esteatose hepatica, aumentando a suscetibilidade do figado
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a lesdes mediadas por um "segundo golpe", intercedido por citocinas inflamatorias
ou adipocinas, pela disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo, que podem
resultar na esteatohepatite e/ou fibrose (DOWMAN; TOMLINSON; NEWSOME,
2009). Os mecanismos que promovem a progressdo da esteatose hepética a
esteatohepatite, fibrose e carcinoma hepatocelular ainda ndo sao bem elucidados.
O que dificulta a compreensdo da evolucdo da DHGNA € o fato de ser
considerada poligénica e multifatorial, ou seja, sofre influéncias de caracteristicas
genéticas e de fatores ambientais. Os fatores de risco para a DHGNA podem ser
classificados em “nao modificaveis”, como caracteristicas genéticas, etnia, sexo e
idade; “modificaveis” ou ambientais, relacionados a habitos alimentares,
inatividade fisica, consumo de alcool e outras drogas (SOUSA, 2012).

A DHGNA didaticamente é dividida em primaria, relacionada com o0s
aspectos da sindrome metabdlica, como a obesidade, a diabetes, as dislipidemias
e a resisténcia a insulina (RI); secundaria, interligada a outras origens, como
historia prévia de cirurgias abdominais, uso de substancias hepatotoxicas
(glicocorticoides, amiodarona, antiretrovirais) ou doencas infecciosas (hepatites,
infeccdo pelo HIV, periodontite) (YONEDA et al., 2012; RODRIGUES, 2013). A
resisténcia a insulina € o maior fator de risco para o desenvolvimento de DHGNA
(MUDALIAR et al., 2013).

A DHGNA é considerada uma desordem hepéatica com prevaléncia
estimada na populacédo geral entre 3 a 24% (COTRIM et al., 2011) sendo 15% em
paises asiaticos (BELLENTANI et al., 2010). Um estudo epidemioldgico no Japao
encontrou prevaléncia de 26% em homens e de 12,7% em mulheres, no sexo
feminino e a doenca elevou-se com a idade, principalmente na pés-menopausa
(RODRIGUES, 2013). Os paises ocidentais apresentam uma prevaléncia de 20 a
30% (BELLENTANI et al.,, 2010). Na populacdo norte-americana, de ambos 0s
sexos, a prevaléncia varia de 3% a 24%, e no Brasil a DHGNA acomete 33,5% da
populacdo (BELLENTANI & MARINO, 2009).
2.1.4.1.1. Esteatose hepatica (EH)

A esteatose hepatica constitui umas das alteracdes hepatocelulares mais
frequentes em bidpsias hepéticas (RABELO, 2010). E uma condicdo clinico-
patolégica que se caracteriza por acumulo de lipideos no interior dos hepatdcitos.

Independente da causa, o quadro patolégico se assemelha em todos os casos
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(SOLER et al.,, 2008). Os mecanismos envolvidos no acumulo de lipideos no
tecido hepético sédo: diminuicdo da sintese e secrec¢do de lipoproteinas, aumento
da lipdlise no tecido adiposo, principalmente o visceral, aumento do fluxo de
acidos graxos livres (AGL) no hepatdcito, alteracdo da p-oxidacdo nas
mitocondrias dos hepatdcitos e aumento na lipogénese de novo hepatica. A
liberacdo de &cido graxo livre no figado é responsavel por quase dois tercos do
acumulo de lipideos (KRAWCZYK; BONFRATE; PORTINCASA, 2010; TILG &
MOSCHEN, 2010; RODRIGUES, 2014).

A principal causa do acumulo de lipideos nos hepatdcitos € a RI. A ligacédo
da insulina ao seu receptor celular estimula translocacdo das vesiculas do
transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana celular, aumentando a
entrada de glicose na célula. Na Rl ha bloqueio na fosforilacdo do receptor,
impedindo internalizagdo da glicose. Na auséncia de glicose como fonte
energética para a célula, ocorre o excesso de insulina na circulagdo levando ao
aumento da atividade lipolitica para utilizacdo de lipideos como fonte alternativa
de energia. O aumento da atividade lipolitica induz um maior fluxo de AGL no
figado, que em decorréncia da beta-oxidacdo mitocondrial e da producdo e
secrecdo de VLDL insuficientes se acumulam no citoplasma. A mudanca na fonte
energética também estimula a sintese lipidica nos hepatécitos. Além disso, na RI
ocorre a inibicdo das lipases lipoprotéicas bloqueando a exportacdo de
triglicerideos na forma de VLDL (PINTO et al, 2012; RODRIGUES, 2013).

A beta-oxidacdo ocorre normalmente nas mitocondrias, mas devido ao
excesso de AGL esse processo pode ficar sobrecarregado dando origem as
EROs, que ativam vias alternativas, microssomal e peroxissomos, que
potencializam sua producdo. Com essa fabricacdo exacerbada de oxidantes, a
capacidade antioxidante da célula se excede acarretando o estresse oxidativo.
Este induz a peroxidacao lipidica que consiste na agressdo dos acidos graxos
poliinsaturados (AGP) dos fosfolipideos de membrana por EROs (FRANCA et al.
2013). O dano celular decorrente do estresse oxidativo resulta na ativacdo da
resposta inflamatoria (DOWMAN; TOMLINSON; NEWSOME, 2009), como a
liberacdo de citocinas, em especial o TNF-a, que também induzem a producéo de
EROs (FRANCA et al. 2013).
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O excesso de lipideos nos hepatdécitos pode ser observado com a presenca
de vacuolos. Estes permitem a classificagdo morfolégica da esteatose em
macrovesicular e microvesicular e de acordo com a localizacdo no 6rgdo podem
ser do tipo focal ou difusa. A macrovesicular € a forma mais comum, sendo
representada por hepatécitos constituidos por um grande e Unico vacuolo que
desloca o nucleo para a parte periférica da célula; apresenta associagdo com a
elevada ingestdo de &lcool, RI, obesidade e nutricdo parenteral prolongada. A
microvesicular é caracterizada pela presenca de inUmeros e pequenos vacuolos
no citoplasma celular; ocorre principalmente na gravidez, na intoxicacdo por
tetraciclina e em algumas formas da hepatite fulminante em criangas (MARTELLI,
2015; RODRIGUES, 2014).

A EH é uma das principais causas de morbidade e mortalidade ligadas a
doencas do figado. Na maioria dos individuos, a esteatose é diagnosticada apos
testes com marcadores de lesdo hepatica, AST e ALT e fostase alcalina;
ultrassonografia ou tomografia computadorizada, que indicam a presenca de um
figado gorduroso; biopsia hepatica, embora tenha elevado custo e risco ao
paciente é o método que admite uma visdo mais ampla da natureza da esteatose,
possibilitando o acesso a morfologia da lesédo, sendo considerado padréo ouro.
Elevacbes nas transaminases hepaticas AST e ALT entre leve e moderada sao o0s
achados mais comuns nos exames laboratoriais (SOLER et al., 2008; SEIXAS,
2011; SOUSA, 2012).

2.1.5 Associacao entre esteatose e a periodontite

Pesquisas epidemioldgicas relatam uma associacdo entre a periodontite e
as doencas hepaticas ao demonstrar que em pacientes acometidos por
periodontite os niveis séricos de AST, ALT e colinesterase estdo aumentados
(YAMAMOTO et al., 2010; GR@NKJAR, 2015). No estudo de Tomofuji et al.
(2007) foi realizada a inducdo da periodontite através da aplicacdo de LPS e
proteases em ratos, a partir deste experimento foi observado que a inflamacgéo
periodontal e o estresse oxidativo resultante induziram a DHGNA. Além disso,
estudos complementares em ratos tém demonstrado que a periodontite possa ser
um fator de risco para que ocorra a progressao da esteatose alcodlica e nao
alcodlica para fibrose (TOMOFUJI et al., 2008).
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A crbnica exposicao a bactérias periodontais, seus produtos e as citocinas
esta associada com o desenvolvimento de doencas sistémicas. Durante a
progresséo da periodontite, as bolsas periodontais profundas criam um aumento
no espaco subgengival por depdsitos de bactérias, que levam a ulceracdo do
tecido (TOMOFUJI et al., 2007). Essa lesdao permite 0 acesso dos
periodontopatégenos e seus produtos aos vasos da regido com consequente
disseminacdo para a circulacdo. Na regido gengival de um paciente com
periodontite é observado um aumento e uma extensdo do numero de vasos
sanguineos, este evento também pode facilitar a migracao do LPS para o sistema
circulatério. Com a migracdo do LPS ocorre uma estimulacdo amplificada da
resposta imune para locais fora da regiao inicialmente lesionada (Figura 3). Esse
fato explica o papel do LPS na lesdo hepatica observada em varios modelos
animais (YAMAMOTO et al.,2010) .

O figado desempenha um importante papel fisiologico na detoxificacdo do
LPS. Em caso de choque séptico, um aumento na concentracdo serica de LPS
esta relacionado a liberacdo de citocinas inflamatérias e espécies reativas de
oxigénio. Tal condicdo estimula uma resposta patoldgica potente no tecido
hepatico (TOMOFUJI et al., 2007). A inflamacéo local do periodonto também
contribui com o desenvolvimento da esteatose, pois 0os mediadores inflamatorios
liberados podem levar ao recrutamento de neutroéfilos ativados que ao migrar para
o figado potencializam as lesfes nos hepatocitos e nas células endoteliais
vasculares, como resultado da liberacdo de produtos oxidantes e proteases (HAN
et al., 2016). As citocinas, como o TNF-a, contribuem com a disfuncéo
mitocondrial ao promover a formacéo de anion superéxido e espécies reativas de
nitrogénio através da inducdo de oOxido nitrico sintase, inativando enzimas da
cadeia respiratoria e danificando o DNA (MUSSO; GAMBINO; CASSADER,
2009), essas modificacbes alteram o metabolismo lipidico permitindo o acumulo
de acidos graxos nos hepatdcitos.

A exacerbada liberacdo das citocinas na periodontite pode acarretar a RI,
esse fato pode ser explicado pela acdo das citocinas, como TNF-a, na inducao da
fosforilacdo dos receptores de insulina, impedindo que esta Ultima seja incapaz de
fosforilar os seus receptores. Como mencionado anteriormente, na Rl hd uma

mudanca na fonte energética das células, de glicose para lipideos, que resulta no
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fluxo excessivo de acidos graxos para o figado. O efeito do TNF-a é mais intenso
na inibicdo da lipogénese (via inibicdo da lipase, do GLUT-4 e da acetil- Coa
sintetase), potencializando a lipdlise que permite a liberacdo de &cidos graxos
para circulagdo (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Figura 3- A imagem ilustra a associacao da periodontite com o desenvolvimento
da esteatose. Na periodontite, o tecido periodontal produz citocinas inflamatérias
gue juntamente com os patdgenos periodontais e seus componentes translocam-
se para o figado através da circulacdo sanguinea. O LPS estimula as células
inflamatérias, desencadeando uma intensa inflamacdo que resulta no estresse
oxidativo. O estresse oxidativo leva a diminuicdo de antioxidantes como o GSH e
colabora com uma peroxidacao lipidica que resulta no acumulo de gordura nos
hepatocitos e formacado de MDA. A enzima MPO liberada por neutrofilos também

colabora com o estresse oxidativo.
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O estresse oxidativo presente na periodontite é outro evento que explica a
relagédo da doenca com a esteatose (Figura 3). Como dito anteriormente, as EROs
tem um papel importante no processo inflamatério. As EROs, além de participar
do recrutamento de citocinas, podem causar agressdao nos AGPs iniciando
peroxidacgéao lipidica dentro das células. Com a peroxidagdo ocorre a formagéo de
aldeidos como malondialdeido (MDA). A formacdo dessas moléculas ocorre
apenas através da peroxidacdo dos AGPs, que sdo preferencialmente oxidadas
para diminuir a resisténcia da ligacdo carbono-hidrogénio em grupos metilenos
entre pares de carbonos insaturados. Como o namero de ligacdes duplas nos
AGPs aumenta, suas taxas de peroxidagcdo aumentam exponencialmente (ROLO;
TEODORO; PALMEIRA, 2012).

O tecido adiposo também é afetado pelo estresse oxidativo. As EROs
possuem a capacidade de agir como moléculas sinalizadoras, além de originar
danos a proteinas, lipidios e acidos nucléicos celulares. O dano do tecido adiposo
resultante do excesso de EROs desencadeia a ampliacdo da sintese e secrecao
das adipocinas, que estimulam a formacdo de um ambiente pro-inflamatorio. Os
adipdcitos secretam elevada quantidade de TNF-a, IL-6, IL-8 e a proteina 1
guimiotaxica dos macrofagos. O proprio tecido adiposo é responsavel pelo
manejo da resposta corporal a insulina. Como resultado dessas alteracdes o
metabolismo lipidico no tecido adiposo € desregulado acarretando também na
lipdlise (MAGGIONI, 2014; RODRIGUES 2014).

A elevada liberacdo de citocinas tanto como resultado direto da acdo das
bactérias e suas endotoxinas como através da estimulacdo dos adipécitos
promove a intensa migracdo de células infamatdrias que participam na liberacao
de citocinas e enzimas como a mieloperoxidase (MPO). A MPO, pela reacdo com
peroxido de hidrogénio, forma radicais livres e substancias oxidantes difusiveis
com atividade antimicrobiana, mas devido a elevada inflamacédo na periodontite
h4 uma intensa producdo de MPO também ocasionando um dano oxidativo
(ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK, 2008; FERREIRA et al., 2011).

Os aldeidos, como MDA, tem meia-vidas mais longas que as EROs e
apresentam o potencial para se difundir a partir dos sitios de origem para atingir
um alvo distante intra ou extracelular, ampliando seus efeitos no estresse
oxidativo (ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012), a potencializagdo do estresse
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oxidativo é proporcional ao aumento da peroxidagdo de lipideos. Este intenso
estresse oxidativo tem como consequéncia a diminuicdo de antioxidantes
naturais, como a glutationa (GSH) que possui sua maior concentracdo no tecido
hepéatico em comparagdo com outros tecidos. A diminuicdo de GSH contribui com
a progressao da esteatose (CHEN et al., 2007) (Figura 3).

2.1.6 Inducéo de periodontite por ligadura

Segundo Souza et al. (2005), a utilizacdo de modelos animais tem
viabilizado a analise de alguns aspectos do periodonto que dificilmente seriam
estudados em humanos. Nos estudos abrangendo os tecidos periodontais, o rato
€ comumente empregado por apresentar algumas vantagens em relagdo a outros
animais. Dentre estas vantagens, pode-se salientar o baixo custo, facilidade de
manipulacdo, capacidade de manutencdo em condi¢do livre de germes e a
possibilidade de desenvolvimento de imunodeficiéncias.

A periodontite, diferentemente de outras doengas infecciosas, €
comumente observada em animais. No rato, a anatomia do dente e do periodonto
€ muito semelhante a dos seres humanos, tornando a utilizacdo desses animais
uma otima ferramenta em pesquisas periodontais. A inducdo da periodontite por
estimulo mecanico local, com a insercéo de um fio de ligadura ao redor da regido
cervical dos primeiros molares inferiores, com a promocdo da formacdo do
biofilme tem sido amplamente utilizada em experimentos de periodontite induzida
em animais (RODINI, 2005).

A agressao mecanica induzida instala uma inflamacé&o crénica, admitindo a
observacdo de achados clinicos semelhantes aos encontrados em pacientes
acometidos pela doenca. O modelo de inducdo da periodontite por ligadura
permite, portanto a realizacdo de diversos estudos em relacdo a patogénese,
evolucao e terapéutica (RODINI, 2005).
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar a extensao e severidade da esteatose relacionadas ao aumento no

numero de sitios periodontais afetados.

2.2.2 Objetivos especificos

Induzir a periodontite por inser¢do de uma ligadura nos primeiros
molares inferiores dos animais;

Associar os danos periodontais com as lesfes hepéticas;

Descrever o percentual de esteatose entre 0os animais com inducao de
periodontite por ligadura analisando os parametros bioquimicos e
histologicos;

Avaliar os parametros clinico-inflamatorios nos animais que receberam
inducéo de periodontite por ligadura;

Quantificar os marcadores de estresse oxidativo e inflamatérios na
amostras gengivas dos animais;

Mensurar os marcadores de estresse oxidativo e de inflamagdo no
figado dos animais;

Determinar os niveis seéricos dos marcadores bioquimicos de leséo
hepatica nas amostras de soro dos animais;

Determinar as concentracbfes de triglicerideos e colesterol total
presentes no tecido hepatico dos animais;

Realizar a avaliacdo histologica das amostras de figado para avaliar a

presenca de esteatose.
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2.3 MATERIAS E METODOS

2.3.1 Tipo de estudo e aspectos éticos da pesquisa

O estudo experimental caracterizou-se como descritivo-analitico. O
experimento foi executado na Universidade Federal do Piaui, Campus
Universitario Ministro Reis Veloso, Parnaiba, Piaui. Este projeto foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Piaui
(CEP/UFPI) sob o protocolo de n° 061/ 2014.
2.3.2 Animais

Neste estudo, foram utilizadas 18 ratas Wistar (Rattus norvegicus),
pesando 152,8 £+ 17,8 g. Os animais foram mantidos a uma temperatura de 23 +
2°C, com ciclo claro / escuro de 12 horas e acesso livre a agua e alimentos. Os
animais foram eutanasiados de acordo com as recomendacdes da Resolucao
Normativa n°6, de 10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).
2.3.3 Delineamento experimental

As ratas foram divididas de forma aleatoria em trés grupos de seis: controle
(sem ligadura), periodontite 1 (com uma ligadura, por 20 dias) e periodontite 2
(com duas ligaduras, por 20 dias). Para inducdo da periodontite foi utilizada uma
ligadura de nylon (000), inserida ao redor dos primeiros molares inferiores dos
animais. Antes da inducdo os animais foram submetidos a anestesia geral
utilizando-se 35 mg/kg do anestésico cetamina e 15 mg/kg do relaxante muscular
xilazina, adminstrados por via intramuscular. No grupo periodontite 1, a ligadura
foi colocada em torno do primeiro molar inferior direito. No grupo periodontite 2, os
fios de ligadura foram colocados ao redor de ambos os molares inferiores. Apos
20 dias de inducado da periodontite, foram retiradas amostras de sangue do plexo
retro-orbital dos 18 animais para analises bioguimicas. Antes da eutanasia foi
mensurado o peso das ratas e ap0s o procedimento foi realizada a pesagem dos
figados.
2.3.4 Parametros clinicos
2.3.4.1 indice de sangramento gengival (ISG)

A bolsa periodontal ou sulco gengival dos primeiros molares inferiores dos

grupos periodontite foram sondados por dez segundos e classificados de acordo
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como descrito por Liu et al (2012) nos escores de 0 a 5. Escore 0: margem
gengival e papila gengival (GMP) séo saudaveis, sem sangramento visivel apos
uma ligeira sonda. Escore 1: GMP s&o levemente inflamados e sem sangramento
observado ap6s uma ligeira sonda. Escore 2: GMP sao levemente inflamadas;
alteragbes na cor, auséncia de edema e a ocorréncia de hemorragia de ponto
apos uma ligeira sonda sédo observadas. Escore 3: GMP sdo moderadamente
inflamados; alteracdes na cor, edema leve e sangramento apos uma ligeira sonda
enquanto o sangue ainda estd no sulco gengival séo visiveis. Escore 4. GMP
estdo gravemente inflamados; alteracdes na cor, edema grave e sangramento
apos uma ligeira sonda enquanto o fluxo de sangue para fora sulco gengival sao
visiveis. Escore 5: GMP estdo gravemente inflamados; alteracbes na cor, grave
edema, Ulcera, sangramento apdés uma ligeira sonda ou hemorragia espontanea e
sangue sao observados fluindo para fora do sulco gengival.

2.3.4.2 indice de profundidade de sondagem (IPS)

Para avaliacdo de PS foi utilizada uma sonda periodontal (ponta de 0,2 mm
de raio). Trés pontos foram avaliados e utilizados na medicdo (meésio-vestibular,
disto-vestibular e médio-vestibular) (LIU et al., 2012).
2.3.4.3 Mobilidade dentaria

A avaliacdo da mobilidade dentéria foi realizada como descrito por Xu et al
(2006).A mobilidade dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo foi
classificada da seguinte forma: 0 = auséncia de mobilidade, 1 = ligeira mobilidade
(vestibular-palatal), 2 = mobilidade moderada (vestibular-palatal e mesial-distal) e
3 = mobilidade severa (vertical, presenca de movimento dentro e fora alvéolo).
2.3.5 Medicédo da perda de osso alveolar (POA)

A medida da POA foi utilizada para demarcar a juncdo cemento-esmalte
(JEC). Posteriormente a disseccdo do tecido mole, as mandibulas foram
impreguinadas com solucdo aquosa de azul de metileno a 1%. A imagem da
altura do osso alveolar para cada hemimandibula foi capturada com o uso de um
estereomicroscopio em uma ampliacdo de 30x. Para a avaliacdo do osso alveolar,
mediram-se trés pontos da regido lingual. As medidas foram realizadas ao longo
do eixo da raiz, da seguinte forma: a) POA -1, a distancia foi adquirida medindo a
altura da juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na por¢cdo anterior

(mesial) dos primeiros molares; B) POA -2, a distancia foi obtida medindo a altura
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da juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na raiz mesial dos primeiros
molares inferiores; C) POA - 3, a distancia foi alcancada medindo a altura da
juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na raiz intermediaria dos primeiros
molares inferiores. Apds a andlise dos trés pontos das mandibulas a seguinte
formula foi utilizada POA:POA= POA-1/3 + POA-2/3 + POA-3/3. As imagens
foram avaliadas atravées do sistema de analise (ImageJ v.1.48 Media
Cybernetics).
2.3.6 Avaliacao histopatoldgica do figado

As amostras foram armazenadas em formaldeido tamponado neutro a
10%. O processamento histologico das amostras seguiu 0s seguintes passos:
desidratacéo, solucdes crescentes de alcool etilico; diafanizacdo, solucéo de xilol;
incluséo, impregnacéo por parafina; microtomia, cortes das amostras incluidas em
6 um de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina; azul de
toluidina, para avaliagcdo da presenca e densidade de mastocitos (DMC); acido
periodico de Schiff (PAS), para avaliacdo de glicogénio. As laminas foram
observadas por meio de microscopia convencional. Para a andlise histolégica do
figado foram capturadas imagens por campo das laminas histolégicas para
avaliar, de acordo como o descrito por Turlin et al. (2009),0s seguintes
parametros: a) esteatose, b) inflamacéo, c) necrose e d) densidade de mastocitos.
A esteatose foi avaliada semiquantitativamente, por meio da porcentagem de
células com esteatose seguindo uma escala de cinco graus: 0, ausente ou
presente em <5% de hepatdécitos; grau 1, = 5% e <25%; grau 2, =2 25% e <50%;
grau 3, 250 % e <75% e grau 4, =75%. A avaliacdo da inflamacéo e da necrose
seguiu a seguinte classificagdo: 0: nenhuma; 1: <2 focos/campo; 2: 2-4
focos/campo; 3: > 4 focos/campo (MAGGIONI, 2014). Para a avaliacdo da
densidade de mastdcitos foram contadas o total de células coradas com azul de
toluidina, posteriormente, dividiu-se o numero de células pela area encontrada,
obtendo-se a densidade de mastécitos por pm? (SOUZA, 2012).
2.3.7 Dosagens
2.3.7.1 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi avaliada através do acumulo de neutrofilos no
tecido gengival e hepatico. Sumariamente, 40 mg de tecido foram macerados e

homogeneizados em 50 mg/mL de tampdo de potassio contendo 0,5% de
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brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB). O homogeneizado foi centrifugado a
3.900 rpm durante 6 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e a partir dele foi
avaliada a atividade de MPO por meio dadeterminacdo da variacdo na
absorbancia em equipamento de ELISA no comprimento de onda de 450 nm,
utilizando odicloridrato de O-dionisidina em reagcdo com perdxido de hidrogénio a
1% (SANTOS-SILVA et al.,, 2013). A atividade da MPO foi descrita como
unidades/ mg de tecido. Uma unidade da atividade de MPO foi definida pela
converséao de 1 ymol de perdxido de hidrogénio em agua em 60 segundos a 24°C,
como descrito por Chaves et al (2013). Os resultados foram expressos como
unidade de MPO/mg de tecido.

2.3.7.2 Niveis de Glutationa (GSH)

A concentragdo de GSH em amostras de figado foi determinada de acordo
com o meéetodo de Sedlak e Lindsay (1968), que consiste na reacdo do grupo
sulfidrila com 5,5 — ditiobis (2 - acido nitrobenzoico) (DTNB- reagente de
Ellman)com o tiol livre, que resulta em um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzéico. O produto resultante foi mensurado por meio de espectrofotometria
(absorbancia a 412nm) (SILVA, 2009; ANDRADE, 2012). Foram pesados entre 50
a 100 mg das amostras de figado que em seguida serdo homogeneizadas em 5
ml de EDTA 0,02M gelado. Foram retirados 4,0 ml deste homogeneizado, que foi
misturado com 3,2 ml de agua destilada e 0,8 ml de acido tricloroacético 50%. As
amostras foram agitadas e centrifugadas a 3000 g por 15 minutos. Do
sobrenadante foi retirado 2,0 ml, neste foi acrescido 4 ml de TRIS 0,4 M (pH 8,9)
e 0,1 ml de DTNB 0,01 M. Em seguida, as amostras preparadas foram agitadas e
misturadas para a homogeneizacéo. Por ultimo foram lidas as absorbancias das
amostras no espectrofotdmetro (SILVA, 2009; ANDRADE, 2012). Os dados foram
expostos como ug/g de tecido.
2.3.7.3 Niveis de Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA em amostras de figado e de gengiva foram
determinados de acordo com o método descrito por Uchiyama e Mihara (1978)
gue frequentemente é utilizado para estimar a peroxidacao lipidica. Este método
tem como principio a extracdo deste composto usando um solvente organico (n-
butanol), determinando-se a concentragcdo de MDA que sera expressa Como

substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). A concentracdo de TBARS
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foi expressa em nmol/g de tecido.

As amostras de figado foram congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas a -70°C imediatamente apOs a coleta e foram lavadas com soro
fisiolégico gelado (4° C), para extrair quaisquer vestigios de sangue. As amostras
foram pesadas e homogeneizadas em KCL gelado 1,15%, a partir disto resultou
uma solucao acida com concentracdo a 10%. Uma aliquota de 0,5 ml foi retirada
de cada amostra e acrescida 1,0 ml da solugcdo aquosa de TBA 0,6% e 3,0 ml da
solucdo de &cido fosforico (H3PO4, 1%). Logo apds, a mistura foi colocada em
banho fervente por 45 minutos, resfriada em banho de gelo e em seguida
adicionado 4,0 ml de N-butanol. Apés 2 minutos de agitacdo, a amostra foi
centrifugada por 10 minutos a 3.000 r.p.m. Por meio de espectrofotometria
(comprimento de onda 520 nm e 535 nm) foi medida a absorbancia da camada
organica sobrenadante (fase butandlica). A diferenca entre os valores obtidos de
cada leitura, resultantes de cada comprimento de onda foi utilizada para calcular a
concentracdo de TBARS, usando a regresséo linear a partir de uma curva padréo
(SILVA, 2009; ANDRADE, 2012).
2.3.7.4 Niveis de Colesterol e triglicerideos no tecido hepatico

Para a dosagem de colesterol e de triglicerideos foi utilizada uma
proporcdo de 2 para 1 de cloroférmio e de metanol, respectivamente, e o
composto resultante foi utilizado para a dosagem tecidual. Foram macerados 100
g de amostra em 1 ml de reagente cloroférmio/metanol. Logo apds, foi realizada a
centrifugacdo das amostras em 5000rpm durante 5 minutos. A quantidade de
sobrenadante utilizada de acordo com o indicado no kit enzimatico para colesterol
total e triglicerideo. O sobrenadante foi homogeneizado juntamente com os
reagentes preparados do Kit. As amostras foram analisadas por
espectrofotometria (FIGUEIREDO, 2012).
2.3.7.5 Dosagens bioquimicas do soro

As amotras de sangue retiradas do plexo retro-orbital foram armazenadas e
refrigeradas. Posteriomente foram centrifugadas para obtencdo de 100ul de soro.
A dosagem dos niveis dos marcadores de lesdo hepatica (AST e ALT) foi
realizada por meio de técnica colorimétrica com a utilizacdo de Kits Labtest,
seguindo as instrucdes do fabricante, e analisadas por espectrofotometria.

2.3.8 Analise estatistica
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Os dados foram expressos na forma de média * desvio padrdo e/ou
mediana * intervalo quartilico. Para avaliacdo da distribuicdo e normalidade dos
dados foi utilizado o teste estatistico de Shapiro-Wilk. A diferenca entre os grupos
foi analisada por meio do teste de variancia (ANOVA) e do teste de Student-
Newman-Keuls, para os dados paramétricos, e do teste de Kruskal-Wallis para
dados nao paramétrico, seguido pelo teste de Dunn para comparac¢des multiplas.

As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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Resumo:

Introducdo: A periodontite é wuma doenca cronica que devido
principalmente a intensa resposta inflamatéria desencadeia altera¢des sistémicas,
como alteracBes hepaticas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a
extensdo e severidade da esteatose relacionada ao aumento no numero de locais
periodontais afetados.

Métodos: Dezoito ratos foram divididos em trés grupos: controle,
peritodontite com ligadura e periodontite com duas ligaduras. Foram avaliados os
seguintes parametros: indice de sangramento gengival,medida de profundidade
de sondagem, mobilidade do dente, perda de osso alveolar, malondialdeido
(MDA), atividade de mieloperoxidase (MPO) para tecidos periodontais; analise do
peso total do figado e dos animais; avaliacdo histopatologica do tecido hepatico;
niveis de glutationa (GSH), MDA, MPO, colesterol e triglicerideos no figado; niveis
séricos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

Resultados: Os dados da avaliagcdo periodontal demonstraram que o
modelo de periodontite funcionou. Os grupos com periodontite ndo diferiram
significativamente em relacdo a atividade de MPO e aos niveis de MDA nas
amostras de gengiva, contudo apresentaram diferencas significativas com o grupo
controle. Em relagcéo ao peso corporal o grupo periodontite 2 foi 0 que apresentou
a maior média. A analise do peso do figado néo apresentou diferencas
significativas entre os grupos. Na analise histolégica dos grupos com periodontite,
observou-se esteatose, embora 0s grupos ndo apresentaram diferencas
significativas entre eles. Os niveis de GSH, MDA, colesterol total e triglicerideos
no tecido hepatico ndo foram alterados entre grupos com periodontite, entretanto
mostraram diferencas significativas em comparacdo com o grupo controle. A
atividade de MPO no tecido hepatico e os niveis séricos de AST e ALT néo
apresentaram diferencas significativas entre os trés grupos.

Conclusao: Em conclusédo, nossos resultados demonstraram que uma ou
duas ligaduras induzindo periodontite foram suficientes para causar esteatose no
figado, demonstrando que a esteatose promovida pela periodontite induzida néo
apresenta uma maior extensdo e severidade com o aumento nos numeros de

sitios afetados.
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Introducéo

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica (1), causada pela
presenca de um biofilme bacteriano composto por varias espécies como
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Prevotella intermedia e
Fusobacterium nucleatum (2) que afetam os tecidos periodontais e podem
desencadear alteracbes sistémicas, como doencas cardiovasculares (3-4),
doencas renais (5-6), e principalmente alteracdes hepaticas (7). Embora existam
estudos que associem periodontite com alteracées no figado (8), 0 mecanismo
pelo qual este processo ocorre ainda ndo é bem compreendido (8-9). Alguns
estudos demonstraram niveis elevados de marcadores inflamatorios em amostras
sanguineas de pacientes com doenca periodontal (10). E provavel que este
evento resulte da proliferacdo do patégeno e seus produtos (lipopolissacarideos -
LPS- e proteases) (11), que desencadeiam ulceracéo intensa da regido gengival
(8), permitindo a disseminacao de microorganismos para a circulacao.

Semelhante ao observado em seres humanos, o uso da inducdo de
periodontite com ligadura em ratos também desencadeia reabsor¢do do 0sso
alveolar e infiltrado de células inflamatérias nos tecidos gengivais. Um ponto
importante é a ndo exclusdo do papel da lesdo traumatica resultante do contato
da ligadura com o tecido na patogénese da periodontite induzida. Assim, os dados
sobre as alteracdes bacterianas e histoldgicas resultantes da periodontite induzida
por ligadura correspondem aos previstos pela maioria das hipéteses que ligam a
periodontite com doencas sistémicas, especialmente as doencas hepaticas (11-
12).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que os pacientes com periodontite
apresentam um aumento sérico de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT), que sdo marcadores importantes de lesdo hepatica.
Estes marcadores também sao observados em individuos com esteatose (8-12).

A esteatose ndo alcodlica é a forma mais comum de doenca hepatica

7

crbnica e é caracterizada pelo acumulo de gordura nos hepatécitos (13). A
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esteatose estd intimamente associada a sindrome metabodlica e pode ser
considerada como uma doenga multissistémica associada a inflamacéo,
superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), produzidas por
peroxidacéo lipidica, como o malondialdeido (MDA) e a reducdo de moléculas
antioxidantes como a glutationa (GSH).'' Os niveis dessas moléculas s&o
normalmente dosados em amostras de figados alterados para avaliacdo
experimental do estresse oxidativo (14).

Na literatura s6 existem relatos de estudos demonstrando o alcance do
dano hepatico, esteatose, através de modelos experimentais empregando apenas
um sitio de inducdo da periodontite. Assim, este estudo objetivou avaliar a
extensdo e severidade da esteatose relacionada ao aumento no namero de locais

periodontais afetados.
Material e métodos

Animais

Neste estudo, utilizaram-se 18 ratas Wistar (Rattus norvegicus) pesando
152.8 £ 17.8g. Os animais foram mantidos a uma temperatura de 23 + 2 ° C, com
ciclo claro/escuro de 12 horas e acesso livre a agua e alimentos. A eutanasia dos
animais foi realizada de acordo com as recomendacdes da Resolucdo Normativa
n°6, de 10 de julho de 2012 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Este projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Piaui (CEP/UFPI) sob o
protocolo de n° 061/ 2014.

Delineamento experimental

As ratas foram divididas de forma aleatoria em trés grupos de seis: controle
(sem ligadura), periodontite 1 (com uma ligadura, por 20 dias) e periodontite 2
(com duas ligaduras, por 20 dias). Para inducdo da periodontite foi utilizada um
fio de nylon (000), colocado ao redor dos primeiros molares inferiores dos
animais. Antes da inducao os animais foram submetidos a anestesia geral por via
intramuscular com de 35 mg/kg do anestésico cetamina e de 15 mg/kg do
relaxante muscular xilazina. No grupo periodontite 1, a ligadura foi colocada em
torno do primeiro molar inferior direito. No grupo periodontite 2, os fios de ligadura

foram colocados ao redor de ambos os molares inferiores. Apés 20 dias de
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indugéo da periodontite, foram retiradas amostras de sangue do plexo retro-orbital

dos 18 animais para analises bioquimicas. Antes da eutanasia foi mensurado o

peso dos animais e apos o procedimento foi realizada a pesagem dos figados.
indice de sangramento gengival (ISG)

Os primeiros molares dos animais foram sondados na regido da bolsa
periodontal ou sulco gengival durante dez segundos. A classificagdo do indice de
sangramento gengival seguiu os escores de 0 a 5 de acordo como o descrito por
Liu et al. (15)

indice de profundidade de sondagem (IPS)

Para avaliacdo PS utilizou-se uma sonda periodontal (ponta de 0,2 mm).
Trés pontos foram avaliados e utilizados na medida (mésio-vestibular, disto-
vestibular e médio-vestibular) (15).

Mobilidade dentaria

A avaliacdo da mobilidade dentéria foi realizada de acordo como o descrito
por Xu et al. (16) A mobilidade dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo
foi classificada da seguinte forma: O = auséncia de mobilidade, 1 = ligeira
mobilidade (vestibular-palatal), 2 = mobilidade moderada (vestibular-palatal e
mesial-distal) e 3 = mobilidade severa (vertical, presenca de movimento dentro e
fora do alvéolo).

Medicao da perda de osso alveolar (POA)

A medida da POA foi utilizada para demarcar a juncdo cemento-esmalte
(JEC). Posteriormente a disseccdo do tecido mole, as mandibulas foram
impreguinadas com solucdo aquosa de azul de metileno a 1%. A imagem da
altura do osso alveolar para cada hemimandibula foi capturada com o uso de um
estereomicroscopio em uma ampliacdo de 30x. Para a avaliacdo do osso alveolar,
mediram-se trés pontos da regido lingual. As medidas foram feitas ao longo do
eixo da raiz, da seguinte forma: a) POA -1, a distancia foi adquirida medindo a
altura da juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na por¢cdo anterior
(mesial) dos primeiros molares; B) POA -2, a distancia foi obtida medindo a altura
da juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na raiz mesial dos primeiros
molares inferiores; C) POA - 3, a distancia foi alcancada medindo a altura da
juncdo cemento-esmalte para a crista alveolar, na raiz intermediaria dos primeiros

molares inferiores. ApGs a analise dos trés pontos das mandibulas a seguinte
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formula foi utilizada POA: POA= POA-1/3 + POA-2/3 + POA-3/3. As imagens
foram avaliadas por sistema de andlise de imagens (ImageJ v.1.48 Media
Cybernetics) .

Concentracdo de malondialdeido (MDA) nos tecidos hepatico e gengival

Os niveis de MDA nas amostras de figado e gengiva foram determinados
de acordo com o método descrito por Mihara e Uchiyama (17), que é
frequentemente utilizado para estimar a peroxidagéo lipidica.

Atividade da mieloperoxidase (MPO) nos tecidos hepético e gengival

A andlise da atividade MPO foi realizada para determinar de forma indireta
a infiltracdo de neutréfilos no tecido gengival e hepético seguindo a metodologia
descrita por Chaves et al. (18)

Niveis de glutationa (GSH) no tecido hepatico

Os niveis de GSH nas amostras de figado foram determiandos de acordo
com a metodologia descrita por Sedlak e Lindsay (19). O teste consiste na reacéo
do grupo sulfidrilo com 5,5 '-ditio (4cido 2-nitrobenzoéico) (reagente de DTNB-
Ellman) com o tiol livre, que resulta em um dissulfureto misto mais acido 2-nitro-5-
tio-benzoico. O produto resultante foi analisado por espectrofotometria.

Avaliacao histopatoldgica do tecido hepatico

As amostras foram armazenadas em formaldeido tamponado a 10%. O
processamento histologico das amostras seguiu 0S seguintes passos:
desidratacéo, solucdes crescentes de alcool etilico; diafanizacéo, solucéo de xilol;
inclusdo, impregnacao por parafina; microtomia, cortes das amostras incluidas em
6 um de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina; azul de
toluidina, para avaliagcdo da presenca e densidade de mastécitos (DMC); acido
periddico de Schiff (PAS), para avaliacdo de glicogénio. As laminas foram
observadas por meio de microscopia convencional. Para a analise histolégica do
figado foram capturadas imagens de cada campo das laminas histologicas para
avaliar, como descrito por Turlin et al. (20), os seguintes parametros: a) esteatose,
b) inflamacéao, c) necrose e d) densidade de mastocitos. A esteatose foi avaliada
semiquantitativamente, por meio da analise da porcentagem das células com
esteatose seguindo uma escala de cinco graus: 0, ausente ou presente em <5%
de hepatdcitos; graul, = 5% e <25%; grau 2, = 25% e <50%; grau 3, 250 % e
<75% e grau 4, =2 75%. A avaliagdo da inflamacdo e da necrose seguiu a
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seguinte classificagédo: 0: nenhuma; 1: <2 focos/campo; 2: 2-4 focos/campo; 3: >4
focos/campo. Para avaliacdo da densidade de mastocitos foram contadas o total
de células coradas com azul de toluidina, posteriormente, dividiu-se o nimero de
células pela area encontrada, obtendo-se a densidade de mastécitos por pm?
(21).

Niveis de colesterol total e triglicerideos no tecido hepatico

Para a dosagem de colesterol e de triglicerideos foi utilizada uma solucéo
contendo cloroférmio: metanol (2:1). Foram macerados100 g de amostra em 1 ml
de reagente cloroférmio/metanol. Logo apés, foi realizada a centrifugacado das
amostras em 5000rpm durante 5 minutos. A quantidade de sobrenadante utilizada
foi baseada naquela indicada no kit enzimatico para colesterol total e triglicerideo.
O sobrenadante foi homogeneizado juntamente com o0s reagentes preparados.
As amostras foram analisadas por espectrofotometria (22).

Concentragbes séricas de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) .

Os niveis dos marcadores de lesdo hepatica (AST e ALT) foram dosados
por meio de técnica colorimétrica com a utilizacdo de Kits bioquimicos, seguindo
as instrucdes do fabricante e a analise feita por espectrofotometria.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + desvio padréo e/ou
intervalo mediano * quartilico. O teste estatistico de Shapiro-Wilk foi utilizado para
verificar a distribuicdo e a normalidade dos dados. A diferenca entre os grupos foi
analisada utilizando o teste de variancia (ANOVA) e o teste Student-Newman-
Keuls para os dados paramétricos e o teste de Kruskal-Wallis para dados néo
paramétricos, seguido pelo teste de Dunn para comparacdes mdltiplas. As

diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05.

Resultados

indices de sangramento gengival e de profundidade de sondagem

A papila gengival nos grupos com ligadura mostrou-se fortemente
inflamada, com alteracdes na cor, edema e sangramento ap6s uma leve sonda
(Figura 1E e 1F). Ambos os grupos com ligadura (Figura 1B, 1C, 1E e 1F) quando

comparados ao grupo controle (Figura 1A e 1D) apresentaram diferencas clinicas
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em relagdo ao tecido gengival. Ndo ha diferencas significativas entre os
gruposperiodontite 1 e 2 em relacdo ao ISG, no entanto, ha uma diferenca
significativa quando os dois grupos sao comparados com o grupo controle (p
<0,05) (Figura 1G).

Na andlise PS, as médias encontradas para cada grupo foram 0,8 + 0,1mm
para o grupo controle, 3,3 £ 0,1mm para o grupo periodontite com uma ligadura e
3,3 £ 0,1mm para o grupo periodontite com duas ligaduras. Houve diferencas
significativas em relacdo a PS entre o grupo controle e os grupos com ligadura (p
<0,05, Figura H). No entanto, ndo houve diferencas significativas entre os grupos
periodontite 1 e 2 (p> 0,05, Figura H).

Medicao da perda éssea alveolar

As alteracbes observadas no osso alveolar dos grupos controle, uma
ligadura e duas ligaduras estdo representadas nas figuras 1l, 1J e 1K,
respectivamente. Houve diferencgas significativas entre os grupos com ligadura em
relacdo ao grupo controle (2,0 £ 0,1mm, 5,4 £+ 0,2 mm, 5,2 £ 0,2 mm para 0s
grupos controle, uma ligadura e duas ligaduras, respectivamente). No entanto,
nao houve alteracdes significativas entre os grupos periodontite 1 e 2 (p> 0,05)
(Figura 1L).

Mobilidade dentaria

Ndo foram observadas alteracbes significativas entre 0s grupos
periodontite 1 e 2, porém a comparacdo dos grupos com ligadura com 0 grupo
controle demonstrou diferencas significativas (p<0,05) (Figura 1M).

Atividade de MPO e os niveis de MDA no tecido gengival

Os dois grupos com periodontite induzida quando comparados ao grupo
controle apresentaram diferencas significativas em relacdo a atividade de MPO
(3,4 £ 0,8 U/mg de tecido, 51,4 + 7 U/mg de tecido, 56,1 + 7,0U/mg de tecido,
para os grupos controle, uma ligadura e duas ligaduras, respectivamente, p<0,05),
mas 0s grupos periodontite 1 e 2 ndo diferiram significativamente entre si (p>
0,05) (Figura 2A). Na comparacao entre grupos periodontite 1 e 2, os niveis de
MDA néo apresentaram diferencas significativas (p> 0,05), porém os dois grupos
apresentaram aumento na peroxidacdo lipidica quando comparados ao grupo
controle (Controle com 37,8 = 6,0nmol/g de tecido, uma ligadura com 79,2 +

4,3nmol/g de tecido e duas ligaduras com 77,3 £ 2,8nmol/gde tecido) (Figura 2B).
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Peso corporal e do figado dos animais

O grupo com duas ligaduras apresentou o maior valor do peso corporal em
comparagao com 0s grupos controle e uma ligadura. O grupo com uma ligadura
foi 0 que obteve a menor média de massa corporal. A comparacao entre 0s trés
grupos em relacdo ao peso do figado ndo demonstrou diferencas significativas (p
> 0,05) (Tabela 1).

Avaliacao histopatolégica do figado

A Figura 3A, 3D e 3G demonstra o tecido hepatico do grupo controle, no
qual os hepatdcitos apresentam conformacédo normal. O grupo com uma ligadura
(Figura 3B, 3E e 3H) e aquele com duas ligaduras (Figura 3C, 3F e 3l)
apresentaram esteatose, sendo possivel a observacéo de alguns hepatdcitos com
esteatose do tipo macrovesicular e nacleos periféricos, além da diminuicdo da
organizacdo em forma de corddes. A analise dos escores de esteatose dos
tecidos hepaticos de ambos os grupos com periodontite demonstrou indices
elevados de esteatose em comparacao ao grupo controle (1,6 £ 0,1, 2,3 +£0,2, 2,3
+ 0,2, controle, uma ligadura e dois grupos de ligadura, respectivamente; p < 0,05)
(Figura 4A). No entanto, os grupos periodontite 1 e 2 ndo apresentaram
diferencas significativas entre si (p > 0,05). Todos 0s grupos demonstraram a
presenca de inflamacdo, necrose e densidade de mastocitos, no entanto a
comparacao entre os trés grupos em relacao a esses parametros ndo evidenciou
diferencas significativas (p > 0,05) (Figura 4B, 4C e 4D).

Atividade de MPO no tecido hepéatico

A atividade de MPO foi analisada para medir o infiltrado de neutréfilos. Nao
foram observadas diferencas significantivas entre os grupos do estudo em relacéo
aos niveis de MPO no tecido hepatico (2, 0 £ 0,2 U/mg de tecido, 2,8 + 0,6 U/mg
de tecido, 2,8 + 0,6 U/mg de tecido, grupos controle, um ligadura e duas
ligaduras, respectivamente (p > 0,05) (Figura 4E).

Niveis de GSH e de MDA no tecido hepatico

Os dois grupos que receberam inducdo de periodontite demostraram uma
diminuicao significativa de GSH no figado em relacdo ao grupo controle (420,7 +
47,8 ug/g de tecido, 155,0 + 55,7 ug/g de tecido, 181,8 + 43,7 ug/g de tecido,
grupos controle, uma ligadura e duas ligaduras, respectivamente). Contudo, néo

foram evidenciadas diferencas significativas (p >0,05) entre os grupos periodontite
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1 e 2 (Figura 5A). As concentragbes de MDA nos grupos com ligaduras foram
elevadas quando comparadas ao grupo controle (64,0 = 5,21nmol/g, para o grupo
controle, 115,3 + 14,0 nmol/g, para o grupo com uma ligadura, 101,3 + 13,8
nmol/g, para o grupo com duas ligaduras), apresentando diferencgas significativas.
Os grupos periodontite 1 e 2 quando comparados entre si ndo obteveram
diferancas significativas (p > 0,05) (Figura 5B).

Niveis de colesterol total e de triglicerideos no tecido hepatico

Os grupos com periodontite apresentaram amostras de figado com altas
concentragdes de colesterol total em relagdo ao grupo controle (grupos controle,
2,4 £ 0,4 mg/g de tecido; uma ligadura, 5,1 + 0,2 mg/g de tecido; duas ligaduras,
52 = 1,0 mg/g de tecido; p <0,05) (Figura 5C), evidenciando diferencas
significativas entre eles. Entretando, a comparacéo entre os grupos periodontite 1
e 2 nao apresentou alteracdes significativas (p <0,05). Os niveis de triglicerideos
nas amostras de figado dos grupos com ligadura também demonstraram um
aumento singificativo em relagédo ao grupo controle (Controle: 66,1 £ 7,5 mg/g de
tecido, uma ligadura: 131,5 £ 8,7 mg/g de tecido, duas ligaduras: 125,8 + 16,1
mg/g de tecido; p <0,05) (Figura 5D). Contudo, entre 0os grupos com periodontite
nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05).

ConcentracOes séricas de AST e ALT

Os valores de AST e ALT na comparacdo entre oS trés grupos nao

apresentaram diferencgas significativas (p > 0,05) (Tabela 1).

Discusséao

A associacao entre a periodontite e as alteracbes hepaticas ja vem sendo
relatada na literatura (23-24). Estudos demonstram um aumento de
periodontopatégenos em pacientes diagnosticados com esteatose em relacdo a
individuos sem lesbes hepaticas, sugerindo que a periodontite e a esteatose
estejam relacionadas. A relacdo entre ambas pode ser explicada pelo acesso a
sitios distantes, como o figado, de bactérias periodontais, endotoxinas, citocinas e
células inflamatérias através da circulacdo (25). No tecido hepatico, esses
agentes potencializam a inflamacdo e o estresse oxidativo decorrentes da
periodontite ocasionando a peroxidacdo lipidica que resulta no acumulo de

gordura nos hepatdcitos (7-15).
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J& existem estudos demonstrando a presenca de esteatose em modelos de
periodontite induzida em ratos com apenas uma ligadura (14). Nosso estudo foi o
primeiro a realizar a avaliacdo de esteatose em modelo de inducdo de
periodontite com a insercdo de ligadura em ambos o0s primeiros molares
inferiores, mostrando que mais de um local de inducdo ndo promove a extensao e
severidade da esteatose. A analise histolégica de ambos os grupos apresentou
laminas histologicas com hepatdcitos degenerados e desorganizados. No entanto,
a avaliacdo de marcadores de lesdo hepatica e de estresse oxidativo demonstrou
gue nao ha diferenca significativa (p >0,05) na extensdo da esteatose entre 0s
grupos com uma ligadura e duas ligaduras.

Os dados clinicos para a determinacdo da periodontite ISG, PS, mobilidade
dentaria, POA nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos com
uma ligadura e duas ligaduras, demonstrando que o modelo de inducéo
permaneceu constante em ambos o0s grupos (14). Os resultados desses
parametros conferem eficacia ao modelo de inducéo de periodontite utilizado. A
periodontite confirmada através dos parametros acima permite a analise de suas
consequéncias sistémicas.

Devido ao intenso processo inflamatério presente na periodontite ha um
aumento no tecido gengival da atividade da MPO (6,13,26). A MPO é uma enzima
presente nos neutrofilos, comumente utilizada como marcador indireto de
infiltracdo de neutréfilos em processos inflamatérios (26). Nossos resultados
evidenciaram gque os niveis da atividade de MPO foram elevados nos grupos com
inducdo em comparacdo com O grupo controle, em concordancia com o
observado na literatura (6,13,26). Essa exarcebada resposta inflamatoria resulta
na superproducdo de espécies reativas de oxigénio que desencadeiam a
peroxidacdo lipidica, apresentando como produto o MDA. O aumento deste
marcador no tecido gengival foi observado em estudos com periodontite (6,27,28).
Nossos resultados também demonstraram um aumento nos niveis de MDA nos
grupos com periodontite em relacdo ao grupo controle. A comparacdo entre 0s
grupos periodontite 1 e 2 ndo mostrou diferencas significativas na analise de
MPO e MDA.

A doenca do figado conhecida como esteatose ocorre devido ao acumulo

de lipidios nos hepatdcitos. O acumulo de gordura nas células hepéticas pode
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levar & degeneracdo e alteracdo na conformacdo dessas células (14-28). Em
nosso estudo essas alteragBes foram observadas na andlise histopatol6gicadas
laminas dos grupos com periodontite. A comparacao histologica entre 0os grupos
periodontite 1 e 2 ndo evidenciou extensdo da esteatose. A avaliagdo dos escores
de esteatose revelou que héa diferencas significativas entre os grupos com
indugdo e o grupo controle. Os parametros de inflamag&o, de necrose e de
densidade de mastécitos foram observados em todos os grupos do estudo,
contudo ndo apresentaram alteraces significativas. De acordo com o descrito por
Vasconcelos et al. (14), esses parametros também nao apresentaram importante
alteracao entre os animais do grupo periodontite e do grupo controle.

De acordo com o observado na literatura os niveis de atividade MPO
apresentam-se elevados em amostras de tecido hepatico (29). Em nosso estudo,
apesar da identificacdo da inflamacdo nas amostras de figado, a atividade de
MPO nao apresentou alteracdes significativas entre os grupos estudados. A
auséncia de diferencas entre os grupos quanto a inflamacéo pode explicar os
dados da atividade de MPO no figado.

O estresse oxidativo causa alteracdes nos niveis de MDA e GSH no tecido
hepatico (14). Os valores de MDA foram elevados nas amostras defigado dos
grupos com periodontite em relacdo ao grupo controle, entretanto a analise entre
0s grupos com uma ligadura e duas ligaduras ndo apresentou diferencas
significativas. GSH € um antioxidante intracelular que tem varias funcbes
biologicas atribuidas principalmente a desintoxicacdo eletrofilica e eliminacéo de
oxidantes. A maior concentracdo de GSH é encontrada em hepatdcitos em
comparacao com outros tecidos. O principal papel do hepatécito no organismo é
participar do metabolismo e desintoxicacdo, portanto, € um alvo para muitas
drogas ingeridas e outros xenobidticos. A diminuicdo de GSH no figado como
resultado do estresse oxidativo observado na periodontite potencializa o dano
hepatico (28). Isto explica os baixos niveis de GSH no figado nos grupos com
periodontite. A comparacdo entre os grupos periodontite 1 e 2 ndo evidenciou
diferencas significativas.

O figado desempenha um papel central na homeostase lipidica (28). Com
dano hepatico devido a periodontite, o metabolismo lipidico sofre alteracdes

resultando em niveis aumentados de colesterol total e triglicerideos. Em nosso
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estudo as concentracdes de colesterol total e triglicerideos dos grupos com
periodontite foram elevadas em relagdo ao grupo controle, mas nao indicaram
diferencgas significativas quando comparados entre si. ALT e AST sdo marcadores
de les@o hepatica que ajudam no diagnostico da esteatose (24). Em pacientes
com esteatose observaram-se niveis elevados desses marcadores no sangue.
Em alguns estudos utilizando ratos foi observado que os valores ALT e AST néo
apresentam diferencas estatisticas significantes entre o grupo periodontite e o
controle (14-28), nossos resultados estdo em concordéncia com esses dados.

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que uma ou duas
ligaduras induzindo periodontite foram suficientes para causar esteatose no
figado, demonstrando que a esteatose promovida pela periodontite induzida ndo
apresenta uma maior extensdo e severidade com o aumento nos numeros de

sitios afetados.
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Legendas:

Figura 1. A) e D) Representama analise clinica do grupo controle. B) e E) Analise
clinica do grupo periodontite com uma ligadura. B) mostrando o lado esquerdo
sem ligadura e sem alteracdes. E) lado direito mostrando inflamacéo intensa, com
mudanca de cor, edema e sangramento apds sondagem. C) e F) analise clinica
do grupo periodontite com duas ligaduras. C) mostrando o lado esquerdo com
inflamacéo, edema, mudanca de cor, sem sangramento. F) lado direito mostrando
inflamacéo intensa, edema e sangramento apds uma pequena sondagem. G)
Grafico de ISG mostrando valores elevados para grupos com periodontite quando
comparados com o grupo controle. A comparacao entre 0s grupos com ligadura
nao apresentou mudancas significativas. H) Grafico de PS mostrando aumento
para os grupos com periodontite em relacéo ao grupo controle. Nao ha alteracdes
significativas entre grupos com ligadura. 1), J) e K) representam a diferenca clinica
do osso alveolar. 1) no controle, sem alteracéo. J) e k) grupos com uma ligadura e
com duas ligaduras apresentando perda 6ssea alveolar. L) POA, demonstrando a
diferenca significativa dos grupos com periodontite em comparacdo com o

controle. Os grupos com ligadura ndao apresentaram mudancas significativas
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guando comparados entre si. M) Representa a mobilidade dentaria, ha diferenca
significativa dos grupos com ligadura em relacdo ao controle. N&o foram
demonstradas alteragdes significativas entre os grupos induzidos. E.P.M. * p
<0,05 representa grupos com periodontite versus grupo controle.

Figura 2. A) Representa a atividade de MPO no tecido gengival. Os grupos com
periodontite apresentaram altos niveis de atividade MPO quando comparados ao
grupo controle. No entanto, a analise entre grupos com ligadura ndo revelou
alteracbes significativas. B) Andlise dos niveis de MDA no tecido gengival, a
avaliacdo dos grupos com periodontite mostrou niveis elevados em relacdo ao
grupo controle, e a andlise entre os grupos com inducdo ndo apresentou
alteracoes significativas. E.P.M* p <0,05 representa grupos de periodontite versus
grupo de controle.

Figura 3. A) D) e G) Representam o tecido hepatico do grupo controle sem
alteragbes histologicas. Ao redor da veia central encontram-se hepatécitos em
conformacao normal. B), E) e H) Representam o tecido hepatico do grupo com
uma ligadura demonstrando varios hepatdcitos com perda da conformacao,
apresentando esteatose. C), F) e I) Representam o tecido hepatico do grupo
periodontite com duas ligaduras. Os hepatdécitos exibem conformacao em corddes
alterada e presenca de esteatose. A proporcao de hepatdcitos degenerados no
grupo com duas ligaduras apresentou-se inferior ao observado no grupo com uma
ligadura. A), B) e C) Hematoxilina e eosina, D), E) e F) azul de toluidina, G), H) e
1) acido Periodico de Schiff (PAS). Ampliacéo original 150x.

Figura 4. A) Representa a analise da esteatose no tecido hepatico. Ambos os
grupos com periodontite demonstraram um aumento significativo da esteatose
guando comparados ao grupo controle, no entanto os grupos com ligadura néo
apresentaram diferencas significativas entre si. B) Representa os niveis de
inflamacéo, C) representa a densidade dos mastdcitos, D) representa a necrose e
E) os niveis de atividade de MPO no tecido hepatico. Os parametros B), C),D) e
E) ndo apresentaram alteracdes significativas entre os grupos estudados. E.P.M*
p <0,05 representa grupos de periodontite versus grupo de controle.

Figura 5. A) Representa os niveis de GSH no figado. O grupo controle
apresentou uma concentracdo significativamente maior em relacdo aos grupos

com periodontite. Os grupos com periodontite ndo apresentaram alteracbes
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significativas entre si. B) as concentragfes de MDA no tecido hepético. Os grupos
com periodontite demonstraram diferengas significantes em relagdo ao grupo
controle, mas nao mostraram alteracfes entre si. Os niveis de colesterol (C) e de
triglicerideos (D) apresentaram-se aumentados nos grupos induzidos em
comparagcdo com o0 grupo controle,contudo a comparagcdo entre eles nao
demonstrou mudancas significativas. E.P.M * p <0,05 representa grupos de

periodontite versus grupo controle.
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Tabela 1. Peso corporal, do figado e dosagens bioquimicas do soro

Grupos Nenhuma Uma Duas

Parametros de peso

Figado(g)
72+0,2 74 +0,1 7,0+0,2

Peso corporal(g) 186,5+ 7.0 178,9+10,0 2005+ 3.6
Parametros
bioquimicos
AST (U/L)

53,6 + 5,1 55,7 +12,7 62,7 +4,9
ALT (U/L)

298+ 21 30,3+3,0 31,4+35

O peso corporal e do figado dos animais. A comparagcao entre o grupo controle e
0s grupos com uma e duas ligaduras ndao apresentou diferenca significante em
relacéo ao peso corporal e dos 6rgaos. O grupo com duas ligaduras apresentou a
maior média de peso corporal entre os grupos analisados. Os parametros
bioquimicos (AST e ALT) néo indicaram alteracdes significativas entre os grupos

do estudo (p >0,05). Média das proporc¢des individuais e £ E.P.M.
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4 CAPITULO Il

4.1 CONSIDERAC}@ES FINAIS

Com este estudo foi possivel observar que os danos hepaticos decorrentes
da periodontite induzida por ligadura em ratos nao apresentam extensao e
severidade associadas com o0 aumento no numero de sitios de danos
periodontais. Em virtude disto, ressalta-se que a utilizacdo de apenas uma
ligadura em modelos de indugcdo de periodontite é suficiente para desencadear
lesdes hepaticas como a esteatose.



68

4.2 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKRAM, Z. et al. Cytokine profile in chronic periodontitis patients with and without
obesity: a systematic review and meta-analysis. Disease Markers, v. 2016, 2016.

ALMEIDA, R. F. et al. Associacdo entre doenca periodontal e patologias
sistémicas. Revista Portuguesa de Medicina Geral e Familiar, v. 22, n. 3, p.
379-90, 2006.

ALOIA, T. P. A. Efeitos de fatores hepatotroficos no figado em ratos Wistar
(Rattus norvegicus). 2006. Tese (Doutorado em Anatomia dos animais
domésticos e silvestres) - Universidade de S&o Paulo.

AMAYA, M. P. et al. Polymorphisms of pro-inflammatory cytokine genes and the
risk for acute suppurative or chronic nonsuppurative apical periodontitis in a
Colombian population. International endodontic journal, v. 46, n. 1, p. 71-78,
2013.

ANTONINI, R. et al. Fisiopatologia da doenca periodontal. Revista Inova Saude,
vol. 2, n. 2, 2013.

ANDRADE, T. A. M. Modificacdes teciduais e mecanismos de acao da fracao
F1 do latex da seringueira Hevea brasiliensis na cicatrizacdo de ulceras
cutaneas em ratos diabéticos. 2012. Tese (Doutorado em ciéncias meédicas) -
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto.

BALBINO, R.R. et al. Doenca Periodontal na Gravidez. 2015. Dissertacdo
(Mestrado integrado em medicina dentaria) — Instituto Superior de ciéncias da
saude, Egas Moniz.

BARTOLD, P. M.; NARAYANAN, A. S. Molecular and cell biology of healthy and
diseased periodontal tissues. Periodontology 2000, v. 40, p. 29-49, 2006.

BASCONES-MARTINEZ, A. et al. Host defence mechanisms against bacterial
aggression in periodontal disease: Basic mechanisms. Medina Oral, Patologia
Oral y Cirurgia Bucal, v. 14, n. 12, p. €680-5, 2009.

BASSANI, L. Perfil lipidico de pacientes cirroticos e sua correlagdo com os
escores prognosticos. 2011. Dissertacdo (Mestrado em hepatologia) —
Universidade de ciéncias da saude, Porto Alegre.

BECHMANN, L.P. et al. The interaction of hepatic lipid and glucose metabolism in
liver diseases. Journal of hepatology, v. 56, p. 952-964, 2012.

BELLENTANI, S. et al. Epidemiology of non-alcoholic fatty liver
disease. Digestive diseases, v. 28, n. 1, p. 155-161, 2010.

BELLENTANI, S.; MARINO, M. Epidemiology and natural history of non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD). Annals Hepatology, v. 8, n. 1, p. S4-S8, 20009.

BEREZOW, A. B.; DARVEAU, R. P. Microbial shift  and
periodontitis. Periodontology 2000, v. 55, n. 1, p. 36-47, 2011.

BORGES JR, I. et al. Proinflammatory and oxidative stress markers in patients
with periodontal disease. Mediators of inflammation, v. 2007, 2007.


https://www.google.com.br/search?q=Annals+Hepatology,&sa=X&ved=0ahUKEwiZrpeL8ODUAhWICD4KHYg9CIAQ7xYIJCgA

69

CHALASANI, M. D. N. et al. The Diagnosis and Management of Nonalcoholic
Fatty Liver Disease: Practice Guidance from the American Association for the
Study of Liver Diseases. Hepatology, v. 67, n. 1, p. 328-357, 2017.

CHAVES, L. S. et al. Antiinflammatory and antinociceptive effects in mice of a
sulfated polysaccharide fraction extracted from the marine red algae Gracilaria
caudata. Immunopharmacology and immunotoxicology, v. 35, n. 1, p. 93-100,
2013.

CHEN, Y. et al. Hepatocyte-specific Gclc deletion leads to rapid onset of steatosis
with mitochondrial injury and liver failure. Hepatology, v. 45, n. 5, p. 1118-1128,
2007.

COCHRAN, D. L. Inflammation and bone loss in periodontal disease. Journal of
periodontology, v. 79, n. 8S, p. 1569-1576, 2008.

COELHO, L. F. Analise morfologica do figado e baco de camundongos
Balb/c submetidos a desnutricdo protéico-caldérica e infectados com
Leishmania infantum. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) -
Universidade federal de ouro preto.

CONSOLARO, A.; FRANSCISCHONE, T. R. G.; FURQUIM, L. Z.As reabsorcbes
radiculares mdultiplas ou severas nao estdo relacionadas a fatores sistémicos,
suscetibilidade individual, tendéncia familiar e predisposi¢cao individual. Dental
Press Journal of Orthodontics, v. 16, n. 1, p. 17-21, 2011.

CORTELLI, J. R.; CORTELLI, S.C. Periodontite cronica e agressiva: prevaléncia
subgengival e frequéncia de ocorréncia de patdégenos periodontais. Revista
Biociéncias, v. 9, n. 2, 2008.

COTRIM, Helma P. et al. Nonalcoholic fatty liver disease in Brazil. Clinical and
histological profile. Annals Hepatology, v. 10, n. 1, p. 33-7, 2011.

DA SILVA, F.R.P. et al.Relationship between-889 C/T polymorphism in interleukin-
1 A gene and risk of chronic periodontitis: evidence from a meta-analysis with new
published findings. Medicina oral, patologia oral y cirurgia oral, p.0, 2016.

DARVEAU, R. P. Periodontitis: a polymicrobial disruption of host
homeostasis. Nature Reviews Microbiology, v. 8, n. 7, p. 481-490, 2010.

DE ALWIS, N. M. W.; DAY, C. P. Non-alcoholic fatty liver disease: the mist
gradually clears. Journal of hepatology, v. 48, p. S104-S112, 2008.

DE LACUEVA FRANCA, M. Al. Estudo da influéncia da geometria na
transmissdo de tensdes ao o0sso no desenvolvimento da periimplantife.
2013. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Biomédica) - Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto.

DIAZ-ZUNIGA, J. et al. Increased levels of the T-helper 22-associated cytokine
(interleukin-22) and transcription factor (aryl hydrocarbon receptor) in patients with
periodontitis are associated with osteoclast resorptive activity and severity of the
disease. Journal of Periodontal Research, 2017.



70

DOWMAN, J. K.; TOMLINSON, J. W.; NEWSOME, P. N. Pathogenesis of non-
alcoholic fatty liver disease. QIM: An International Journal of Medicine, v. 103,
n. 2, p. 71-83, 20009.

DUARTE, A. R. B.Avaliacdo do figado num modelo de toxicologia
experimental com DMBA. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Experimental). Faculdade de Medicina - Universidade de Coimbra.

EDER, R. O exercicio intermitente modula o metabolismo lipidico em ratos:
o figado como 6rgdo gerenciador. 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias)-
Instituto de Ciéncias Biomédicas Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo.

FERREIRA, A. L. A. et al. Sindrome metabdlica: atualizacdo de critérios
diagnosticos e impacto do estresse oxidativo na patogénese. Revista Brasileira
de Clinica Médica, v. 9, n. 1, p. 54-61, 2011.

FIGUEIREDO, V. P.A infec¢céo experimental pelo Trypanosoma cruzi agrava o
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas em camundongos apoE-/-. 2012.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas)- Universidade Federal de Ouro
Preto, Minas Gerais.

FRANCA, B. K. et al. Peroxidacéo lipidica e obesidade: Métodos para afericao do
estresse oxidativo em obesos. Jornal Portugués de gastrenterologia, v. 20, n.
5, p 199-206, 2013.

FLORES, M. G. et al. Cementum—periodontal ligament complex regeneration
using the cell sheet technique. Journal of periodontal research, v. 43, n. 3, p.
364-371, 2008.

FONSECA-ALANIZ, M. H. et al. O tecido adiposo como centro regulador do
metabolismo. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia e Metabologia, v. 50, n.
2, p. 216-229, 2006.

GOUVEIA, A. I. E. A. Doenca periodontal no cédo. (2009). Dissertacéo
(Mestrado em Medicina Veterinaria) - Universidade Técnica de Lisboa.

GRONKJAR, L.L. Periodontal disease and liver cirrhosis: A systematic
review. SAGE open medicine, v. 3, 2015.

GUIMARAES, M. V. et al. Dry Extract of Matricaria recutita L.(Chamomile)
Prevents Ligature-Induced Alveolar Bone Resorption in Rats via Inhibition of
Tumor Necrosis Factor-a and Interleukin-1p. Journal of periodontology, v. 87, n.
6, p. 706-715, 2016.

HAN, P.; SUN, D.; YANG, J. Interaction between periodontitis and liver diseases
(Review). Biomedical Reports, v. 5, n. 3, p. 267-276, 2016.

HELLER, D. et al. Impact of systemic antimicrobials combined with anti-infective
mechanical debridement on the microbiota of generalized aggressive periodontitis:
a 6-month RCT. Journal of clinical periodontology, v. 38, n. 4, p. 355-364,
2011.

HO, S. P. et al. The biomechanical characteristics of the bone-periodontal
ligament-cementum complex. Biomaterials, v. 31, n. 25, p. 6635-6646, 2010.



71

HO, S. P. et al. The tooth attachment mechanism defined by structure, chemical
composition and mechanical properties of collagen fibers in the
periodontium. Biomaterials, v. 28, n. 35, p. 5238-5245, 2007.

ISHIKAWA, M. et al. Oral Porphyromonas gingivalis translocates to the liver and
requlates hepatic glycogen synthesis through the Akt/GSK-3B signaling
pathway. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Basis of Disease, v.
1832, n. 12, p. 2035-2043, 2013.

KNIGHT, E. T. et al. Risk factors that may modify the innate and adaptive immune
responses in periodontal diseases. Periodontology 2000, v. 71, n. 1, p. 22-51,
2016.

KRAWCZYK, M.; BONFRATE, L.; PORTINCASA, P. Nonalcoholic fatty liver
disease. Best Practice & Research Clinical Gastroenterology, v. 24, n. 5, p.
695-708, 2010.

LANG, N. P.; SCHATZLE, M. A.; LOE, H. Gingivitis as a risk factor in periodontal
disease. Journal of Clinical Periodontology, v. 36, n. s10, p. 3-8, 2009.

LAPPIN, D. F. et al. Influence of periodontal disease, Porphyromonas gingivalis
and cigarette smoking on systemic anti-citrullinated peptide antibody
titres. Journal of clinical periodontology, v. 40, n. 10, p. 907-915, 2013.

LEMOS, A. F. P. O papel da Porphyromonas gingivalis nas doencas da
cavidade oral e sua relacdo com doencas sistémicas. 2016. Dissertacao
(Mestrado Integrado em Medicina Dentéria)- Instituto Superior de Ciéncias da
Saude Egas Moniz, Almada, Portugal.

LERIAS, S.M. L. Suscetibilidade genética as doencas orais de etiologia
microbiana. 2016. Dissertacdo (Mestrado Integrado em Medicina Dentéria)-
Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz, Almada, Portugal.

LI, L. et al. Increased susceptibility of MER5 (peroxiredoxin Ill) knockout mice to
LPS-induced oxidative stress. Biochemical and biophysical research
communications, v. 355, n. 3, p. 715-721, 2007.

LINDHE, J.; KARRING, T.; ARAUJO, M. The anatomy of periodontal tissues.
Clinical periodontology and implant dentistry, v. 5, p. 27-31, 2008.

LIU, R. et al.Effects of systemic ornidazole, systemic and local compound
ornidazole and pefloxacin mesylate on experimental periodontitis in rats. Medical
science monitor: international medical journal of experimental and clinical
research, v. 18, n. 3, p. BR95, 2012.

MACEDO, F. R. et al. Associacdo entre periodontite e doenca pulmonar. RGO.
Revista Gaucha de Odontologia (Online), v. 58, n. 1, p. 47-53, 2010

MAGGIONI, L. S. A lipoperoxidacdo plasmatica como preditor de
esteatohepatite ndo alcodlica em obesos mérbidos com doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica. 2014. Tese (Doutorado em Medicina e Ciéncias da
Saude) - Universidade Catdlica.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=659&q=Almada+Portugal&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDDPNU7LUQKzU4rN0nLNtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFALXnRklGAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiK4KOPiY7VAhUDl5AKHUfnDYkQmxMIoAEoATAX
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=659&q=Almada+Portugal&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDDPNU7LUQKzU4rN0nLNtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFALXnRklGAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiK4KOPiY7VAhUDl5AKHUfnDYkQmxMIoAEoATAX

72

MARQUES K.R.S et al. Doencga periodontal e asma: revisdo da literatura.Revista
de Ciéncias Médicas e Bioldgicas, v.10, n.3, p.263-269, 2011.

MARTELLI, A. Metabolismo Hepatocelular dos Lipideos: uma Abordagem Clinica
e Histopatologica do Acumulo Intracelular de Lipides (Esteatose) do Parénquima
Hepatico Induzida pelo Alcool. Journal of Health Sciences, v. 12, n. 1, 2015.

MASI, S. et al. Oxidative stress, chronic inflammation, and telomere length in
patients with periodontitis. Free Radical Biology and Medicine, v. 50, n. 6, p.
730-735, 2011.

MATSUDA, Y. et al.Ligature-induced periodontitis in mice induces elevated levels
of circulating interleukin-6 but shows only weak effects on adipose and liver
tissues. Journal of periodontal research, 2015

MINEOKA, T. et al. Site-specific development of periodontal disease is associated
with increased levels of Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, and
Tannerella forsythia in subgingival plaque. Journal of periodontology, v. 79, n. 4,
p. 670-676, 2008.

MISTRY, A. et al. Effect of Combined Therapy Using Diode Laser and
Photodynamic Therapy on Levels of IL-17 in Gingival Crevicular Fluid in Patients
With Chronic Periodontitis. Journal of lasers in medical sciences, v. 7, n. 4, p.
250, 2016.

MORITA, T. et al. Serum y-glutamyltransferase level is associated with periodontal
disease independent of drinking habits in Japanese adults. Medical science
monitor: international medical journal of experimental and clinical research,
v. 20, p. 2109, 2014.

MONTERO, E. et al. Clinical and microbiological effects of the adjunctive use of
probiotics in the treatment of gingivitis: a randomized controlled clinical
trial. Journal of Clinical Periodontology, 2017.

MUDALIAR, S. et al. Efficacy and safety of the farnesoid X receptor agonist
obeticholic acid in patients with type 2 diabetes and nonalcoholic fatty liver
disease. Gastroenterology, v. 145, n. 3, p. 574-582. el, 2013.

MUSSO, G.; GAMBINO, R.; CASSADER, M. Recent insights into hepatic lipid
metabolism in non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). Progress in lipid
research, v. 48, n. 1, p. 1-26, 2009.

MUNZ, M. et al. A genome-wide association study identifies nucleotide variants at
SIGLEC5 and DEFA1A3 as risk loci for periodontitis. Human Molecular
Genetics, 2017.

NAGAO, Y.; KAWAHIGASHI, Y.; SATA, M.Association of periodontal diseases
and liver fibrosis in patients with HCV and/or HBV infection. Hepatitis monthly, v.
14, n. 12, 2014.

PALUMBO, A.The anatomy and physiology of the healthy periodontium.In:
Gingival Diseases-Their Aetiology, Prevention and Treatment. Intech, 2011.



73

PHAM, T. AV. et al. Risk factors of periodontal disease in Viethamese
patients. Journal of Investigative and Clinical Dentistry, 2017.

PIERI, N. C. et al. Classificacdo morfofuncional dos dentes de quati, Nasua
nasua. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 31, n. 5, p. 447-451, 2011.

PINTO, C. G. S. et al. Esteatose Hepatica e Estilo de Vida Ativo: Revisdo de
Literatura. Revista Brasileira de Ciéncia e Movimento, v. 20, n. 3, p. 125-134,
2012.

PONTES ANDERSEN, C. C.; HOLMSTRUP, P.; BUSCHARD, K.; FLYVBJERG,
A. Renal alterations in prediabetic rats with periodontitis. Journal of
periodontology, v. 79, n. 4, p. 684-690, 2008.

RABELO, F. Marcadores inflamatérios sistémicos em pacientes com doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). 2010. Dissertacdo (Mestrado)-
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2010.

RAKIAN, A. et al. Bone morphogenetic protein-2 gene controls tooth root
development in coordination with formation of the periodontium. International
journal of oral science, v. 5, n. 2, p. 75-84, 2013..

RAMALHO, I. M. A. C. A. Contributo dos marcadores de sintese e de
absorcdo do colesterol na terapéutica hipocolesterolemiante. 2014. Tese
(Doutorado em Ciéncias da Saude) - Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra, Portugal.

RAMS, T. E.; DEGENER, J. E.; VAN WINKELHOFF, A. J. Antibiotic resistance in
human chronic periodontitis microbiota. Journal of periodontology, v. 85, n. 1, p.
160-169, 2014.

ROCAS, I. N.; SIQUEIRA, J. F. Root canal microbiota of teeth with chronic apical
periodontitis. Journal of clinical microbiology, v. 46, n. 11, p. 3599-3606, 2008.

RODINI, C. O. Doenca periodontal inflamatdria induzida por ligadura:
caracterizacdo microscopica e estudo da presenca de mastocitos e das
enzimas Oxido nitrico sintase induzivel (inos) e metaloproteinases-2 e-9.
2005. Dissertacdo (Mestrado em Odontologia) - Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia de Bauru, Séo Paulo.

RODRIGUES, M. A. H. Avaliacdo dos marcadores clinicos e inflamatérios da
doenca hepatica gordurosa nédo alcodlica em mulheres na pés-menopausa
com sindrome metabdlica. 2013. Tese (Doutorado em Ginecologia, Obstetricia
e Mastologia) - Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina de
Botucatu, Sao Paulo.

RODRIGUES, G. R. Acédo da sinvastatina no modelo experimental de esteato-
hepatite ndo alcodlica. 2014. Tese (Doutorado em Medicina) - Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul.

ROLO, A. P.; TEODORO, J. S.; PALMEIRA, C. M. Role of oxidative stress in the
pathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis. Free Radical Biology and
Medicine, v. 52, n. 1, p. 59-69, 2012.



74

ROMAN, R. M.; WENDLAND, A. E.; POLANCZYK, C. A. Myeloperoxidase and
coronary arterial disease: from research to clinical practice. Arquivos brasileiros
de cardiologia, v. 91, n. 1, p. e12-e19, 2008.

ROOKER, S. M,; LIU, B.; HELMS, J. A. Role of Wnt signaling in the biology of the
periodontium. Developmental Dynamics, v. 239, n. 1, p. 140-147, 2010.

SANTOS, E.O.L. Mecanismos de acao de flavonoides no metabolismo
oxidativo e na fagocitose de neutrofilos humanos desencadeados por
receptores Fc-gama e CR. 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
farmacéuticas) - Faculdade de Ciéncias farmacéuticas de Ribeirdo Preto-
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

SANTOS-SILVA, et al. The Oxidative Response of Mouse Hearts is Modulated by
Genetic Background. Arquivo Brasileiro de Cardiologia, v.100, n.2, 2013.

SOCRANSKY, S.S et al. Microbial complexes in subgingival plaque.Journal
Clinical Periodontology, v.25, p.134-144, 1998.

SEDLAK, J.; LINDSAY, R. H. Estimation of total, protein-bound, and nonprotein
sulfhydryl groups in tissue with Ellman's reagent. Analytical biochemistry, v. 25,
p. 192-205, 1968.

SEIXAS, R. B. P. M. Avaliacdo da esteatose hepatica em criancas e
adolescentes obesos e com sobrepeso e sua associacdo com a resisténciaa
insulina. 2011. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade de
Brasilia, Faculdade de Ciéncias da Saude, Brasilia.

SILVA, A. H. Efeitos da acupuntura e da eletroacupuntura sobre o estresse
oxidativo em ratos sadios. 2009. Dissertacdo (Mestrado em Cirurgia) -
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza.

SILVA, M.C. Estudos retrospectivos de lesdes hepaticas crénicas em caes.
2005. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Universidade Federal de
Santa Catarina, Rio Grande do Sul.

SODEK, J.; MCKEE, M. D. Molecular and cellular biology of alveolar bone.
Periodontology 2000, v. 24, p. 99-126, 2000.

SOLER, G.L.N. et al. Doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica: associacdo com
sindrome metabdlica e fatores de risco cardiovascular. Revista Sociedade de
Cardiologia do Estado do Rio de Janeiro, v. 21, n. 2, p. 94-100, 2008.

SONG, |. S.et al.Severe Periodontitis Is Associated with Insulin Resistance in Non-
abdominal Obese Adults. The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism,
v. 101, n. 11, p. 4251-4259, 2016.

SOUSA, Al. V. Prevaléncia e fatores associados a doenca hepatica gordura
ndo alcodlica (DHGNA) na comunidade Madureira de Pinho localizada em
Salvador-Ba. 2012. Dissertacao (Mestrado em Alimentos, Nutricdo e Saude) -
Universidade Federal da Bahia, Salvador.


http://ccs.infospace.com/ClickHandler.ashx?encp=ld%3d20161124%26app%3d1%26c%3dairziphosted%26s%3dairzip%26rc%3dAirziphosted%26dc%3d%26euip%3d187.41.122.239%26pvaid%3d85936053580848beb7029fe3b9df9fb8%26dt%3dDesktop%26fct.uid%3d8a669054233943e38919279890de04f0%26en%3dL3uXZvn7lGF%252bJ7ci1QCbRRmYxNKoXGrwRc4%252bRpZGyqXHcwwvo6YaTffPQ7suqrf9%26ru%3dhttp%253a%252f%252fdocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado-do-rio-de-janeiro-www-socerj-org-br.html%26coi%3d1494%26npp%3d5%26p%3d0%26pp%3d0%26mid%3d9%26ep%3d5%26du%3ddocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado...%26hash%3d4C46770CE0BE4BD41D0975DA11C26862&ap=5&cop=main-title
http://ccs.infospace.com/ClickHandler.ashx?encp=ld%3d20161124%26app%3d1%26c%3dairziphosted%26s%3dairzip%26rc%3dAirziphosted%26dc%3d%26euip%3d187.41.122.239%26pvaid%3d85936053580848beb7029fe3b9df9fb8%26dt%3dDesktop%26fct.uid%3d8a669054233943e38919279890de04f0%26en%3dL3uXZvn7lGF%252bJ7ci1QCbRRmYxNKoXGrwRc4%252bRpZGyqXHcwwvo6YaTffPQ7suqrf9%26ru%3dhttp%253a%252f%252fdocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado-do-rio-de-janeiro-www-socerj-org-br.html%26coi%3d1494%26npp%3d5%26p%3d0%26pp%3d0%26mid%3d9%26ep%3d5%26du%3ddocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado...%26hash%3d4C46770CE0BE4BD41D0975DA11C26862&ap=5&cop=main-title
http://ccs.infospace.com/ClickHandler.ashx?encp=ld%3d20161124%26app%3d1%26c%3dairziphosted%26s%3dairzip%26rc%3dAirziphosted%26dc%3d%26euip%3d187.41.122.239%26pvaid%3d85936053580848beb7029fe3b9df9fb8%26dt%3dDesktop%26fct.uid%3d8a669054233943e38919279890de04f0%26en%3dL3uXZvn7lGF%252bJ7ci1QCbRRmYxNKoXGrwRc4%252bRpZGyqXHcwwvo6YaTffPQ7suqrf9%26ru%3dhttp%253a%252f%252fdocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado-do-rio-de-janeiro-www-socerj-org-br.html%26coi%3d1494%26npp%3d5%26p%3d0%26pp%3d0%26mid%3d9%26ep%3d5%26du%3ddocplayer.com.br%252f4221202-Socerj-sociedade-de-cardiologia-do-estado...%26hash%3d4C46770CE0BE4BD41D0975DA11C26862&ap=5&cop=main-title

75

SOUZA, D. M. et al. Avaliacdo O0ssea alveolar de rattus norvegicus por meio dos
meétodos radiografico e morfométrico. Brazilian Dental Science, v.8, n.4, p. 77-
84, 2005.

SOUZA, L. M. et al. Effect of maternal periodontitis and low birth weight—A case
control study. Acta odontologica Scandinavica, v. 74, n. 1, p. 73-80, 2015.

SOUZA, R. O. Densidade de mastécitos e microdensidade vascular em
displasias epiteliais e carcinomas orais. 2012. Dissertagdo (Mestrado em
Patologia Humana) - Universidade Federal da Bahia, Faculdade de Medicina,
Salvador, Bahia.

TAKANO, M. et al. Hepatocytes produce tumor necrosis factor-a and interleukin-6
in response to Porphyromonas gingivalis. Journal of periodontal research, v. 47,
n. 1, p. 89-94, 2012.

TAYLOR, G. W.; BORGNAKKE, W. S. Periodontal disease: associations with
diabetes, glycemic control and complications. Oral diseases, v. 14, n. 3, p. 191-
203, 2008.

TELES, R. et al. Relationships among gingival crevicular fluid biomarkers, clinical
parameters of periodontal disease, and the subgingival microbiota. Journal of
periodontology, v. 81, n. 1, p. 89-98, 2010.

TEIXEIRA, J.; PINHO, M. M. Associacao entre periodontite e acidente vascular
cerebral (AVC). Revista Portuguesa de Estomatologia, Medicina Dentaria e
Cirugia Maxilofacial, v. 52, n. 2, p. 115-121, 2011.

TILG, H.; MOSCHEN, A. R. Evolution of inflammation in nonalcoholic fatty liver
disease: the multiple parallel hits hypothesis. Hepatology, v. 52, n. 5, p. 1836-
1846, 2010.

TOMOFUJI, T. et al. Chronic administration of lipopolysaccharide and proteases
induces periodontal inflammation and hepatic steatosis in rats. Journal of
periodontology, v. 78, n. 10, p. 1999-2006, 2007.

TOMOFUJI, T. et al. Oxidative damage of rat liver induced by ligature-induced
periodontitis and chronic ethanol consumption. Archives of oral biology, v. 53, n.
12, p. 1113-1118, 2008.

TOMOFUJI, T. et al. Effects of improvement in periodontal inflammation by
toothbrushing on serum lipopolysaccharide concentration and liver injury in
rats. Acta Odontologica Scandinavica, v. 67, n. 4, p. 200-205, 2009.

TONETTI, M. S. et al. Impact of the global burden of periodontal diseases on
health, nutrition and wellbeing of mankind: A call for global action. Journal of
Clinical Periodontology, 2017.

TURLIN, B. et al. Assessment of hepatic steatosis: comparison of quantitative and
semiquantitative methods in 108 liver biopsies. Liver International, v. 29, n. 4, p.
530-535, 2009.



76

VASCONCELQOS, D. F. P. et al. Intermittent parathyroid hormone administration
improves periodontal healing in rats. Journal of Periodontology, v. 85, p. 721-
728, 2014.

UCHIYAMA, M; MIHARA, M. Determination of malonaldehyde precursor in tissues
by thiobarbituric acid test. Analytical biochemistry, v. 86, n. 1, p. 271-278, 1978.

VASCONCELOS, D. F. P. et al. Decrease of Pericytes is Associated With
Ligature-Induced Periodontitis Liver Disease in Rats. Journal of Periodontology,
n. 0, p. 1-14, 2017.

VASCONCELOS, R. C. et al. Immunoexpression of HIF-la and VEGF in
periodontal disease and healthy gingival tissues. Brazilian dental journal, v. 27,
n. 2, p. 117-122, 2016.

VIEIRA, B. M. Padronizacdo de dose de tetracloreto de carbono em modelo
de lesdo hepatica aguda por estresse oxidativo em ratos Wistar. 2014.
Dissertacdo(Mestrado em Nutricdo e Saude)- Faculdade de Nutricdo da
Universidade Federal de Goias, Goiania.

VITORINO, J. T. L. Doencas periodontais e sua relacdo com patologia
sistémica e farmacoterapia associada. 2015. Dissertacdo (Mestrado Integrado
em Medicina Dentaria)- Instituto Superior de Ciéncias da Saude Egas Moniz,
Almada, Portugal.

VU, L. T. et al. The hepatocyte proteome in organotypic rat liver models and the
influence of the local microenvironment. Proteome Science, v. 15, n. 1, p. 12,
2017.

WOLF, H. F.; RATEISCHAK-PLUSS, E. M.; RAITEITSCHAK, K. H. (2006). Atlas
Coloridos de Odontologia - Periodontia (32 ed.). Porto Alegre: Artmed.

XU, Y.; WEI, W. A comparative study of systemic subantimicrobial and topical
treatment of minocycline in experimental periodontitis of rats. Archives of oral
biology, v. 51, n. 9, p. 794-803, 2006.

YAMAMOTO, T. et al. Effects of topical application of lipopolysaccharide and
proteases on hepatic injury induced by high-cholesterol diet in rats. Journal of
periodontal research, v. 45, n. 1, p. 129-135, 2010.

YANG, D. et al. Involvement of CD147 in alveolar bone remodeling and soft tissue
degradation in experimental periodontitis. Journal of periodontal research, v.52,
n.4, p. 704-712, 2017.

YONEDA, M. et al. Involvement of a periodontal pathogen, Porphyromonas
gingivalis on the pathogenesis of non-alcoholic fatty liver disease. BMC
gastroenterology, v. 12, n. 1, p. 1, 2012.

ZORRO, A. F.C. Importancia da consulta de rotina no rastreio de doenca
periodontal e doencas oftalmoldgicas, em cées. 2014. Dissertacdo (Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria) - Universidade Luséfona de Humanidades e
Tecnologias, Lisboa.


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=659&q=Almada+Portugal&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3yDDPNU7LUQKzU4rN0nLNtbSyk63084vSE_MyqxJLMvPzUDhWGamJKYWliUUlqUXFALXnRklGAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwiK4KOPiY7VAhUDl5AKHUfnDYkQmxMIoAEoATAX

ANEXO A

Carta de aprovacao do comité de ética

77



78

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA S

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL

Camgus Unierskano Miristro Petrdnio Fortela, Bakro ninga, Teresing, Pl Brasit CEP: 64049550
Telodone (80) 3155734 _e-mal: cotapiBulpl edu tv

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo do Potencial reparador de plantas e algas
encontradas no Nordeste do Brasil sobre os tecidos periodontais’, sob a responsabilidade do
Prof. Dr. DANIEL FERNANDO PEREIRA VASCONCELOS, com Carta de Aprovacao deste Comité
sob o n® 061/14, teve a solicitacdo de Prorrogacdo de Periodo de Vigéncia de Novembro/2016 &
Novembro/2017, Aprovada por este Comité,

Teresina, 04 de Novembro de 2016,

o 4
=g A,\_ﬁ_ud_*.ﬂ
PFofe .t ek Mendong
Comnd ¢ BiKD Atinu= F P
Conrdenadora



ANEXO B

Carta de aceite da revista

79



80

MedOral_Ref.22204_Date. 2018-01-25_Accept Entrada &
medoral.es 25 de jan -~
paramim |~

?A inglés v > portugués~  Traduzir mensagem Desativar para: inglé

Med Oral Patol Oral Cir Bucal
ISl Journal Citation Reports® Ranking: 2016: 63/90 (Q3) (Dentistry, Oral Surgery & Medicine) JCR Impact Factor: 1.156

2018-01-25

Reference: 22204
Title: One or two ligatures inducing periodontitis are sufficient to cause fatty liver

Dr. Daniel Vasconcelos

Email: vasconcelos@ufpi.edu.br

Passwort

www.medoral.es

Dear Dr,

Thank you for submitting your article for our consideration.

Your above referenced article with the following authors: Larissa Pessoa,Felipe Silva,Even Alves,Luiz Franca,David Lenardo,Joaquina Carvalho, Victor Martins, Francisca Sousa,Karina
Drumond,Jand-Venes Medeiros, Jefferson Oliveira,Daniel Vasconcelos , has been evaluated by the reviewers. We are happy to inform you that they have recommended accepting the
manuscript for publication in Medicina Oral Patologia Oral Cirugia Bucal.

We follow acceptance by date-order to establish the final publication of a manuscript.

Please complete the Copyright Transfer Agreement form available at htto://www.medicinaoral.com/copyright htm and the CONFLICT OF INTEREST requirement available



