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RESUMO

Objetivo: Comparar os efeitos locais e sistémicos produzidos por dois modelos de
inducdo de periodontite in vitro em ratos, pelo método de ligadura e inje¢cdo gengival de

lipopolissacarideo (LPS) de Porphyromonas gingivalis (P. Gingivalis).

Materiais e métodos: Estudo experimental, efetuado numa amostra de 28 ratos fémea
Wistar. Aleatoriamente foram distribuidos em trés grupos, o controlo (n=12), e os grupos
experimentais com periodontite induzida por ligadura (n=5) durante 21 dias e outro com
periodontite induzida por inje¢cdo de LPS de P. gingivalis (n= 11) durante 14 dias. O
processo inflamatdrio no periodonto e o6rgaos reprodutores femininos foi avaliado por
analise histologica. Os niveis séricos de hemograma, hormonas sexuais € parametros
inflamatorios foram medidos. Todas as avaliagdes histoldgicas e sanguineas foram
realizadas por patologistas experientes que desconheciam o status da amostra. A analise

estatistica foi realizada com nivel de significancia p-value < 0,05.

Resultados: No geral, o grupo de periodontite induzida por ligadura apresentou
contagens de linfocitos (82,62% =+ 4,39) e IgG (93,32 £+ 20,7) mais altas e leucdcitos
(2,18% =+ 0,52) e neutrofilos (15,76% =+ 4,68) mais baixas, do que os grupos de
periodontite induzida por injecao de LPS e o controlo. O grupo de periodontite induzida
por ligadura foi significativamente diferente dos outros grupos. A inflamag¢do no utero,
identificada na amostra pela técnica de ligadura, mostra uma possivel relagio com

alteracdes no utero de ratos fémeas Wistar com periodontite cronica.

Conclusio: O grupo com periodontite induzida por ligadura, mostra que o método
induziu maior destrui¢do periodontal comparativamente com o protoloco de indu¢do com
LPS e tiveram um potencial impacto nas doengas inflamatdrias sistémicas, tanto a nivel

sanguineo como a nivel histologico inflamatorio.

Palavras-Chave: Periodontite, Rato, Periodontite induzida por ligadura, Periodontite

induzida por inje¢do de LPS de P. gingivalis.






ABSTRACT

Objective: To compare the local and systemic effects produced by two models of in vitro
periodontitis induction in rats, by the method of ligation and gingival injection of

lipopolysaccharide (LPS) from Porphyromonas gingivalis (P. Gingivalis).

Materials and methods: Experimental study, performed on a sample of 28 female Wistar
rats. They were randomly distributed into three groups, the control (n=12), and the
experimental groups with periodontitis induced by ligature (n=5) for 21 days and another
with periodontitis induced by injection of P. gingivalis LPS (n=11) for 14 days. The
inflammatory process in the periodontium and female reproductive organs was evaluated
by histological analysis. Serum blood count levels, sex hormones and inflammatory
parameters were measured. All histological and blood assessments were performed by
experienced pathologists who were blinded to sample status. Statistical analysis was

performed with a significance level of p-value < 0.05.

Results: Overall, the ligature-induced periodontitis group had higher lymphocyte
(82.62% + 4.39) and IgG (93.32 + 20.7) and white blood cell (2.18% =+ 0.52) and
neutrophils (15.76% =+ 4.68) lower than the LPS injection-induced periodontitis and
control groups. The ligation-induced periodontitis group was significantly different from
the other groups. Inflammation in the uterus, identified in the sample by the ligation
technique, shows a possible relationship with alterations in the uterus of female Wistar

rats with chronic periodontitis.

Conclusion: The ligature-induced periodontitis group shows that the method induced
greater periodontal destruction compared to the LPS induction protocol and had a
potential impact on systemic inflammatory diseases, both at the blood level and at the

inflammatory histological level.

Keywords: Periodontitis, Rat, Ligature induced-periodontitis, Periodontitis induced by

injection of P. gingivalis LPS.
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Introdugdo

I. INTRODUCAO

1. Saude Periodontal

O periodonto ¢ uma estrutura dindmica, sendo classificado em periodonto de
protecdo (gengiva e mucosa alveolar) e periodonto de sustentagao (ligamento periodontal,
cemento e osso alveolar) (Borgo et al.,, 2014). Um periodonto saudédvel, tem como
principal funcao, a inser¢ao do dente no tecido 6sseo dos maxilares e manter a integridade
da superficie da mucosa mastigatéria da cavidade oral (Lindhe e Lang, 2015). O
conhecimento da sua arquitetura e defini¢do de saude periodontal (SP) sdo pré-requisitos
para avaliar a presenca ou auséncia da doenca periodontal (DP) (Schroeder & Listgarten,

1997).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a “satide ¢ um estado de
completo bem-estar fisico, mental e social e ndo meramente a auséncia de doenga ou
enfermidade” (WHO, 2018). Dessa forma a SP pode ser definida através da auséncia de
inflamagao associada a gengivite ou periodontite (Lang & Bartold, 2018). A SP pode ser
analisada tanto a nivel clinico como histolégico. Existem 4 categorias para avaliar a SP,
que correlacionam se o periodonto tem inser¢ao normal e nivel dsseo ou suporte reduzido,
assim como, a possibilidade de conter fatores modificadores e resultados relativos do
tratamento. Esses 4 niveis incluem: 1) o periodonto intacto, com suporte normal, sem
insercdo ou perda dssea e apresenta auséncia total de inflamacao clinica e vigilancia
imunoldgica fisioldgica); 2) SP clinica: periodonto com suporte normal, contém niveis
minimos de inflamacdo clinica; 3) estabilidade da DP, num periodonto reduzido; 4)
remissdo/controlo da DP, num periodonto reduzido (Lang & Bartold, 2018; Murakami et

al., 2018).

Os niveis 3 e 4, segundo a nova classificagdo da DP, caracterizam por um
periodonto reduzido, no entanto, o nivel 3 pode diferenciar-se do nivel 4, através da
capacidade de conter os fatores de risco modificaveis e obter uma resposta terapéutica
6tima, com uma inflama¢@o minima, sendo um indicador de sucesso para o tratamento da
periodontite (Lang & Bartold, 2018; Murakami et al., 2018). O principal objetivo do
tratamento € restabelecer a SP, a partir do controlo da inflamacao e infec¢do, e para tal é

necessario controlar os fatores de risco modificaveis. No entanto, em pacientes que tém
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a doenca ha muitos anos, pode ser aceite como objetivo terapéutico alternativo a
remissdo/controlo da progressao da DP (nivel 4) (Lang & Bartold, 2018; Murakami et al.,
2018).

A SP pode ser afetada por fatores de risco modificaveis, de condi¢ao
comportamental ou ambiental (por exemplo, diabetes mellitus (DM), doengas
cardiovasculares, microorganismos [MOs] especificos, obesidade, sindrome metabolica,
stress e tabaco) passiveis de controlo por parte do médico dentista e/ou pelo doente, € ndo
modificaveis ou determinantes (por exemplo, fatores genéticos, distirbios hematolégicos
e status socioecondmico), que por serem intrinsecos ao individuo, sdo mais dificeis de
serem modificados (Botelho et al., 2019; Curtis et al., 2020; D’Aiuto et al., 2006;
Hajishengallis, 2015; Lin et al., 2021; Mark Bartold & Van Dyke, 2013; Munoz Aguilera
et al., 2020; Sanz et al., 2019).

Na nova classificagdo da DP foi introduzido o conceito de SP e de
condi¢des/doengas peri-implantares, e substitui-se os termos “cronica” e “agressiva” para
qualificar a periodontite, passando-se entdo a definir a doenga segundo diferentes estadios

e graus (Caton et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

A nova classificacdo divide-se em dois grupos: condi¢cdes/doengas periodontais e
condi¢cdes/doengas peri-implantares. Com base na gravidade, complexidade da
periodontite (profundidade de bolsa, defeitos intradsseos, envolvimento de furca,
mobilidade dentaria, disfun¢do mastigatoria), € possivel classificar o estddio [ a IV e ainda
estabelecer a extensdo (localizada ou generalizada). Apos o estadio, estabelece-se o grau
(indicador da taxa de progressdo da doenga), com evidéncia direta ou indireta da taxa de
progressdo em trés categorias: progressdo lenta, moderada e rapida (Grau A, B e C)

(Tonetti et al., 2018).

Uma grande alteragdo nesta classificagdo foi a introducdo dos fatores de risco
como modificadores de grau, uma vez que estudos clinicos e epidemioldgicos realizados
em diferentes populacdes, demonstraram maior gravidade, progressdo e prevaléncia de

periodontite em fumadores e diabéticos (Holde et al., 2017; Preshaw et al., 2012).

Um fator de risco caracteriza-se como uma caracteristica relacionada ao aumento
da taxa de incidéncia de uma doenga, e ndo necessariamente a sua etiologia (Knight et
al., 2016; Van Dyke & Sheilesh, 2006). Os diversos fatores, que podem interferir com a

SP, estdo demonstrados na figura 1 e foram distribuidos por trés camadas, sendo a mais
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interna referente a condicdes bioldgicas, que tém efeito direto sobre o periodonto, a
camada intermédia contempla os fatores ambientais e sistémicos, e a camada mais externa
representa condigdes gerais e modificaveis. Este modelo demostra que para adquirir a
estabilidade e bem-estar periodontal ¢ necessario considerar e controlar os diversos
fatores sistémicos, biologicos, econémicos, sociais e psicologicos (Lang & Bartold, 2018;

Murakami et al., 2018).

£ Composigio
- do Biofilme

| Valores Inflamagdo Imunidade

Genética Saliva

Anatomia
" Cultura Local e duragiio do
\ Biofilme

Figura 1- Modelo de SP influenciado por trés camadas (camada interna: condi¢des que afetam diretamente
o periodonto; camada intermédia: fatores ambientais e sistémicos; camada externa: fatores gerais e
modificéveis). Adaptado de Murakami et al., 2018.

2. Doenca Periodontal

A DP ¢ uma patologia oral que afeta os tecidos de suporte dentario, nomeadamente
a gengiva, o ligamento periodontal, o cemento e o osso alveolar. Na sua fase inicial,
manifesta-se por uma inflamacdo reversivel dos tecidos moles, designada como
gengivite, podendo evoluir para a destrui¢do gradual dos tecidos de suporte dentério e,
consequentemente, a perda dentéria, sendo designada por periodontite (Carvalho et al.,

2021; Kurt et al., 2019).

Clinicamente, a periodontite pode ser definida por uma inflama¢ao microbiana
mediada pelo hospedeiro que conduz a uma perda de inser¢do periodontal. Com uma
sonda periodontal padronizada, tendo como referéncia a jungdo amelocementarica (JAC),
¢ possivel detetar o nivel de insercdo clinica (NIC) pela avaliagdo circunferencial da

denticdo erupcionada (Darveau R., 2010; Tonetti et al., 2018). A identificagdo clinica
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difere com base na distribui¢do, gravidade e localizacdo de lesdes na arcada dentaria

(Hajishengallis, 2015; Trombelli et al., 2018).

Um periodonto intacto ¢ caracterizado por um sulco gengival de menor ou igual a
3 mm de profundidade de sondagem, a gengivite ¢ definida por um sulco gengival de
menor ou igual a 3 mm de profundidade de sondagem, associado a uma inflamacdo
periodontal moderada sem perda dssea, e a periodontite € estabelecida quando a formagao
das bolsas periodontais (BP) tém >4 mm de profundidade de sondagem e hé presenca de
resposta inflamatoria severa com perda dssea alveolar. As enzimas induzidas pela
inflamagao podem levar a perda de tecido periodontal, ao aumento e a ulceragao das BP,
podendo estas atingirem 10-12mm de profundidade. As BP atuam como reservatdrios
bacterianos, abrigando cerca de 108-1010 bactérias que se alimentam de residuos
inflamatorios (peptideos de colagénio), que sdo conduzidos pelo fluido crevicular

gengival (FCG) que circunda a bolsa (Hajishengallis, 2015; Trombelli et al., 2018).

A etiologia da periodontite ¢ multifatorial, sendo o fator etioldogico major a
disbiose de placa bacteriana e das bactérias periodontopatogénicas, nomeadamente
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerela forsythia e espiroquetas (Costa et al., 2020). Associado a disbiose
polimicrobina existe uma resposta imune exacerbada do hospedeiro (Vargas-Sanchez et
al.,2017). Consequentemente, nos tecidos gengivais existe um aumento das citocinas pro-
inflamatorias (interceulina [IL]-6 e a IL-1P), redugdo das citocinas anti-inflamatorias,
aumento de radicais livres, da proteina-C reativa (PCR) e das enzimas hidroliticas, que,
no seu conjunto, desempenham um papel fulcral no processo inflamatorio local com
repercussoes sistémicas (Costa et al., 2020; Fogacci et al., 2017; Otenio et al., 2012;

Vargas-Sanchez et al., 2017).

A presenga de comunidades microbianas disbidticas, por si s6 pode nado
necessariamente conduzir a periodontite, mas pode induzir a doenga no contexto de outros
fatores de risco, como o gendtipo do hospedeiro (estado imunoinflamatorio intrinseco;
polimorfismos que podem atenuar a inflamacdo e prevenir o desenvolvimento de

patologia), stress, dieta ou habitos (por exemplo, fumar) (Murakami et al., 2018).

E evidente que o biofilme microbiano ¢ o fator etioldgico major da inflamagao
gengival, e a extensdo e gravidade da inflamacao sdo afetadas por condi¢des sistémicas e

fatores orais (Mark Bartold & Van Dyke, 2013).
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Além disso, a placa acumula-se mais rapidamente em locais inflamados da
gengiva do que em locais ndo inflamados, criando uma dindmica complexa entre o
biofilme da placa dentaria e a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro (Darveau R.,
2010). Assim, para evitar a perda de inser¢ao e a destruicao do tecido periodontal, ainda

¢ essencial lidar com a gengivite por meio de intervengao terapéutica local apropriada.

Curiosamente, a disbiose bacteriana s induzird a periodontite em hospedeiros
suscetiveis, pois ha individuos que permanecem periodontalmente saudéveis, mesmo com
acumulagdo elevada de biofilme na estrutura dentdria, enquanto, outros com menos
formagdo de biofilme sdo extremamente suscetiveis a periodontite (Hajishengallis G.,

2015).

3. Fatores de risco da periodontite

A compreensdo da etiologia e patogénese da periodontite ¢ crucial para
desenvolver estratégias de prevencdo e tratamento (Trombelli et al., 2018). Nesse
enquadramento, fatores que alteram as respostas celulares, vasculares e de cicatrizagao,
como o tabagismo, stress, controlo glicémico, dieta rica em hidratos de carbono e higiene
oral inadequada, sdo fatores associados com o inicio e desenvolvimento da doenca

(Knight et al., 2016).

A periodontite tem uma etiologia complexa que age em diversos niveis: ao nivel
microbiano, fundamentada na presenca de comunidades microbianas disbidticas com
potencial para inflamacdo destrutiva; no nivel do hospedeiro, com base em fatores
genéticos que podem predispor ou proteger contra doengas; e no nivel de saude sistémica
e fatores ambientais, que modificam a resposta do hospedeiro em uma acao protetora ou

destrutiva (Hajishengallis G., 2015).

Segundo Ebersole et al. (2016), a etiologia da periodontite esta associada ao dano
tecidual, que ocorre inicialmente devido a uma resposta imune exacerbada do hospedeiro
a patdgenos subgengivais. A investigacdo de Botelho et al. (2019), identificou como
fatores de risco extremamente impactantes para a periodontite, a idade, escolaridade,

tabagismo e DM.

A idade e a quantidade de biofilme oral também influenciam a apresentagao

clinica da patologia (Tonetti et al., 2018).
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O tabagismo desenvolve efeitos localmente no tecido periodontal, com destrui¢cao
deste, conduzindo a modificagdo nas respostas inflamatoria, imunes inata e adaptativa. O
resultado do tabagismo ¢ acumulativo, de forma que quanto maior a duragdo e frequéncia
do hébito, maior serd a destruicao periodontal (J. Albandar & Rams, 2002). Desse modo,
pode levar décadas para reduzir o risco da doenga, mas cessar o habito de fumar beneficia
a SP do paciente, corroborando o conceito de que fumar ¢ um verdadeiro fator
modificador (Carvalho et al., 2021; Knight et al., 2016). A terapia periodontal nao
cirurgica (TPNC) em pacientes com hébitos tabagicos tem menor impacto na reducdo da
profundidade de sondagem (PS) e na melhora do nivel de NIC, principalmente em locais
com perda de insercdo igual ou superior a 5 mm, do que em pacientes sem habitos
tabagicos. Este dado sugere que o tabagismo ¢ um fator que compromete a cicatrizagdo

dos tecidos (Knight et al., 2016).

Ainda ¢ desconhecida a influéncia da DM na periodontite, porque a presenga de
placa bacteriana ¢ a principal causa da inflamag¢do gengival, no entanto, diversos
processos foram propostos para relacionar estas doencas, nomeadamente, alteracdes nos
mecanismos celulares, vasculares e de cicatrizagdo (Bui et al., 2019; Knight et al., 2016;
Mark Bartold & Van Dyke, 2013). A periodontite em pacientes diabéticos pode ser
descrita por inflamagdo aumentada e dano tecidual agravado, em comparagdo com os nao
diabéticos. E o desenvolvimento do dano periodontal, pode ser parcialmente atribuido a
alteracao induzida pela hiperglicemia, que conduz a ativa¢do imune e inflamacao (Zhang

et al., 2021).

Perceber a base biologica da alteragdo das respostas de inflamacdo, imunidade
inata e adaptativa, ¢ fundamental para compreender os mecanismos responsaveis pelas
transformagdes associadas a idade e sistema imunologico (SI), a fim de aperfeigoar
estratégias para manter uma boa SP na populagao (Ebersole et al., 2016; Murakami et al.,
2018). O SI pode desenvolver resposta inflamatoria, podendo esta ser protetora a
estimulos nocivos (com participacdo de células imunes, vasos sanguineos e diversos
mediadores soluveis), com o objetivo de eliminar o dano nocivo e reparar o tecido. Ambas
as inflamagdes, aguda e cronica, sdo respostas inespecificas, ou seja, conduzidas pelo
mecanismo de imunidade inata, e quando a fung¢ao protetora contra a destruicao tecidual
ndo ¢ efetiva, o estimulo nocivo continua a agir conduzindo a inflamag¢do crénica, que
pode proporcionar o desenvolvimento de diversas patologias, como a periodontite (Caton

et al., 2018; Ebersole et al., 2016; Tonetti et al., 2015).
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Segundo a OMS, a gravidez exprime-se por alteracdes fisioldogicas complexas,
que podem afetar a satde oral e esta ¢ crucial para a saude geral da mulher e do bebé
(WHO, 2016). As recomendagdes preventivas, diagnosticas e terapéuticas devem ser
tomadas durante a gestacdo, afim de melhorar e manter a SP e estes procedimentos devem
ser preferencialmente realizados durante o segundo trimestre (Sanz, et al., 2013; WHO,
2016). As evidéncias epidemiologicas tém sido analisadas com o intuito de relacionar o
impacto da periodontite durante a gravidez, através de dois mecanismos bioldgicos que
associam a presenca de MOs orais e/ou seus componentes (impacto direto no feto pela da
via plancentaria) e identificam mediadores inflamatorios (impacto indireto no feto pela
da via plancentaria) na corrente sanguinea. Estes estudos manifestam que a periodontite
materna direta e/ou indiretamente tem potencial para influenciar a saidde da unidade
materno-fetal, podendo causar baixo peso ao nascer, parto prematuro e pré-eclampsia

(Sanz, et al., 2013).

O médico dentista devera realizar o aconselhamento de comportamento de saide
de suporte, incentivando as pacientes a vigiarem a sua satde durante a gestagdo, a
cessarem o tabagismo e a controlar o indice glicémico, para deste modo os fatores
modificadores serem controlados, durante o tratamento integral do paciente (Carvalho et
al.,2021; Knight et al., 2016). Com a realizagdo deste tratamento geral ¢ possivel diminuir
os custos diretos (relacionados ao tratamento) e indiretos (compreendem tanto as
implicagdes orais, como carie radicular, perdas dentarias e reabilitacdo dentéria, quanto a
diminui¢do de produtividade) que a periodontite causa para a economia (Carvalho et al.,

2021).

4. Epidemiologia da periodontite

As doengas orais sdo um grande desafio de Satude Publica global, tendo uma alta
prevaléncia e impactos negativos econdmicos significativos (Botelho et al., 2022), que
consequentemente reduzem a qualidade de vida das pessoas afetadas (Holde et al., 2018;
Peres et al., 2019). Estas patologias ndo tratadas afetam cerca de metade da populagdo
mundial e segundo a OMS, o niimero global aumentou em 1 bilhdo nos tltimos 30 anos
(Chen et al., 2021), representando um aumento de 50%, sendo superior ao aumento

populacional (45%) durante o mesmo periodo (WHO, 2022).
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Globalmente, mais de 3,5 bilhdes de individuos tém patologias orais que sdo
cronicas, iniciando-se na infancia e progredindo ao longo da vida adulta (WHO, 2022).
Em diversos paises de baixo nivel s6cio-econdémico, estas patologias permanecem sem
tratamentos porque os seus custos excedem os recursos disponiveis. Consequentemente,
a negligéncia de pacientes com estas enfermidades conduz a dor continua, infecio
generalizada e impacto negativo no bem-estar emocional, social e mental (Peres et al,,

2019).

Segundo a OMS, a periodontite ¢ um problema de saude publica com elevada
prevaléncia em adultos (15-20%), sendo considerada a segunda principal causa de
patologia oral a nivel mundial (WHO, 2018). De 1990 a 2019 o niimero estimado de casos
de DP grave aumentou em quase 540 milhdes, enquanto a prevaléncia global aumentou
cerca de 24%, sendo que na Europa, o aumento de prevaléncia foi de 17,89% (WHO,
2022). A periodontite sendo uma doenga comum entre os adultos, apresenta prevaléncia
segundo estudos europeus e americanos variando de 31% a 76%, respetivamente (Holde
et al., 2017). A periodontite severa, em 2010, foi considerada a sexta condi¢do de saude
mais prevalente do mundo, atingindo 11,2% das pessoas, ou 743 milhdes (Holde et al.,

2018; Sanz et al., 2019).

Na Europa, o impacto da periodontite na saude publica e os fatores de risco nas
taxas de morbidade e qualidade de vida da populagdo, nem sempre sdo validados na
literatura cientifica, devido a inexisténcia de um s6 método eficaz para um estudo
epidemioldgico entre regides, paises e global (Bourgeois et al., 2007). A primeira
investigacdo de exame periodontal, na Franca, foi realizada pelo Bourgeois et al. (2007),
com adultos, de idades entre 35-64 anos, sendo 51% mulheres, com idade mediana de
49,6 anos. A prevaléncia de perda de insercdo severa foi de 32,31% (intervalo de
confianca [IC] de 95%: 31,81-32,81) na faixa etaria de 35-39 anos (Bourgeois et al.,
2007).

Holtfreter et al. (2009) revelaram que a prevaléncia de periodontite, numa
provincia da Alemanha, na faixa etaria de 35-44 anos foi de 17,4%, sendo que na maioria
dos casos apenas alguns dentes/locais foram severamente afetados. Outro pardmetro que
foi observado nesse estudo refere-se a elevada prevaléncia da periodontite moderada
(35,00%) e grave (6,25%) no grupo de 20-29 anos de idade. A condi¢do periodontal foi

avaliada com base na perda de inserc¢do e profundidade de sondagem.
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Na regido Sul da Area Metropolitana de Lisboa (Portugal), em participantes com
idade entre 18 e os 95 anos, sendo 617 mulheres/447 homens, a prevaléncia de
periodontite foi de 59,9%, 22,2% e 24,0%, para periodontite nos estadios leve, moderado

e severo, respetivamente (Botelho et al., 2019).

Em 2008, o Governo portugués criou o vale-dentista destinado a populacdes
vulneraveis, incluindo gravidas, as quais tinham direito a 3 vouchers, para tratamento de
carie ativa. O impacto deste programa permitiu melhorar significativamente o acesso e
cobertura dos cuidados dentdrios em Portugal, nos ultimos dez anos, atingindo cerca de
3,3 milhdes de utentes do Sistema Nacional de Satde (Simdes, et al., 2018). No entanto,
os cuidados de satide oral em Portugal tém sido prestados maioritariamente no setor
privado, e ainda existe uma caréncia de servigos em hospitais publicos e cuidados
domiciliares, a semelhanga de outros paises da unido europeia (Grécia, Espanha e Italia)

(Botelho et al., 2019; Simdes et al., 2018).

Nas ultimas trés décadas, a nivel global, observou-se um aumento da prevaléncia

e gravidade da periodontite na populagdo (GBD, 2020).

5. Manifestacoes locais e sistémicas da periodontite

A periodontite ¢ uma doenca inflamatoria crénica multifatorial, caracterizada por
uma inflamacgdo gengival acentuada com um infiltrado celular inflamatério distinto e uma
infinidade de mediadores pro-inflamatérios que nao se limita apenas aos tecidos
gengivais, mas também apresenta alteracdes sistémicas no hospedeiro (Botelho et al.,

2021; Hajishengallis, 2015; Murakami et al., 2018).

Um novo modelo de patogénese da DP (figura 2) sugere a presenca de disbiose e
a sinergia polimicrobiana e ndo apenas a agdo das bactérias anaerobicas orais (P.
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia), habitualmente envolvidas como
agentes causadores de periodontite, existindo um efeito perturbador do biofilme devido a
estes intervenientes (disbiose e sinergia polimicrobiana) (Hajishengallis, 2015; Trombelli

etal., 2018).

O processo atual de patogénese da DP demonstra as diferengas e a progressao
entre o estado de SP, de gengivite e de periodontite (figura 2a). Sendo desta forma

evidente a presenca de periodontite em hospedeiros suscetiveis, devido a uma
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comunidade polimicrobiana, com distintos MOs que tém diferentes acdes e que
convergem sinergicamente para causar inflamac¢do destrutiva, conforme estd
demonstrado na figura 2b (Hajishengallis, 2015). As bactérias comensais sdo 0s
constituintes da microbiota disbioticas e na presenca de patdgenos inflamatérios, induzem
a resposta inflamatoria do hospedeiro, causando reabsor¢do do osso alveolar de suporte
(Trombelli et al.,2018). A disbiose e a inflamacao atuam de forma combinada porque os
produtos da degrada¢do do tecido inflamatério sdo usados como nutrientes pela

microbiota disbioticas (Hajishengallis, 2015; Trombelli et al., 2018).
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Figura 2 - Sinergia polimicrobiana e disbiose na periodontite. Adaptado de Hajishengallis, 2015.

A microflora associada a SP permanece estavel ao longo do tempo e existe um
estado de equilibrio, de homeostase microbiana. Nesse contexto, o hospedeiro, por meio
do SI inato, consegue controlar a placa subgengival, existindo niveis baixos de FCG sem

produtos de degradagdo tecidual, que podem ser usados como nutrientes pela flora
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subgengival. Porém, as respostas imune e inflamatéria podem ser alteradas devido a
acumulacdo de placa bacteriana, por fatores do hospedeiro independentes da placa
(distarbios imunologicos, alteragdes no equilibrio hormonal ou doengas sistémicas, como
diabetes) ou por fatores ambientais (tabagismo, dieta e stresse). Consequentemente, a
inflamacao tecidual ocorre na presenga do aumento do FCG com produtos de degradacao
tecidual e outros nutrientes bacterianos, conduzindo a uma mudanga na composi¢do da
placa subgengival em direcdo a uma flora mais gram-negativa (associada a doenga),

culminando em periodontite evidente (Mark Bartold & Van Dyke, 2013).

A hipdtese da placa ecoldgica, modelo que melhora a compreensado das interagdes
entre as comunidades polimicrobianas e o SI do hospedeiro, durante a periodontite,
relaciona espécies-chave que desempenham fungdes essenciais para toda a comunidade e
mecanismos essenciais para a manuten¢do ou destruicdo do sistema de defesa inato no
periodonto, que poderdo identificar novos progndsticos ou caminhos terapéuticos

(Darveau R., 2010).

Se a periodontite ¢ uma interrup¢do da homeostase microbiana mediada pelo
hospedeiro, entdo ¢ logico que, controlando a inflamagdo (usando terapia mecanica
convencional e adjuntos farmacolédgicos), seja possivel controlar a infec¢do (Mark

Bartold & Van Dyke, 2013).

A monitoriza¢do da inflamacdo sistémica ao longo dos anos tem sido possivel,
gragas a uma variedade de biomarcadores celulares e circulantes entre os quais, contagem

de globulos brancos e velocidade de hemossedimentagdo (Botelho et al., 2021).

Quando a inflamacao aguda se resolve e ocorre uma resposta cronica, importantes
implicagdes sistémicas podem ocorrer, como doengas ndo transmissiveis (Botelho et al.,
2021). Além disso, a periodontite tem sido associada a varias patologias sistémicas (Bui

et al., 2019; Jepsen et al., 2018).

A periodontite e certas patologias sistémicas compartilham fatores etioldgicos
(genéticos e/ou ambientais) idénticos, € 0s mecanismos que associam estas doengas sao
consistentes com observagdes clinicas, nas quais relacionam a periodontite a inflamagao
sistémica de baixo grau, bacteremias, alteragdo metabdlica e disfun¢do endotelial (
Albandar et al., 2018; Hajishengallis & Chavakis, 2021). No entanto, doengas sistémicas

como 0 DM2 podem aumentar a suscetibilidade a periodontite, uma vez que
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desencadeiam inflamagdo no periodonto ou modelam o microbioma deste (Hajishengallis

& Chavakis 2021).

A associagdo bioldgica entre DM e periodontite estd bem evidenciada por suporte
cientifico e na década de 1990, passou a ser caracterizada como a sexta complicagdo da
DM (Knight et al., 2016). Tendo em vista a alta prevaléncia de ambas as patologias e as
possiveis repercussoes, 0 médico dentista deve recomendar visitas frequentes, de forma
a controlar os fatores de risco, como a presenca de placa bacteriana nas BP
(Hajishengallis, 2015). Embora, os estudos comprovem a associacdo entre estas doengas,
para efetuar um tratamento multidisciplinar, s3o necessarios estudos microbiologicos,
clinicos, bioquimicos e epidemioldgicos, com elevada e adequada amostra, € com ensaio

clinico randomizado e controlado (Bascones-Martinez et al., 2015; Preshaw et al., 2012).

Segundo Machado et al. (2020a), a periodontite pode ter um papel prejudicial na
pressdo arterial (PA), principalmente em pacientes com niveis elevados de inflamagao
gengival e BP profundas. Como a periodontite pode estar associada ao aumento do risco
de hipertensao arterial, abordagens de tratamento periodontal que conduzam ao controlo
da PA e beneficiem os pacientes ao nivel da satide cardiovascular, proporcionam menor
morbidade e mortalidade (Mufioz Aguilera et al., 2020; Sanz et al., 2019). Dados sugerem
que o TPNC intensivo diminui os niveis lipidicos e os marcadores inflamatorios
sistémicos, reduzindo a PA sistélica e consequentemente o risco cardiovascular ( D’ Aiuto

et al., 2006; Mufioz Aguilera et al., 2020).

Pacientes com periodontite contém citocinas pro-inflamatorias séricas mais
elevadas, assim como o fator de necrose tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-1p e IL-6 em
comparagdo com controlos saudaveis. Por este motivo, a periodontite estd relacionada
com muitas doencas sistémicas, como artrite reumatoide, DM e doengas cardiovasculares
(DCV). Diversos estudos clinicos e epidemioldgicos, demostram uma relagdo evidente
entre a periodontite e DCV, por meio de bactérias P. gingivalis, Tannerella forsythia, ou
Treponema denticola, que foram identificadas em 52% das amostras ateroscleroticas (Suh
et al., 2019). E no tecido cardiaco, niveis elevados de citocinas inflamatorias, conduzem
a atividade simpatica aumentada e disfuncdo cardiaca (Lin et al., 2021; Suh et al., 2019).
A atividade simpdtica foi relatada, sendo possivel que a periodontite afete o sistema
nervoso e no estudo de Lin ef a/ (2021), com a utilizagao de ligadura prolongada (1 ano),

os camundongos demonstraram sinais de comprometimento cognitivo.
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A inflamagdo sistémica resultante da periodontite interfere na atividade
eritropoiética e altera o mecanismo de diferenciagdo de algumas células na medula dssea
(MO). Embora ainda ndo seja consensual a associagdo da SP com os disturbios
sanguineos, ndo havendo uma relacdo de maior predisposicao a periodontite quando o
paciente apresenta patologias sanguineas (Botelho et al., 2021). Porém, individuos com
distirbios de leucocitos aparentam ser mais predispostos a delecdo periodontal severa,
por causa da fisiopatologia da periodontite e da fungdo imune dos leucécitos (Botelho et

al., 2021).

A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria de baixo grau, sendo medida pelos
niveis de PCR e o seu tratamento induz a redugao dos niveis séricos de PCR (Machado
et al., 2021). Estudos demonstram que o TPNC intensivo provoca diminui¢do imediata
da PCR e uma progressiva diminui¢cdo, enquanto, o TPNC ndo intensivo reduz
consistentemente a PCR mesmo ap6s 6 meses (Machado et al., 2021). A periodontite
agressiva apresenta nos pacientes, cerca de 50% de niveis mais elevados de PCR do que

a periodontite cronica (Machado et al., 2021).

Devido a uma quebra da homeostase polimicrobiana, a periodontite pode torna-se
um fator de risco para fertilidade feminina e adicionalmente, a periodontite relaciona-se
a fatores de risco, ja evidenciados por pesquisas, para a infertilidade feminina, como a
sindrome dos ovarios policisticos (SOP), endometriose, vaginose bacteriana (VB) e
resultados adversos na gravidez (Escalda et al., 2021; Machado, et al., 2020b; Machado
et al., 2020c). . Em relagdo a SOP, evidéncias cientificas supdem uma associacio
bidirecional com a DP, revelando-se que a SOP aumenta 28% o risco de ter DP e que
mulheres com SOP desenvolvem mais dificuldade em melhorar da inflamag@o provocada
pela DP (Machado et al., 2020b). E as mulheres com VB, a DP foi relacionada a maior
inflamagao, caracterizada por contagem aumentada de leucdcitos e linfocitos (Escalda et

al., 2021).

Com base em dados epidemioldgicos, de avaliagdo clinica e em modelos animais,
a periodontite tem sido associada a varias patologias sistémicas, conforme esta indicado
na figura 3. A periodontite induz a inflamacdo sistémica, aguda, bacterimias,
modifica¢des metabolicas e resposta inflamatoria nos hepatdcitos e na MO, o que pode
interferir com as condi¢des inflamatorias sistémicas ja presentes no paciente. As bactérias

periodontais podem atingir locais extraorais, através da disseminacdo por trés vias, a
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hematogénica, a orofaringea ou a orodigestiva (colonizam ectopicamente o intestino),

causando ou exacerbando doencas inflamatérias (Hajishengallis & Chavakis, 2021).

A periodontite sendo uma doenga inflamatoria polimicrobiana, afeta
significativamente, outras patologias sistémicas, contudo o seu tratamento manifestou
efeitos favoraveis na diminui¢do da inflamacdo sistémica e consequentemente nas
doengas sistémicas (Botelho et al., 2019; Hussain et al., 2020; Lin et al., 2021; Such et
al., 2019).

Os conhecimentos sobre a etiopatogenia dessas comorbidades e a compreensao da
associagdo entre a periodontite e elas, ¢ relevante para o diagnostico precoce e para a
qualidade de vida do paciente, podendo fornecer uma melhoria na gestdo da periodontite
através do tratamento periodontal local, que atenua os marcadores inflamatorios
sistémicos. Como o conhecimento do mecanismo biologico entre a periodontite e as
repercussdes sistémicas ainda ndo ¢ totalmente conhecido e além disso, os estudos em
humanos demonstra elevada variabilidade, ¢ justificavel o uso de modelos animais para
compreender melhor esta pragmatica (Albandar et al., 2018; Bascones-Martinez et al.,

2015; Escalda et al., 2021; Hajishengallis & Chavakis, 2021).

~ Vias de Disseminagio Bacteriana Periodontal
Respostas do Hospedeiro relacionando DP a
comorbidades

Figura 3- Relagdo da DP e doengas sistémicas. Adaptado de Hajishengallis & Chavakis, 2021.
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6. Métodos de inducio de periodontite in vitro em ratos

Nas ultimas décadas, diversos métodos experimentais tém sido descritos para
induzir a periodontite em animais. Os modelos experimentais com ratos sdo boas
ferramentas para investigar mecanismos de patogénese periodontal e testar novas

abordagens terapé€uticas (Abe & Hajishengallis, 2013; Rojas et al., 2021).

A utilizagdo de experimentos em animais baseia-se em regras éticas, considerando
o respeito de ndo intervir diretamente em humanos e permitindo desta forma, elucidar
melhor os processos biologicos da periodontite e desenvolver/potencializar estratégias e
terapias (Vargas-Sanchez et al.,, 2017). O procedimento experimental ¢ a melhor
correlacdo entre a hipdtese e o tratamento clinico (Tomina et al., 2022). Todavia, a
variabilidade dos modelos encontrados na literatura, dificulta comparacdes diretas entre
os resultados e conclusdes dos experimentos, sendo imprescindivel uma andlise
comparativa da progressdo da periodontite e suas implicagdes sistémicas, utilizando
distintas técnicas, com o objetivo de selecionar a mais adequada para futuros estudos

(Mustafa et al., 2021).

Para selecionar o melhor modelo animal, € necessario ter em consideracao que as
caracteristicas fisiologicas, anatomicas e organicas devem ser muito semelhantes. Desta
forma, os camundongos e ratos sdo muito empregues em pesquisas biomédicas por
apresentam parametros fisioldgicos e imunoldgicos semelhantes & doenga humana, baixo

custo e facil manuseio (Abe & Hajishengallis, 2013).

Para o estudo da periodontite € crucial que a anatomia dentaria do animal utilizado
seja muito similar com a do ser humano, ou seja, dentes que apresentem trés partes
distintas: coroa, colo e raiz. Os primeiros e segundos molares de roedores sdo semelhantes
aos dos humanos, podendo estes serem usados em estudos para avaliar os parametros
clinicos da periodontite (Pereira et al., 2019). E além disso, as caracteristicas encontradas
na estrutura tecidual, da area gengival e a degradacao do osso/colagénio, durante a perda
Ossea alveolar, sio muito semelhantes em ratos € humanos (Vargas-Sanchez et al., 2017).
Contudo, segundo Gao et al. (2022), as estruturas dentarias, as CEJ (permitem medi¢des
de perda de insercdo), a estrutura dos tecidos periodontais e a suscetibilidade do
hospedeiro dos camundongos ndo sdo totalmente idénticas as dos humanos. Com a
técnica da ligadura a colonizagdo e adesdo microbiana ¢ induzida, no entanto, algumas

bactérias orais humanas podem nao colonizar a cavidade oral de camundongos, e além

29



Efeitos locais e sistémicos produzidos em diferentes modelos de indugdo de periodontite: estudo in vitro em ratos

disso a sua resisténcia bacteriana difere da dos humanos, sendo por esse motivo
categérico interpretar os resultados e ponderar estas caracteristicas, previamente ao

planeamento em humanos (Gao et al., 2022).

Os protocolos induzidos por periodontite sdo um modelo de estudo atraente
porque ¢ facil obter amostras de tecido microbiano e hospedeiro para investigar
longitudinalmente a ligagdo entre os efeitos inflamatorios locais e sistémicos da
periodontite (Abe & Hajishengallis, 2013). O primeiro modelo animal usado para induzir
a perda Ossea alveolar foi realizado no Forsyth Institute nos Estados Unidos (Schanaider
& Silva, 2004). A partir desse, varios protocolos t€ém sido usados para induzir a
periodontite em modelo animal, como injecdes com bactérias inativadas ou
lipopolissacarideos bacterianos (LPS) (Klausen, 1991) e via ligadura retentiva (Rovin et

al., 1966).

Os LPS pertencem a membrana externa de bactérias gram-negativas e sua
aplicagdo no tecido gengival causa ataque quimico e inflamagdo local. A injecdo
intragengival de LPS ¢ geralmente aplicada na regido do segundo molar e resulta em um
processo inflamatorio local, com destruicdo dos tecidos periodontais, incluindo perda
Ossea alveolar (Abe & Hajishengallis, 2013; Oz & Puleo, 2011). A principal limitacao
desta técnica ¢ que a infegdo periodontal ¢ causada apenas por um patdgeno, portanto o

significado translacional desse procedimento pode ser limitado (Leira et al., 2020).

O método retentivo por ligadura em ratos para indugdo de periodontite foi descrito
em 1966 ¢ ainda ¢ uma das técnicas mais utilizadas, baseado na colocagao de um fio de
sutura (algodao, seda ou nylon) ao redor da regido cervical dos dentes molares (superiores
ou inferiores). Este protocolo visa estimular a retencao de placa (Rovin et al., 1966). Este
método mimetiza a periodontite humana, uma vez que disbiose microbiana € o principal
fator de risco para o inicio e desenvolvimento da periodontite (Abe & Hajishengallis,

2013; De Souza et al., 2011; Gao et al., 2022; Mustafa et al., 2021).

Os marcadores inflamatérios IL-1a, PCR, TNF-a, andlises hematologicas e
histolégicas evidenciam uma inflamagdo periodontal semelhante e reprodutivel, quando
o modelo de periodontite induzida por ligadura ¢ utilizado, demonstrando que este
método ¢ eficaz para propostas e tratamentos utilizados em ensaios pré-clinicos (De

Souza et al., 2011; Gao et al., 2022; Mustafa et al., 2021; Tomina et al., 2022).
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Atualmente, a periodontite induzida por ligadura em ratos ¢ o principal modelo
utilizado na pesquisa periodontal, neste modelo, a perda dssea alveolar (ABL) ¢ o
principal pardmetro avaliado por técnicas radiograficas, morfométricas e histoldgicas
(Mustafa et al., 2021;Vargas-Sanchez et al., 2017). Curiosamente, embora essas
metodologias sejam amplamente utilizadas, ndo estd totalmente esclarecido nem a
cinética da ABL ao longo do tempo de indugdo nem o grau de concordancia

(repetibilidade e reprodutibilidade) dessas técnicas (Vargas-Sanchez et al., 2017).

Segundo Fogacci et al. (2017), a periodontite induzida em ratos fémeas Wistar
demonstrou que a taxa de fertilidade foi reduzida significativamente no grupo com
periodontite, todavia ndo ¢ um fator de risco para parto prematuro ou baixo peso ao
nascer. Uma vez que ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos com periodontite e controlo, em relagdo as citocinas mensuradas na
placenta, liquido amnidtico ou soro materno, exceto IL-6, que estava diminuido, o que
sugere que as citocinas ndo podem ser facilmente transferidas por este tecido na direcao
materno-fetal. No entanto, pacientes com periodontite contém citocinas pré-inflamatorias
séricas mais elevadas, assim como TNF-a, IL-1P e IL-6, em compara¢do com controlos
saudaveis, e por isso a periodontite estd relacionada com muitas doengas sistémicas e
alteracdes adversas durante a gravidez (Hajishengallis & Chavakis, 2021; Suh et al.,

2019).

A partir de uma analise de referéncias bibliograficas sobre o método para induzir
periodontite em ratos, especialmente nos ratos fémea Wistar, foi possivel perceber que
ainda existe uma caréncia em relagdo a sua eficacia, descricdo completa e detalhada para
que possa ser facilmente reprodutivel. A avaliacdao dos efeitos colaterais da periodontite
usando distintas técnicas pode ser vantajoso para comparar os resultados de pesquisas

anteriores e selecionar a técnica mais apropriada para futuros estudos.

7. Objetivos

O objetivo do presente estudo experimental ¢ comparar os efeitos locais e
sistémicos produzidos por diferentes modelos de indugao de periodontite in vitro em ratos
fémea Wistar, nomeadamente, através de inje¢do gengival de LPS de P. gingivalis e com
o método de ligadura, por meio de andlises laboratoriais do soro e histopatoldgicas do

periodonto, trompas, ovarios e utero.
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II. MATERIAS E METODOS

1. Consideracoes éticas

O presente projeto encontra-se no ambito do projeto “Periodontal Health and
Fertility in Rats” (PETIT) financiado pelo Centro de Investigagdo Interdisciplinar Egas
Moniz Center of Interdisciplinary Research (CiilEM) Investiga. A experiéncia foi
realizada nas instalagdes do Biotério do Campus do Lumiar da Faculdade de Farméacia da
Universidade de Lisboa (Portugal), um laboratério de roedores de referéncia nacional e
licenciado onde todos os protocolos experimentais sdo conduzidos de acordo com a
Direcao Geral de Medicina Veterinaria (DGAV) e Alimentar (anexo 1). Este projeto teve
aprovacio ética formal Comissdo de Etica do Orgio Responsével pelo Bem-Estar Animal
(ORBEA - anexo 2), sendo posteriormente ratificado pela comissao de Etica Egas Moniz

(processo n° PT-72/22— anexo 3).

Os ratos fémea Wistar sistemicamente saudaveis de 7 semanas de idade foram
alojadas individualmente, em condi¢cdes ambientais estaveis (temperatura de 23°C,

humidade relativa de 40%, ciclo claro-escuro de 12 horas e livre acesso a comida e dgua).

2. Protocolo clinico de inducao de periodontite

Os ratos fémea foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos. Um grupo
serviu de controlo e nos restantes a periodontite foi induzida através do método retentivo
com ligadura e pelo método de inje¢do de LPS de P. gingivalis. A figura 4 esquematiza

os grupos € o numero de animais utilizados por grupo.
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e

Ratos Wistar
n=28

I 1
Periodontite induzida Periodontite induzida
porlLPS de P. Gingivalis por ligadura
~ 3 1
Controlo Periodontite Periodontite
n=12 n=11 n=5

Figura 4- Proposta de uma metodologia para induzir periodontite em ratos fémea Wistar pelas técnicas de
ligadura e por injecdo de LPS de P. gingivalis.

Previamente a indugdo, cada animal foi anestesiado na regido intra-peritonial com
uma mistura de cetamina (100mg/gr) (Bio2-Rep) e xilazina (10mg/Kg) (Bio2-Rep), numa
proporgao de 2:1.

A colocagdo de ligadura foi realizada através da colocagdo de fio de sutura
tamanho 5-0 de algoddo ao redor do segundo molar maxilar bilateral. As ligaduras
mantiveram-se no local durante 21 dias, e seguidamente os ratos foram sacrificados (de

Molon et al., 2018).

Para a indugdo de LPS de P. gingivalis, foram preparadas aliquotas de 10 pL
foram preparadas adicionando 1 mL de 4gua homogeneizada livre de endotoxinas a 1 mg
de LPS de P. gingivalis. A preparacdo obtida foi injetada na gengiva palatina entre os
primeiros e segundos molares superiores em ambos os lados. Esta injecdo foi repetida
com intervalos de 48 horas, conforme recomendado por publicagdes anteriores (Kador et
al., 2011), durante duas semanas (Elburki et al., 2014), num total 14 dias com um total de
6 injecdes de LPS de P. gingivalis por lado. Apos 14 dias, todos os ratos foram
sacrificados por meio de deslocamento do pescoco apos anestesia. As amostras de tecidos

e sangue foram recolhidas para posterior analise.

3. Alteracoes histopatoldogicas do periodonto

Para observar a inflamacdo periodontal e a remodelacdo dssea, a maxila de cada

animal foi recolhida, fixada em formol tamponada a 10% e codificada. Seguidamente, os
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tecidos foram descalcificados e embebidos em parafina, seccionados, corados com
hematoxilina e eosina e examinados no microscopio para dete¢do do grau de inflamacgao

€ NECrose.

Para inflamacao, os tecidos (trompas, ovdrios, utero e periodonto) foram avaliados
e atribuidos a uma pontua¢cdo numérica com base no nimero de células inflamatdrias
(células polimorfonucleares e mononucleares) presentes por campo de 40x usando o
seguinte sistema de pontuacdo: 1 (nenhuma) menos de 10 células inflamatdrias; 2 (leve)
10-50 células inflamatdrias; 3 (moderado) 51-100 células inflamatodrias; e 4 (grave) mais

de 100 células inflamatodrias.

Para necrose, os tecidos foram avaliados em aumento de 10x e atribuidos uma
pontuagdo numérica com base na extensdo da camada de tecido que foi necrética usando
o seguinte sistema de pontuacdo: 1 (nenhum) 0-25%; 2 (leve) 25-50%; 3 (moderado) 50-
75%; e 4 (grave) 75-100%. Todas as avaliagdes microscopicas foram feitas por um

patologista experiente que desconheca o estado da amostra (tabela 1).

Tabela 1- Valores de referéncia para relacionar com o grau de inflamacéo e necrose.

Inflamacéo tecidual Necrose tecidual
Score (40x) Classificagao Score (10x) Classificagdo
1: <10 células inflamatorias* Nenhuma 1: 0 a 25% tecido necrético Nenhuma
2: 10 a 50 células inflamatérias* Leve 2: 26 a 50% tecido necrético Leve
3: 51 a 75% tecido necrético Moderada

€ d d Oria 2

* células polimorfonucleares e mononucleares.

4. Recolha de sangue e analises laboratoriais

A recolha de sangue foi realizada através de puncdo ventricular apds a anestesia
no dia da eutanasia. Foram recolhidos 4000 uL de sangue venoso utilizando uma agulha
de calibre 22 com uma seringa de 5 mL. O sangue foi mantido durante 1 hora em
temperatura ambiente, e seguidamente o soro foi separado através de centrifugacdo
durante 7 minutos a 3000 g de rotagdo. O equipamento utilizado para avaliar os
parametros clinicos foi o analisador hematoldgico automatizado Sysmex da série-XN-10

(Sysmex, 2012a, 2012b).

35




Efeitos locais e sistémicos produzidos em diferentes modelos de indugdo de periodontite: estudo in vitro em ratos

O equipamento Sysmex XN10 analisa as propriedades fisioldgicas e quimicas das
células, com elevada precisdo, especificidade e produtividade. Através da citometria de
fluxo fluorescente, o sistema avalia, com base no tamanho, estrutura ¢ informagoes
relacionadas com o interior das células, as caracteristicas fisioldgicas e quimicas
celulares. A amostra ¢ previamente diluida, células sanguineas passam por uma célula de
fluxo estreita, onde incide um raio laser (semicondutor), que as ird separar utilizando trés
sinais: dispersdo frontal de luz (FSC), dispersdao lateral de luz (SSC) e a luz de
fluorescéncia lateral (SFL) (figura 5). Este analisador hematoldgico faz o uso de uma
metodologia que engloba a lise celular especifica e coloragdo fluorescente, que
proporciona uma avali¢do detalhada da morfologia celular (Sysmex, 2012a, 2012b). O

equipamento ¢ constituido por cinco novos canais:

e (Canal de células leucocitarias nucleadas (WNR);

e (Canal de determinacgao diferencial de células leucocitarias (WDF);
e (Canal de plaqueta fluorescente (PLT-F);

e Canal de reticulécitos (RET);

e Canal de andlise de liquidos biologicos.

O canal de WDF, através de citometria de fluxo fluoresecente e da metodologia

SAFLAS realiza a diferencial leucocitiria e a contagem total de leucocitos,

independentemente do valor da contagem de leucoécitos (< 0,50 x 103 ). Este dispositivo
emprega uma inovadora metodologia para discriminar mondcitos, linfocitos, linfocitos
atipicos e blastos, utilizando a SSC, a SFL e a metodologia de SAFLAS. A metodologia
SAFLAS consegue discriminar um conjunto de células permitindo detetar linfocitos,
monocitos e células anormais (figura 6). A SSC disponibiliza informagdes sobre a
complexidade celular, a SFL fornece informagdo quantitativa sobre os d&cidos
desoxirribonucleico (DNA) e ribonucleico (RNA) (figura 7). Fazendo o uso dos reagentes
Lysercell® WDF e Fluorocell® WDF, os parametros reportaveis sdo: NEUT%, NEUT#,
LINFO%, LINFO#, MONO%, MONO#, EO%, EO# 1G%, 1G# (Sysmex, 2012a, 2012b)
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O canal de RET a partir da FSC e SFL analisa a nivel qualitativo e quantitativo a
eritropoiese, obtendo-se a produg¢ao de reticulocitos e de ferro na hemoglobina. Este canal
permite ainda avaliar a quantidade de plaquetas pelo método 6tico. Utiliza os reagentes
CELLPACK® DFL, Fluorocell® RET para avaliar os pardmetros RET#, RET%, IRF
(Fracdo Imatura dos Reticuldcitos) e RET-He (Conteido de Hemoglobina nos

Reticuldcitos) (Sysmex, 2012a, 2012b).

Com a citometria de fluxo fluorecente foi possivel identificar a diferencial
leucocitéria, a imunoglubina G (IgG), os eritroblastos (NRBC), reticulécitos (RET),
Fracao Imatura dos Reticulocitos (IRF), Plaqueta Fluorescente (PLT-F) e Fragcao Imatura
de Plaqueta (IPF). Com a impedancia e foco hidrodinamico foi avaliado o PLT-I
(plaquetas), eritrocitos (RBC) e hematodcrito (HCT). Pelo método de Sulfato Lauril de
Sédio, livre de cianeto determinou-se a hemoglobina (HGB) (Sysmex, 2012a, 2012b).

Fluorescéncia lateral
Informagdo DNA/RNA

odo
Luz dispersa lateral
Informacdo da complexidade interna

Espelho dicrdico ¥ da céluls

Luz dispersa lrontal

Raio Laser
(A=633nm)

Figura 5- Analisador hematologico da Série-XN com tecnologia avangada, utiliza trés sinais: dispersdo
frontal de luz (FSC), dispersao lateral de luz (SSC) e a luz de fluorescéncia lateral (SFL) (Sysmex, 2012a).

Metodologia SAFLAS

Algoritmo Adaptavel de Alarmes Sysmex Baseado no Reconhecimento da
Forma do Agrupamento Celular

Deteccdo de células anormais - (com alta sensibilidade)

LDA - Analise Linear Discriminante

Figura 6- Metodologia SAFLAS: analisa em detalhes as populagdes de linfocitos € monocitos (Sysmex,
2012a).
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Centroide inicial
e monocitos

Centréide inicial

de linfocitos Centréide inicial

de neutrofilos

Centréide inicial

de estroma Centroide inicial

de eosinofilos

Figura 7- A imagem ilustra mostra como populagdes diferentes de células, particularmente mondcitos e
linfocitos, podem ser separadas usando a andlise da densidade populacional e dispersdo lateral de luz vs.
fluorescéncia (Sysmex, 2012a).

5. Analise estatistica

A média e desvio padrio foram calculados para varidveis continuas e
posteriormente o método de Shapiro-Wilk foi aplicado para confirmar a distribui¢do
normal da amostra. Nas hipoteses de comparagdo de dois grupos recorreu-se ao teste ¢ de
Student e nas que foram comparados mais de dois grupos empregou-se o teste Kruskal-
Wallis. Os propositos destes testes, especificamente, o de normalidade de distribui¢do e
o de homogeneidade de variancia foram analisados com o teste de Shapiro-Wilk e o de

Levene, respetivamente (Barros & Reis, 2003; Thomas & Nelson, 2002).

Os dados paramétricos foram testados quanto ao efeito do tratamento usando uma
andlise de variancia de duas vias (ANOVA). Para realizar a analise estatistica com a
ANOVA (teste paramétrico) € preciso validar o seguinte prossuposto, que a normalidade
e variancia sejam constantes. Quando ndo for possivel validar esse prossuposto, devemos
utilizar o Teste de Kruskal-Wallis. O teste de Kruscal-Wallis (ndo paramétrico) exige um
nimero minimo de cinco variaveis e de trés grupos, para indicar se existe diferenca entre
pelo menos dois grupos. Este teste permite testar a hipotese de que varias amostras tém a
mesma distribuicdo. Para utilizar este método estatistico, os valores numéricos devem ser
modificados em postos e agrupados apenas num s6 conjunto de dados, sendo
posteriormente, a comparagdo dos grupos, efetuada através da média dos postos (posto

médio) (Barros & Reis, 2003; Thomas & Nelson, 2002)
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Todas as analises foram realizadas com software de programa estatistico R para

Mac e todos os testes foram realizados a um nivel de significancia de 0.05.
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ITII. RESULTADOS

1. Analises laboratoriais

Os ratos fémea Wistar (n=28) foram distribuidos em trés grupos, um grupo de
controlo, um grupo com periodontite induzida por ligadura e outro grupo com
periodontite induzida por injecdo de LPS de P. gingivalis. Os parametros laboratoriais
ap6s a indugdo da periodontite pelos dois métodos e no grupo controlo estdo

demonstrados na tabela 2.

O grupo de controlo foi significativamente diferente do grupo com periodontite
induzida por ligadura, para os valores clinicos de leucdcitos (5,22 + 2,24 p=0.0099),
neutréfilos (34,67 = 1491 p=0.0153), linfécitos (63,07 = 14,90 p=0.0190), creatinina
(739,25 + 217,28 p= 0.0023), LDH (1507,67 + 367,95 p= 0.0092), lipase (4,25 + 0,97
p=0.0065), proteinas totais (5,33 + 0,44 p= 0.0278), TASO (15,16 + 10,7 p=0.0459) e
IgG (23,32 +£35,47 p=0.0001). E o grupo com periodontite induzida por ligadura também
apresentou diferenca significativa do grupo com periodontite induzida por injecdo de

LPS, para os mesmos parametros clinicos, anteriormente citados.

O grupo com periodontite induzida por injecdo de LPS ndo diferiu
estatisticamente do grupo de controlo em nenhum dado laboratorial, a excecdo do valor
de ureia, que obteve discreta diferenca significativa (p=0.0004), com valor de 38,81+ 5,57
e no grupo de controlo 48,01 + 3,91. Nao ocorreu diferenga significativa nos parametros

hormonais sexuais em nenhuma das amostras submetidas aos métodos.

Globalmente, o grupo com periodontite induzida por ligadura, apresentou maior
contagem de linfécitos (82,62 + 4,39 p= 0,0190) e 1gG (93,32 + 20,7 p= 0,0001), em
relacdo ao grupo de controlo e também quando comparado com o grupo com periodontite
induzida por inje¢do de LPS. E nos parametros de leucécitos (2,18 + 0,52 p= 0,0099), e
neutréfilos (15,76 + 4,68 p=0,0153) obteve-se uma diminuicdo dos valores nos ratos
fémea Wistar com periodontite induzida por ligadura, quando comparado com o grupo
de controlo e igualmente quando comparado com o grupo com periodontite induzida por

injecao de LPS (grafico 1).
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Tabela 2- Valores obtidos dos parametros laboratoriais para as amostras submetidas a indu¢do de periodontite, pelos métodos de

inducdo com ligadura por 21 dias e com injecdo de LPS de P. gingivalis durante 14 dias, e na amostra controlo.

~ Inducao de
Inducao de . .
. . periodontite Controlo
periodontite p-value Teste
por
por LPS .
A Ligaduras
Parametros Teste S
P Grupo Grupo Grupo
Clinicos Levene .
Média + Controlo Controlo | Ligaduras
Média + DP | Média + DP - Vs \& vs
DP .
Grupo Grupo Grupo
Ligaduras | LPS LPS
Leucdcitos 0.01728 | 469+135* | 2,18+0,52" 522+224 | 0.0099 0.6231 0.0177 KW
(10°/L) a
Eritrocitos 0.7259 6,64+080% | 7360332 7,04 +0,38 | 0.5699 0.2497 0.0732 ANOVA
(1012/L) a
Hemoglobina 0.7658 13,14+ 147 | 1340+048 | 13,70 0.8610 04317 0.8926 ANOVA
(g/dL) : 0,76
Hematdécrito (%) | 0.9323 4974 £529 | 4824+296* | 51,10+ 0.4727 0.7537 0.8150 ANOVA
2 425¢
Plaquetas (10°/L) | 0.1008 793,18 + 627,60 + 714,67 + 0.7235 0.6531 0.3324 ANOVA
180,74 @ 131,19% 257,22¢%
Neutrofilos (%) 0.01341 | 3739+425 | 15,76 +4,68° | 34,67 + 0.0153 0.8478 0.0218 KW
2 1491
Linfécitos (%) 0.04539 | 59,71 +598 | 82,62+439° | 63,07+ 0.0190 0.6929 0.0170 KW
a 14,90 @
Mondcitos (%) 0.3199 259+292% | 1,28+0,332 1,96 + 1,46 | 0.8162 0.7511 0.4857 ANOVA
Eosindfilos (%) 0.8081 022+0,20% | 020+0,31% 0,227 +0,22 | 0.8502 0.8696 0.9882 ANOVA
Basdfilos (%) 0.5311 009+0,16% | 0,14+0,31% 0,04 +0,08 | 0.5253 0.7658 0.8525 ANOVA
Estradiol (ng/L)) | 0.3592 1291 +430 | 1458 +1329 | 12,58 + 0.9083 0.9958 0.9364 ANOVA
a a 10,07 @
Progesterona 0.4209 587+000% | 984 +3012 1148 + 0.8880 0.1268 0.5178 ANOVA
951¢%
Cortisol 0.5035 200+£097* | 230+0,70 ® 2,07 +1,01 | 0.8895 0.9865 0.8334 ANOVA
Proteina C- 0.2655 001+001% | 0,00+0,00% 0,01+0,01 | 0.2471 0.6442 0.0715 ANOVA
Reativa 2
Albumina 0.5257 394+028%* | 432+022¢ 4,13+0,31 | 04384 0.2649 0.0527 ANOVA
Fosfatase 0.1342 12145 + 108,20 + 118,67 £ 0.8191 09771 0.7334 ANOVA
Alcalina 1595¢ 2533¢ 4407 @
Alanina 03774 2400+341 | 3580+626% | 41,75+ 0.8191 09771 0.7334 ANOVA
Transaminase a 60,87 2
(U/L)
Amilase 0.3911 1714,18 + 168341 + 167792+ | 0.9779 0.8726 0.9809 ANOVA
148,81 ¢ 258,01¢ 157,04 ¢
Amilase P 0.4459 148791 + 1440,60 + 145742+ | 0.9750 0.8742 0.8242 ANOVA
123,17 % 156,71 ¢ 138,93 @
AST 0.2953 97,73 + 150,20 + 127,33 £ 0.6301 0.2959 0.1115 ANOVA
19,03 @ 42,70 @ 62,56 2
Calcio 0.5775 264+023% | 285+0.212 2,59 +0,15 | 0.0525 0.8396 0.1336 ANOVA
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Inducio de Inducao de
ucao c periodontite Controlo
periodontite p-value Teste
por
por LPS .
A Ligaduras
Parametros Teste
ac Grupo Grupo Grupo
Clinicos Levene .
Média + Controlo Controlo | Ligaduras
Média + DP | Média + DP - Vs Vs vs
DP
Grupo Grupo Grupo
Ligaduras | LPS LPS
Creatinina 0.08828 | 701,00 + 1336,60 + 739,25 + 0.0023 0.9483 0.0014 ANOVA
Quinase (mg/dL) 181,254 576,06 ° 217,28 ¢
Ferro (ug/dL) 0.3481 31391 419,00 + 3815+ 0.7397 0.2209 0.1191 ANOVA
95,29¢ 45,74 ¢ 10647 ¢
LDH (U/L) 0.8761 139591 + 964,80 + 1507,67 = | 0.0092 0.6764 0.0454 ANOVA
255,12 29320° 367954
Lipase 0.0273 381+£0,65% | 6,32+0,15° 425+097 | 0.0065 0.3470 0.0012 Kw
Proteinas Totais | 0.4028 5,15£0222 | 549+0,55° 533+044 | 0.0278 0.5236 0.0040 ANOVA
(g/dL) !
Ureia (mg/dL) 0.7670 3881 £5,57 | 42,34 +437 48,01 + 0.1122 0.0004 0.3435 ANOVA
a ab 3 ’91 b
TASO 0.1247 20,15 + 2,63+336° 15,16 + 0.0459 0.4446 0.0054 ANOVA
10,222 10,7 ¢
IgA 0.1557 0,71+0,64* | 146+0,30* 1,22+091 | 0.8109 0.2450 0.1635 ANOVA
IgM 0.07323 | 628+121* | 6,70+329% 5,08 +1,50 | 0.2365 0.2735 0.9051 ANOVA
IgG 0.3105 703+27% |9332+20,7% | 2332+ 0.0001 0.2808 0.0000 ANOVA
15,17 ¢

AST: Aspartato Aminotransferase (biomarcador hepatico); LDH: Lipoproteina de baixa densidade (transporta colesterol do figado
para as artérias); TASO: Titulo de Antiestreptolisina O (identifica a presenca da toxina estreptolisina O produzida pela bactéria
Streptococcus pyogenes; IgA, IgM, IgG: imunoglobulinas A, M e G.

Parametros sanguineos da inflamag3do nas amostras de LPS,
Ligadura e Controlo

4F9 228 paubaas 37,39 % ! , ] ] 93,32 832

Leucdcitos (média) Neutr dfilos (média) Linfédtos (média) IgG (média)

LPS MLligadura M Controlo

Grifico 1 - ParAmetros sanguineos de inflamagao avaliados para cada um dos trés grupos de analise (grupo
com periodontite induzida com LPS, grupo com periodontite induzida com ligadura e grupo controlo).
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2. Alteracoes histopatologicas do periodonto, trompas, ovarios e utero

Para mensurar as alteracdes histopatologicas locais a nivel periodontal e
sistémicas (nas trompas, ovdrios e utero) foi avaliado o grau de inflamacdo e necrose dos
tecidos, sendo atribuidos uma pontuacdo numérica com base no nimero de células
inflamatdrias para a inflamagdo e com base na extensdo da camada de tecido necrotico,

conforme foi anteriormente descrito por de Molon et al. (2018) e esta detalhado na tabela

2.

No grupo com periodontite induzida por injecdo de LPS, dos 11 ratos fémea
Wistar, 4 obtiveram inflamacdo leve no periodonto, dos quais 3 tiveram entre 10 a 20
com predominio de PMNs (neutréfilos polimorfonucleares), e 1 tive entre 20 a 30 com
predominio de PMNs. Estes mesmos 4 ratos fémea Wistar, ndo obtiveram nenhuma
inflamacdo nos oOrgdos trompas, ovarios e utero € também ndo adquiriram necrose

tecidual, conforme estd representado na tabela 3 e no gréfico 2.

Dos 11 ratos fémea Wistar submetidos a periodontite induzida por injecao de LPS,
3 tiveram inflamacdo leve apenas no utero, com predominio de eosinéfilos entre 20 a 30
células (para 2 amostras) e com predominio de eosindfilos e linfécitos entre 40 a 50
células (para 1 amostra). Estes 3 ratos fémea Wistar, ndo obtiveram nenhuma inflamacao
nos 6rgaos trompas, ovdrios e periodonto e também nao desenvolveram necrose tecidual,

de acordo com os dados demonstrados na tabela 3 e no grafico 2.

No grupo com periodontite induzida por ligadura, dos 5 ratos fémea Wistar, 4
apresentaram inflamacdo grave no periodonto, com mais de 100 células inflamatdrias
presentes por campo de 40x, e desses 4 ratos, 2 adquiriram inflamag¢@o moderada no ttero
(com mais de 84 células, com predominio de eosinéfilos) e 2 desenvolveram inflamacao
leve no ttero (entre 30 a 40 células com predominio de eosindfilos). O rato fémea Wistar
que teve inflamacdo leve no periodonto (24 células com predominio de neutréfilos),
obteve inflamacao grave no utero (60 células com predominio de eosinéfilos). Dos 5 ratos
fémea Wistar submetidos a periodontite induzida por ligadura, nenhum adquiriu
inflamacdo nas trompas ou ovarios, € do mesmo modo, ndo desenvolveram necrose

tecidual, segundo € evidenciado na tabela 3 e no gréfico 2.

No grupo controlo, dos 12 ratos fémea Wistar, no tutero, 5 ndo desenvolveram

inflamacdo, 6 apresentaram inflamacao leve (com células inflamatérias entre 10 a 50), e
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1 teve inflamacdo moderada com 56 células de eosindfilos. Neste grupo, 9 ratos ndo
obtiveram inflamacdo no periodonto, 1 teve inflamacdo leve (entre 10 a 20 com
predominio de PMNs) e 2 adquiriram inflamacado moderada (76 células, com predominio
de neutrofilos). Na amostra de controlo nenhum rato desenvolveu inflamacao nas trompas

ou ovdrios, assim como, nenhum apresentou necrose tecidual (tabela 3 e gréfico 2).

Tabela 3- Parametros histopatoldgicos da inflamagdo e/ou necrose no periodonto, trompas, ovarios e utero, obtidos nas amostras
submetidas a indug@o de periodontite, pelos métodos de indugdo com ligadura por 21 dias e com inje¢do de LPS de P. gingivalis
durante 14 dias, e na amostra controlo.

INFLAMACAO NECROSE
Teste . , . .
Grupo Levene Trompas | Ovarios | Utero Periodonto (gengiva)
LPS 0101 1 1 1 1 1

Ligadura

Ligadura |0102 1 1 1
Ligadura | 0103 1 1 1
Ligadura |0104 1 1 1
Ligadura | 0105 1 1 1
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INFLAMACAO NECROSE
Teste L. . . .
Grupo Levene Trompas | Ovarios | Utero Periodonto (gengiva)
Controlo |0201 1 1
Controlo | 0202 1 1
Controlo |0203 1 1
Controlo | 0204 1 1
Controlo | 0205 1 1
Controlo | 0206 1 1
Controlo | 0207 1 1
Controlo | 0208 1 1
Controlo | 0209 1 1
Controlo |0210 1 1
Controlo |0201 1 1
Controlo | 0202 1 1

* PMNs (neutréfilos polimorfonucleares), *Nts (neutrdfilos).

Parametros histopatoldgicos da inflamagdo no periodonto e utero nas
amostras de LPS, Ligadura e Controlo

Tipo de Inflamacdo: Grave, Moderada, Leve . I:l .

LPS

Ligadura Controlo

m Inflamagio no Utero mInflamagdo no Periodonto m Total de cada grupo

Grafico 2 - Parametros histopatologicos do tipo e quantidade de inflamagdo encontrada no periodonto e
utero, para cada um dos trés grupos de analise (grupo com periodontite induzida com LPS, grupo com
periodontite induzida com ligadura e grupo controlo).
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IV. DISCUSSAO

Este estudo in vitro corrobora com a associacdo da periodontite com alteragdes
locais e doengas sistémicas, sendo que o processo inflamatorio no periodonto e 6rgaos
reprodutores femininos foi avaliado por andlise histologica e os niveis séricos de
hemograma, hormonas sexuais e pardmetros inflamatorio foram medidos através de
analise sanguinea. A andlise laboratorial quantitativa deste experimento revelou que o
grupo com periodontite induzida por ligadura foi significativamente diferente, do grupo
de controlo, e do grupo com inje¢do de LPS de P. gingivalis. E que a amostra de rato
fémea Wistar, submetida a periodontite induzida por ligadura, apresentou contagens mais
altas de linfécitos, IgG e lipoproteina de baixa densidade (LDH) e valores inferiores de
leucdcitos e neutrdfilos, quando comparado com os grupos controlo € com o de injecao
de LPS. A inflamacao no ttero, identificada no grupo com a técnica de ligadura, mostra
uma possivel relagdo com alteragdes no utero de ratos fémea Wistar com periodontite
cronica. No presente estudo, o grupo com periodontite induzida por ligadura, devido a
inflamacdo grave desenvolvida no periodonto, mostra que o método pode induzir a
destruicdo periodontal generalizada, severa e cronica, tendo desta forma, a periodontite o

potencial de desenvolver patologias inflamatorias sistémicas.

A presente pesquisa experimental é consistente com a associagdo da periodontite
com resposta imune inflamatdria (provocando alteracdes periodontais) e ainda patologias
sistémicas (cardiovasculares, neuroldgicas, metabdlicas, entre outras), sendo semelhante
a outros estudos da literatura que aferiram a relacdo entre essa resposta na periodontite e

alteracoes sistémicas (Botelho et al., 2020; Botelho et al., 2021; Lin et al., 2021).

Os dados obtidos no nosso experimento, pela analise sanguinea sdo idénticos a
outras pesquisas, sendo que obteve-se alteracOes nos parametros de linfocitos, IgG,
leucdcitos, neutréfilos e LDH, no grupo com periodontite induzida por ligadura, quando
comparado com o0s grupos sem periodontite (controlo) ou com periodontite induzida por
injecdo de LPS de P. gingivalis (Botelho et al., 2020; Hajishengallis & Chavakis, 2021;
Jepsen et al., 2020; Lin et al., 2021).

Estudos tém proposto uma associagcdo da dislipidemia, condi¢do que provoca
modificacdes nos valores de lipidios no sangue, com a potencial de degradagao

periodontal (Bitencourt et al., 2023). Segundo Nepomuceno et al. (2017), pacientes com
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periodontite crénica expressaram niveis significativamente mais altos de
colesterol total, triglicerideos e LDH, quando comparados com individuos sem
periodontite. No estudo apresentado obteve-se também alteracdo nos niveis lipidicos,

com aumento de LDH no grupo com periodontite induzida por ligadura.

A sindrome metabolica ¢ definida como um conjunto de patologias, incluindo a
dislipidemia, obesidade, hipertensdo e disglicemia, e evidéncias cientificas sustentam a
relag@o bidirecional da sindrome metabolica e a periodontite, reforcando que a presenca
de ambas no mesmo paciente, pode impactar negativamente as duas condigdes sistémicas
(Jepsen et al., 2020). A sindrome metabolica consiste em um espectro de condigdes
metabolicas que aumentam o risco de desenvolver DM e doenca cardiovascular,
contribuindo para a morbidade global e mortalidade (Bitencourt et al., 2023; Jepsen et al.,

2020).

Segundo Machado et al. (2020a), pacientes com niveis elevados de inflamacao
gengival e BP profundas, podem ter maior risco de desenvolver hipertensdo arterial.
Como a periodontite pode estar associada ao aumento do PA, abordagens de tratamento
periodontal que conduzam ao controlo da PA e beneficiem os pacientes ao nivel da satde
cardiovascular, proporcionam menor morbidade e mortalidade (Mufioz Aguilera et al.,

2020; Sanz et al., 2019).

Para melhor caracterizar a patologia, realizamos andlises microscopicas, sendo
que a histopatoldgica revelou inflamacdo grave no periodonto, apenas no grupo com
periodontite induzida por ligadura, em 4 dos 5 ratos fémea Wistar, e no ttero adquiriu-
se, com este método, inflamacdo moderada em 2 ratos e inflamacgdo leve em outros 2

ratos.

Estudos experimentais realizados por Collins et al., (1994) em animais
comprovam a hipétese de relagdo entre a periodontite e o parto prematuro (quando o bebé
nasce antes das 37 semanas), sendo a infecdo materna o fator que representa maior
impacto (50%) para o parto prematuro (Collins et al., 1994a,1994b). As infegdes genitais
maternas conduzem a resposta inflamatoria, que levam a contragdo do musculo liso,

resultando no amadurecimento cervical prematuro. Além da infec¢do, a bacteremia
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presente na periodontite durante a gestacdo pode afetar o ttero expondo o bebé a MOs e
a toxinas que conduzirdo ao parto prematuro (Hegde & Awan, 2019). A periodontite
sendo uma patologia inflamatdria crénica ¢ considerada igualmente como um potencial
fator de risco para a fertilidade feminina, devido a disseminacao sistémica de patogenos,
citocinas e imunoglobulinas inflamatorias (Peres et al., 2019). Os mecanismos
inflamatorios e hormonais podem interferir na fung¢do reprodutora feminina,
nomeadamente na maturacao folicular, ovulagdo, implantagdo embriondria e gravidez.
Sendo ainda, a periodontite relacionada com a endometriose, vaginose bacteriana e

sindrome dos ovérios policisticos (Machado, et al., 2020b, 2020c).

A inflamac¢do do tipo moderada e leve encontradas no utero, na amostra que foi
submetida ao método de reten¢ao da ligadura, evidencia uma possivel relagao de alteracao

no utero em ratos fémea Wistar com periodontite cronica.

Segundo Pereira et al. (2019) a andlise histopatoldgica demonstrou que no grupo
de ligadura o infiltrado inflamatério era intenso e composto principalmente por linfocitos
e neutrdfilos em quase todos os casos, enquanto que, no grupo de controlo o infiltrado
inflamatdrio era discreto e composto por plasmdcitos e alguns linfécitos, o que é comum
inclusive na gengiva saudavel devido a traumatismo dentdrio. Assim como noutros
experimentos, ndo foram detectadas diferencas significativas entre o grupo de LPS e o de
controlo, nas andlises clinicas realizadas e os resultados histopatologicos revelaram
alteracOes destrutivas significativas nos tecidos periodontais apés a técnica de ligadura

(Mustafa et al., 2021; Pereira et al., 2019).

As ligaduras mantiveram-se no local durante 21 dias e na ultima década, um novo
modelo de periodontite usando ratos tem sido amplamente empregue para simular a
destrui¢@o do tecido periodontal e a reabsor¢do do osso alveolar (Abe & Hajishengallis,
2013; De Souza et al., 2011; Gao et al., 2022; Mustafa et al., 2021). O periodo de
permanéncia da ligadura pode variar de acordo com a finalidade, ou seja, de 0-14 dias, o
modelo de DP induzido por ligadura, resulta em reabsorcao dssea alveolar rapida, aguda,
com presenga de biomarcadores inflamatorios elevados, e de 14-21 dias, o modelo
reproduz uma periodontite crénica, sem progressdo da perda dssea e sem inflamagdo

exacerbada (de Molon et al., 2018; Leira et al., 2019; Mustafa et al., 2021) .
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A causa fundamental de destrui¢do do tecido periodontal durante a periodontite é
a resposta imune inadequada ou excessiva. O modelo de periodontite induzida por
ligadura em camundongos, quando comparado com o modelo experimental de infec¢ao
por P. gingivalis, pode repercutir a imunidade inata e adquirida contra infec¢des
bacterianas, evidenciando a inflamacdo da periodontite e sendo mais eficaz para

investigar os mecanismos moleculares da patologia (Lin et al., 2021).

Experimentos clinicos evidenciam que os PMNs (neutré6filos polimorfonucleares)
sdo responsaveis pela lesdo periodontal inicial ou inflamacdo aguda, estando
correlacionados com a imunidade inata e sendo ativados pelas quimiocinas para
reequilibrar os efeitos da inflamacdo, sendo no entanto, o seu recrutamento fundamental
para a homeostase do tecido periodontal. Os PMNs desenvolvem-se na medula dssea,
estdo relacionados com a patogénese da DP e representam cerca de 30% do numero total
de leucdcitos circulantes, em corpos murinos (Abe & Hajishengallis, 2013; Botelho et al.,
2021; Gao et al., 2022). A destruicdo periodontal generalizada estd associada com a
diminui¢do quantitativa de PMNs, enquanto que as deficiéncias qualitativas sdo mais
correlacionadas com a periodontite localizada. A neutropenia e defeitos na quimiotaxia e
fagocitose por PMNs, de acordo com Nussbaum & Shapira (2011), podem aumentar a
gravidade da les@o periodontal e como os PMNs também induzem a produg¢ao de toxinas
como a colagenase ou citonicas pro-inflamatorias, podem ainda contribuir para a

destrui¢do dssea.

Na periodontite, durante a imunidade inata e adquirida distintas linhagens de
células estdo envolvidas, nomeadamente, em resposta a lesdo periodontal, na imunidade
inata, os neutrdfilos e fagdcitos mononucleares participam ativamente nesta fase,
enquanto que, numa fase mais avancada da patologia, a resposta imune torna-se
adaptativa e os linfécitos B e plasmdcitos evidenciam-se nos tecidos gengivais. Os
linfécitos T e B atuam na resposta imunoldgica da DP, sendo que as células T regulam a
DP e as B produzem os anticorpos. Ambos os linfécitos estdo em elevadas concentracdes

na periodontite cronica (Botelho et al, 2021; Van Dyke, 2007).
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As imunoglobulinas (Ig) presentes na saliva (IgA, IgG e IgM) sao fatores de
protecdo do periodonto e influenciam na microbiota oral, permitindo a aderéncia
bacteriana ou bloqueando o metabolismo celular do patégeno. Evidéncias clinicas,
demonstram que a IgA (imunoglobulina mais abundante na saliva) aumenta em pacientes
com periodontite, quando comparados com individuos com periodonto saudéavel. E além
disso, as Ig diminuem significativamente apds a terapia periodontal (Ebersole, 2003;

Ebersole et al., 2001; Seemann et al., 2004).

Como noutras doengas infecciosas, a imunidade humoral no periodonto mediada
por IgA,IgM e IgG € inicialmente protetora, todavia, as respostas humorais podem causar
danos no tecido periodontal, através da ligacdo a toxina bacteriana para neutralizag¢do, dos
anticorpos com atividade indireta como internalizacdo mediada por opsoniza¢ao ou por
ativacao da via cldssica do sistema complemento (Ebersole, 2003; Ebersole et al., 2001;

Seemann et al., 2004).

Segundo a revisdo cientifica, a concentracdo sérica de IgG deve-se a presenga de
bactérias periodontais, especificamente a Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia ¢ o seu aumento estd associado a

gravidade da periodontite (Ebersole et al., 2001).

Desta forma, a diminuicao de leucdcitos e neutréfilos, e o aumento de linfdcitos e
IgG, obtidos no presente estudo, no grupo com periodontite induzida por ligadura, quando
comparado com os grupos sem periodontite (controlo) ou com periodontite induzida por
injecdo de LPS de P. gingivalis, revela que o método pode provocar destruicdo
periodontal generalizada, grave e cronica, compativel com as alteracdes clinicas da
periodontite humana. Esses resultados sdo ainda condizentes com a possibilidade, de que

a periodontite pode ter um impacto potencial nas doencas inflamatdrias sistémicas.

Com base em dados epidemioldgicos, de avaliagdo clinica e em modelos animais,
a periodontite tem sido associada a varias patologias sistémicas. A periodontite induz a
inflamacdo sistémica, aguda, bacterimias e modificacoes metabdlicas, o que pode
interferir com as condi¢des inflamatdrias sistémicas ja presentes no paciente. As bactérias
periodontais podem atingir locais extraorais, através da disseminagdo por trés vias, a
hematogénica, a orofaringea ou a orodigestiva (colonizam ectopicamente o intestino),

causando ou exacerbando doengas inflamatdrias (Hajishengallis & Chavakis, 2021).
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Apesar da associacdo entre alteracdes na atividade eritropoiética € no mecanismo
de diferenciagdo de algumas células na medula dssea, com a inflamacgdo sistémica
resultante da periodontite, ndo serem totalmente esclarecidas, individuos com disturbios
de leucdcitos aparentam ser mais predispostos a periodontite, por causa da fisiopatologia

da doenca e da fungdo imune dos leucdcitos (Botelho et al., 2021).

A periodontite sendo uma doenga inflamatéria polimicrobiana, afeta
significativamente, outras patologias sistémicas, contudo o seu tratamento manifestou
efeitos favoraveis na diminuicdo da inflamacdo sistémica e consequentemente nas
doencas sistémicas (Botelho et al., 2019; Hussain et al., 2020; Lin et al., 2021; Such et
al.,2019). Por esse motivo, os conhecimentos sobre a etiopatogenia dessas comorbidades
e a compreensao da associagdo entre a periodontite e elas, € relevante para o diagndstico
precoce e para a qualidade de vida do paciente, podendo fornecer uma melhoria na gestao
da periodontite através do tratamento periodontal local, que atenua os marcadores

inflamatorios sistémicos.

Os protocolos de periodontite induzida em modelo animal sdo atrativos porque
sdo reprodutiveis e faceis de obter amostras sanguineas e histopatoldgicas do tecido
periodontal e de 6rgdos reprodutores femininos, para investigar longitudinalmente a
ligacdo entre os efeitos inflamatdrios locais e sistémicos da periodontite, possibilitando

novas abordagens terapéuticas, apds a escolha do melhor método (Mustafa et al., 2021)

No entanto, a técnica com inje¢do intragengival de LPS, que resulta em um
processo inflamatorio local, com destrui¢do dos tecidos periodontais, apresenta a
limitacdo que a infecdo periodontal ¢ causada apenas por um patdégeno, portanto o
significado translacional desse procedimento pode ser limitado (Abe & Hajishengallis,
2013; Leira et al., 2020; Oz & Puleo, 2011). J&4 o método de ligadura, visa estimular a
retencdo de placa e mimetiza a periodontite humana, uma vez que disbiose microbiana ¢
o principal fator de risco para o inicio e desenvolvimento da periodontite (Abe &

Hajishengallis, 2013; De Souza et al., 2011; Gao et al., 2022; Mustafa et al., 2021).

Contudo, o modelo de periodontite induzida por ligadura também ndo serd capaz
de reproduzir todas as caracteristicas bioldgicas e histologicas da periodontite em
humanos, todavia, os modelos animais necessitam ser explorados experimentalmente,
antes da aplicacdo de novas terapias em humanos. Apesar deste estudo ter um numero

reduzido de amostra e de ndo ter sido realizado o acompanhamento apds remogao da
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ligadura, torna-se indispensavel a aplicacdo de um método preciso, reprodutivel e com
sinais clinicos semelhantes as observacdes clinicas encontradas nos humanos com
periodontite, para que haja uma metodologia a ser empregue e melhore o conhecimento

sobre a etiopatogenia da DP.
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Conclusdo

V. CONCLUSAO

O grupo com periodontite induzida por ligadura, mostra que o método induziu
maior destrui¢cdo periodontal comparativamente com o protocolo de inducdo com LPS e
tive um potencial impacto nas doengas inflamatdrias sistémicas, tanto a nivel sanguineo
como a nivel histologico inflamatorio.Pela andlise laboratorial quantitativa deste
experimento, o grupo com periodontite induzida por ligadura foi significativamente
diferente, do grupo de controlo, ¢ do grupo com injecdo de LPS de P. gingivalis,
apresentando contagens mais altas de linfocitos, IgG e LDH e valores inferiores de
leucocitos e neutrofilos, quando comparado com os outros grupos. A inflamacao no ttero,
identificada no grupo com a técnica de ligadura, mostra uma possivel relagio com
alteragcdes no utero de ratos fémea Wistar com periodontite cronica. Os resultados obtidos
também sdo consistentes com a possibilidade de que a periodontite possa ter um impacto

potencial nas doengas inflamatdrias sistémicas.

Futuramente, estudos com amostras mais amplas e com maior tempo de
permanéncia das ligaduras sdo necessarios, para avaliar as alteracdes provocadas nos

efeitos locais e sistémicos, incluindo nos 6rgaos femininos.
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Anexo 2

U %

e~ FARMACIA

ORBEA GRGAO RESPONSAVEL PELO BEM-ESTAR ANIMAL

Parecer

Foi submetido ao ORBEA da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa um pedido de
parecer, para a realiza¢gdo de um protocolo de investigagdo envolvendo experimental animal,
acompanhado do formulario da DGAV para pedido de autorizacdo de projeto de utilizagdo de
animais para fins cientificos.

0 protocolo de experimentacdo animal insere-se no dmbito do projeto “Periodontal health and
fertility in rats” sendo o investigador responsavel o Prof. Doutor Jodo Pedro Fidalgo Rocha.

0 protocolo de experimentacdo animal sera realizado no Biotério do Campus do Lumiar da
Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, sob a responsabilidade de investigadores
creditados.

No ambito do presente protocolo experimental foram avaliados em particular os
seguintes pardmetros:

e Instrugdo do pedido

e Cumprimento dos 3Rs

e Beneficio / Risco

e (Categorias de severidade do(s) procedimento(s)
* N2 de animais e duragdo do protocolo

De acordo com os parametros avaliados e em conformidade com a legislacdo em vigor,
o ORBEA emite parecer favordvel relativamente a realizagdo do presente protocolo de
investigacdo.

Presidente do ORBEA, da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa
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Prof2 Doutora Maria Beatriz da Silva Lima

Av. Prof. Gama Pinto, 1649-003 Lisboa |
t. +#351 217 946 400| f. +351 217 946 470 | orbea@ff.ulisboa.pt



Anexo 3

AE

AGIR - EGASMONIZ <egasmoniz@myagir.pt> o o0 oo o
Para: Priscila Halia Pires Dos Santos Oliveira Qui, 26/01/2023 10:06

Cc: Vanessa Machado; Maria Manuel Marnoto

Caro Priscila Halia Pires dos Santos Oliveira

O fluxo de proposta PT-72/22 do Priscila Haélia Pires dos Santos Oliveira foi
finalizado e a proposta encontra-se aprovada pela Comissao de Etica.






