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1.RESUMO

Estudos mostraram o papel da periodontite em 6rgédos de pacientes e em modelos
animais. Pesquisas mostraram a reversdo de danos no figado apds remocédo da
ligadura no modelo de inducédo da doenca. O objetivo agora foi avaliar a reversao
dos danos renais de animais com periodontite induzida por ligadura. Foram
utilizadas 24 ratas Wistar fémeas divididas em trés grupos de 8 animais cada:
Controle (sem ligadura por 20 dias), Periodontite (receberam ligadura por 20 dias) e
P20-20 (receberam ligadura por 20 dias, a mesma foi removida e 0s animais foram
mantidos por mais 20 dias sem ligadura). A inducdo ocorreu por insercao de fio de
nylon 3-0 ao redor do primeiro molar inferior direito. Apds 20 dias de inducdo os
grupos Controle e Periodontite foram avaliados para determinacdo de parametros
periodontais (mobilidade dentaria, sangramento gengival, perda 6ssea alveolar e
profundidade de sondagem), coleta de sangue pelo plexo orbital e foram
eutanasiados com remocdo dos rins para avaliacdo histomorfométrica e
histopatolégica. Nos animais do grupo P20-20 isso foi realizado apés 40 dias. A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste de Shapirowilk. Valores de P<0,05
foram considerados significativos. O grupo periodontite e o grupo P20-20 tiveram
maiores valores de MDA (malondialdeido) nos tecidos renais e menores valores de
GSH (glutationa reduzida) nesses tecidos. Houve reversibilidade do colesterol para o
grupo P20-20 quando comparado ao grupo de periodontite. A quantidade de
proteinas totais foi inversamente proporcional a presenca de periodontite. Os rins do
grupo P20-20 apresentaram alteracbes semelhantes ao grupo periodontite. As
alteracbes renais causadas pela periodontite induzida por ligadura foram
persistentes apos a remocao da ligadura em ratos dentro das condi¢cOes avaliadas.

Palavras-chaves: Doenca Periodontal, Medicina Periodontal, Doengas Renais.
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2. INTRODUCAO

A periodontite é uma inflamacédo destrutiva crdnica nos tecidos ao redor dos
dentes (Sete et al., 2016) levando a disturbios orais, bem como, possiveis alteracfes
em varios orgaos (Tomofuji et al., 2007; Tomofuji et al., 2011; Franca et al., 2017,
Vasconcelos et al.,, 2018). Fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da
periodontite e no curso da inflamag&o, como espécies bacterianas, a resposta imune
do hospedeiro (Oliveira et al., 2016) e a liberacdo de fatores de quimiotaxia para
células inflamatérias (White et al., 2016). Além disso, a composicdo da saliva, a
heranca de polimorfismos genéticos especificos (Silva et al., 2017a; Silva et al.,
2017b, Silva et al., 2018), alteracbes nos vasos sanguineos ou tecido conjuntivo
(Alves et al., 2007), quando as bactérias especificas estdo presentes, o hospedeiro
inicia uma resposta de defesa com uma perspectiva de sinalizacdo nao celular,
estimulando os neutrofilos e entdo as prostaglandinas podem contribuir com a

inflamagé&o periodontal (Almeida et al., 2006).

Saudavel Periodontite

Figura A. llustracdo de um corte longitudinal no sentido antero-posterior
demonstrando um dente e suas estruturas de suporte que compreendem o

periodonto em um estado saudavel e um estado em que se observa a
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ocorréncia de periodontite com acumulo de placa dental, degradacdo dos
tecidos periodontais e perda 6ssea alveolar.

A periodontite pode predispor a doenca renal cronica (DRC) da mesma forma
gue a DRC pode predispor a periodontite, e bactérias associadas a periodontite sao
consideradas como a fonte da inflamacé&o, o que pode predispor e / ou causar danos
renais (Almeida et al., 2011). Um estudo clinico indicou que pacientes com
periodontite grave eram propensos a DRC (Ausavarungnirun et al., 2016). Outro
estudo clinico encontrou maior perda 6ssea alveolar em pacientes em hemodialise

em comparacao com individuos controle (Zhao et al., 2014).

A literatura trouxe estudos utilizando modelos animais para periodontite com a
avaliacdo do impacto sistémico da doenca. No entanto, ndo foi possivel identificar a
associacado exata entre doenca renal e periodontite; mesmo com diversos estudos
sugerindo uma relagcédo entre as duas condi¢cdes (Sharma et al., 2014; Zhao et al.,

2014; Grauballe et al., 2017; Ausavarungnirun et al., 2016).

Demonstramos anteriormente que a periodontite experimental altera as
estruturas renais como resultado do estresse oxidativo, bem como da peroxidacao
lipidica (Franca et al., 2017). Outro estudo da nossa equipe de pesquisa demonstrou
gue a remocdo da ligadura em ratos com periodontite experimental, foi capaz de
reverter a esteatose hepética causada pela periodontite experimental (Carvalho et
al., 2017). No entanto, um estudo que avaliou a reversibilidade das altera¢cbes renais
apos a remocdo da ligadura em um modelo experimental de periodontite ndo estava
disponivel na literatura até o momento. Portanto, o presente estudo tem como

objetivo elucidar essa questédo, na qual foi realizada uma periodontite induzida por
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ligadura para analisar se as alteracdes renais causadas pela periodontite podem ser

reversiveis apos a retirada das ligaduras.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 PERIODONTITE

Eke et al., (2012) estudaram a prevaléncia, a gravidade e a extensao da
periodontite na populacdo adulta dos EUA, com dados do Ciclo Nacional de
Pesquisa de Saude e Nutricdo de 2009 e 2010. As estimativas foram derivadas de
uma amostra de 3.742 adultos com 30 anos ou mais, da populacdo civil ndo
institucionalizada, com um ou mais dentes naturais. Esta pesquisa forneceu
evidéncias diretas de uma alta carga de periodontite na populacdo adulta dos EUA.

Eke et al., (2012) descreveram a prevaléncia geral de periodontite nas
populacdes. Avaliaram amostra de 456 adultos com idade =35 anos. A prevaléncia
da periodontite foi significativamente maior nos homens que nas mulheres, maior
entre as pessoas com menor status educacional, piorou também com o aumento da
pobreza. Em conclusdo sugere que a periodontite € um importante problema
odontoldgico de saude publica e tem um potencial custo econémico para prevengao
e tratamento.

Abe e Hajishengallis (2013) apresentaram um método simples para a ligadura
do segundo dente molar superior em modelos experimentais animais e, além disso,
identificaram os locais mais apropriados para avaliar a perda éssea inflamatéria de
maneira valida e reprodutivel. Foram utilizados camundongos. Também foram
identificados uma série de fatores como principais sitios susceptiveis a éssea bem
como que a superficie palatina apresenta perda O0ssea progressiva. Tais dados
podem ajudar a padronizar e otimizar o uso do modelo de ligadura-periodontite em

ratos.
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Eke et al.,, (2015) determinaram a prevaléncia, gravidade e extensao da
periodontite na populacdo adulta dos EUA. Utilizando dados combinados dos ciclos
de 2009 a 2010 e 2011 a 2012 da Pesquisa Nacional de Exame de Saulde e
Nutricdo. As estimativas foram derivadas de uma amostra de 3.742 adultos com 30
anos ou mais. A periodontite foi mais prevalente em homens, com escolaridade
abaixo do ensino médio, abaixo da linha da pobreza e fumantes. Esta pesquisa
forneceu evidéncia direta da consideravel prevaléncia da periodontite na populacéo
adulta dos EUA.

Duarte et al., (2015) determinaram por meio de reviséo sistematica o risco de
individuos com periodontite agressiva e periodontite crénica terem um perfil diferente
de citocinas/quimiocinas no fluido gengival. Foram selecionados 17 estudos caso-
controle relatando os niveis de 21 diferentes citocinas/quimiocinas. Os autores
concluiram que o peso atual da evidéncia ndo € suficiente para provar que existem
perfis distintos de citocinas/quimiocinas no fluido gengival para pacientes com
periodontite agressiva e periodontite crénica.

Aimetti et al., (2015) descreveram a prevaléncia de periodontite e seus
indicadores de risco entre adultos de uma area urbana no norte da Itélia. Cerca de
1600 individuos, com idade entre 20 e 75 anos, foram selecionados aleatoriamente.

As estimativas de prevaléncia de periodontite grave e moderada foram
34,94% e 40,78%. A probabilidade de periodontite aumentou em fumantes e com a
idade. A periodontite foi altamente prevalente na populacdo estudada. Os dados
atuais permitirdo o desenvolvimento de programas apropriados de saude publica e a
alocacéao de recursos.

Cifcibasi et al., (2015) determinaram o perfil fenotipico de células

mononucleares do sangue, especificamente células CD8 + / CD28 +, em pacientes
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com periodontite agressiva generalizada (PAgG) e periodontite cronica (PC) no
sangue periférico e no sangue obtido de um local de defeito periodontal que pode
contribuir para danos nos tecidos. Treze PAgC, onze PC e cinco controles saudaveis
foram incluidos no estudo. Os pacientes com PAgG e CP apresentam niveis
aumentados de células T citotoxicas ativadas como resultado de inflamacgéo, que
pode causar danos graves nos tecidos que levam a perda grave e rapida de tecidos
periodontais.

Hajishengallis (2015) estudou, por revisdo, os mecanismos de subverséo
imune microbiana que inclinam o equilibrio da homeostase para a doenca
periodontotal em locais orais ou extraorais. Foram utilizados artigos que tinham por
tema principal a subversédo bacteriana ativa do acolhimento da resposta imune para
permitir a persisténcia dos patégenos no ambiente inflamatério local da periodontite
e inducéo da patologia ou complicacdes em sitios sistémicos. A compreensdo dos
mecanismos da patogénese da periodontite e condi¢cdes sistémicas associadas
precisa ser integrada com os dados da expressao génica, bem como com dados de
andlise do genoma de amostras de tecido de individuos saudaveis e de pacientes
com diferentes estagios da doenca.

Eke et al., (2016) estimaram a prevaléncia da periodontite entre adultos com
idade = 65 anos. Foram analisados os dados dos Inquéritos Nacionais de Saude e
Nutricdo do Exame 2009/2010 e 2011/2012. A periodontite é altamente prevalente
nesta subpopulacdo, com dois tercos dos idosos afetados em qualquer nivel
geografico. Esses achados fornecem uma oportunidade para determinar como o
manejo global de saude de idosos deve considerar a melhoria de suas condi¢des de

saude bucal.
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Bakir et al., (2016) determinaram os efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes
da curcumina na periodontite. Foram utilizados 38 ratos Wistar albinos divididos em
quatro grupos: 1) periodontite; 2) periodontite com tratamento com curcumina; 3)
periodontalmente saudavel com tratamento com curcumina; e 4) periodontalmente
saudavel. A curcumina foi administrada por gavagem oral por 15 dias. Apds o
sacrificio via exsanguinacdo, 0s seguintes niveis séricos foram determinados por
meio de ensaio imunoenzimatico: IL - 1B; IL-6; IL-17A; IL-23; e fator de crescimento
transformador . A curcumina pareceu ser um promissor modulador do hospedeiro
na patogénese da doenca periodontal em relagdo ao eixo IL-17/IL-23, com efeito
decrescente na perda Ossea alveolar e nas expressdes gengivais de IL-17 e
expressao do fator de transcri¢cdo do receptor 6rfao relacionado ao receptor do acido

retindico.

3.2 EFEITOS SISTEMICOS DECORRENTES DA PERIODONTITE

Offenbacher et al., (2009) avaliaram os efeitos do tratamento periodontal
como uma intervencdo em um modelo de prevencédo de evento cardiaco secundario.
O estudo randomizou 303 individuos com doenca periodontal e histéria prévia de
eventos cardiovasculares recentes. Foi relizado protocolo de alisamento radicular
para avaliar os efeitos sobre o estado periodontal e os niveis sistémicos de alta
sensibilidade a proteina C reativa - PCR. Os dados sugerem que a terapia
periodontal pode reduzir os niveis de PCR-s em pacientes cardiovasculares nao
obesos. A obesidade atua para aumentar os niveis de PCR e possivelmente anular
quaisquer efeitos do tratamento periodontal sobre os niveis de PCR.

Furusho et al., (2013) investigaram os efeitos da infeccdo dental com

Porphyromonas gingivalis — P.g. na progressdo esteato-hepatite ndo alcodlica.
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Camundongos foram alimentados com dieta de racdo ou dieta rica em gordura e
entdo, metade dos camundongos de cada grupo, foram infectados com P.g. na
camara pulpar. A esteatose do figado desenvolveu-se nos animais da dieta com
gordura. Baseados nos achados histopatologicos e na deteccédo de P.g. em células
de Kuppfer e também nos hepatdcitos, os autores concluiram que a infeccdo
dentaria por P.g. pode desempenhar um papel importante na progressao da esteato-
hepatite ndo alcodlica.

Bullon, Newman e Balttino (2014) discutiram as crescentes evidéncias de que
a base para as inter-relacfes entre periodontite crénica e doenca ateromatosa e
diabetes situam-se em um nivel intracelular fundamental. Os critérios utilizados
nesta revisao foram aqueles que buscavam evidéncias de estresse oxidativo e de
disfuncdo mitocondrial de encontro com essas doencas. Os autores concluiram que
caso 0 mecanismo da inflamacédo fosse modificado ou alterado, este poderia se
tornar um mecanismo desencadeante iniciando uma agressdo patogénica que
poderia explicar o aparecimento de uma doenca. O processo de inflamacgao
modificada poderia ser o ponto de encontro para a obesidade, diabetes,
aterosclerose e periodontite crénica.

Bokhari et al., (2014) avaliaram a possivel associacdo entre parametros
clinicos especificos de periodontite e biomarcadores sistémicos de risco de doenca
coronariana em pacientes coronariopatas com periodontite. Foram examinados 317
pacientes com doenca arterial coronariana angiograficamente comprovada com
idade> 30 anos e sem outras doencas sistémicas. Em pacientes com doenca
coronariana com periodontite, os parametros clinicos periodontais de sangramento a

sondagem estdo associados aos niveis sistémicos de proteina C Reativa.
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Arimatsu et al., (2014) investigaram se disturbios da microbiota intestinal por
bactérias engolidas induzem uma endotoxemia metabdlica levando a disturbios
metabdlicos. Para investigar esta hipdtese, mudancas na microbiota intestinal,
insulina e intolerancia a glicose, e os niveis de inflamacéo tecidual foram analisados
em camundongos ap0s a administracdo oral de Porphyromonas gingivalis, um
periodontopatdégeno representativo. Em camundongos administrados por P.
gingivalis, os niveis de endotoxina sanglinea tenderam a ser maiores, enquanto a
expressao génica de proteinas de juncéo estreita (zonulas de oclusdo) no ileo foi
significativamente diminuida. Esses resultados fornecem um novo paradigma para a
inter-relacdo entre periodontite e doencas sistémicas.

lievski et al., (2016) determinaram os efeitos metabdlicos da periodontite no
cérebro, figado, coracdo e plasma resultantes da periodontite induzida por P.g. em
camundongos. A periodontite foi induzida pela aplicacdo oral do periodontopatégeno
por 22 semanas. A aplicagdo oral de P.g. induziu periodontite cronica e marcas de
pré-diabetes. Os resultados da andlise da amostra indicaram mudangas nos
metabdlitos relacionados ao metabolismo da glicose e arginina, inflamacdo e
homeostase redox. Alteracfes nos bioquimicos sugeriram efeitos sistémicos sutis
relacionados a doenca periodontal, com aumento nos marcadores de inflamacéo e
estresse oxidativo mais proeminentes no figado. Sinais de alteracdes na
homeostase redox também foram observados no cérebro e no coracdo. Os acidos
biliares elevados no figado foram sugestivos de aumento da biossintese, o que pode
refletir alteracbes na funcdo hepatica. Também houve sinais de diminuicdo da
disponibilidade de glicose no cérebro.

Perunovic et al.,, (2016) avaliaram os niveis de quatro gatilhos laborais

principais, prostaglandina E2, interleucina IL-6 e fator de necrose tumoral, em fluido
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gengival crevicular e amostras de soro entre mulheres com parto prematuro e parto
a termo e correlaciona-los com parametros periodontais. Amostras de soro foram
coletadas 24 a 48 horas ap0s o parto de 120 mulheres (60 parto prematuro, 60 parto
a termo). Mulheres com parto pramaturo demonstraram piores parametros
periodontais e aumentaram significativamente os niveis do fluido gengival, IL-6 e
prostaglandinas quando comparadas com aguelas que tivemos parto a termo.

Da Silva et al., (2017) realizaram uma metanalise com foco em dois
polimorfismos (rs2275913 e rs763780) nos genes das interleucinas 17A e 17F,
respectivamente, tanto na periodontite crénica (CP) quanto na periodontite agressiva
(PAQ) para avaliar o impacto da influéncia da carga genética no desenvolvimento da
doenca e seus efeitos no organismo. A revisdo na literatura para a metanalise foi
realizada em varias bases de dados para estudos publicados antes de 25 de
setembro de 2016. Os resultados demonstraram a ndo associacdo significativa entre
0s polimorfismos rs2275913 e rs763780 nas interleucinas 17A e 17F e periodontite
cronica e agressiva na avaliacdo alélica evidenciando o papel destas variacbes
genéticas em mediadores inflamatorios e periodontite. Portanto o0s autores
concluiram que tais variantes genéticas ndo devem ser considerados candidatos a
marcadores moleculares para a periodontite, contudo os préprios autores afirmam o
namero reduzido de estudos inclusos na metanalise como uma importante limitacao
e gque estudos posteriores devem ser realizados para confirmar tais achados.

Vasconcelos et al., (2017) investigaram a associacdo entre periodontite
induzida e dano causado por seus efeitos sistémicos no figado. Vinte ratos foram
divididos em dois grupos: um grupo controle e um grupo que recebeu inducédo de
periodontite por ligadura na regido do primeiro molar inferior direito. Houve um

aumento significativo na esteatose microvesicular (P<0.05) acompanhada por uma
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reducdo acentuada nos pericitos identificados por ensaio de imunohistoquimica.
Concluiram que havia associacdo dos efeitos sistémicos da periodontite induzida
com alteracbes nos tecidos hepaticos, como a esteatose microvesicular,
provavelmente causada pelo aumento do estresse oxidativo e da peroxidagao
lipidica.

Dos Santos Carvalho et al., (2017) investigaram a hipotese de a esteatose e o
estresse oxidativo causado por periodontite experimental induzida em ratos serem
reversiveis no figado. Foram usadas 24 ratos divididas em 3 grupos: controle,
periodontite e P20-20 (20 dias com periodontite experimental e 20 dias sem
periodontite experimental, para verificar a reversibilidade das lesfes hepéticas).
Concluiram que a esteatose microvesicular causada por periodontite induzida por

ligadura em ratos foi reversivel ap6s a remocao da ligadura.

3.3 DANOS AOS TECIDOS RENAIS DECORRENTES DE INFLAMAC}AO

Ichii et al., (2012) determinaram a maior expressao do micro RNA 146a (miR-
146a) associada ao desenvolvimento de lesbes nas estruturas renais (Figura B).
Neste estudo, um modelo de doencga renal crénica foi realizado em ratos o qual a
maior expressao de miR-146a foi determinada por analise de microarray. MiR-146a
€ um tipo de RNA ndo condificador altamente conservado que contribui com a
expressdo de RNA’s mensageiros e seu papel biolégico pode ser descrito pela
interferéncia no processo inflamatério. Alteragcbes na expressdo destes tipos de
micro RNA ja foram associadas ao risco de diabetes e doencgas inflamatorias. O
estudo também encontrou o aumento na expressao de genes de citocinas pro-

inflamatoérias como IL-1B e IL-10.
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Terawaki et al., (2014) investigaram o estado atual do estresse oxidativo em
pacientes pré-dialise com insuficiéncia renal. A pesquisa foi feita em 55 pacientes
nao dialiticos (31 homens e 24 mulheres) com doencas renais cronicas, e com
varios graus de funcéo renal. O estresse oxidativo, mesmo antes da dialise, foi
aumentado em correlacdo com o nivel de disfuncdo renal em pacientes com
insuficiéncia renal crénica. Os autores concluiram, entdo, que deveria haver
estratégias antioxidantes como parte do tratamento para insuficiéncia renal pré-

didlise.

Figura B. llustracdo esquemaética da localizacdo dos rins no corpo humano (1)
com detalhamento das estruturas em que se pode ver o rim seccionado no
sentido longitudinal com o cértex e medula expostos e pelve renal (2), o néfron
composto da capsula de Bowman e tubulos contorcidos e coletores, (4) e do
glomérulo renal composto das arteriolas aferente e eferente e dos capilares

glomerulares no interior da capsula de Bowman.
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Duong et al., (2017) identificaram que a dor cronica e estresse induzem
inflamacé&o renal com possivel reducdo da funcéo filtradora dos rins. Para isso os
niveis de interleucina 18 foram analisados por ensaios de imunocitoquimica em
animais expostos a dor crbnica por injecdes repetitivas. Os niveis deste mediador

inflamatorio foram mais elevados nestes animais do que nos controles.

Figura C. Seccéo longitudinal do rim de Rato Wistar do grupo controle corado
pela técnica de hematoxilina e eosina com visualizagcdo do glomérulo renal (G)

e capsula de Bowman (C) circundado por tubulos renais.

3.4 DANOS AOS TECIDOS RENAIS ASSOCIADOS A QUADROS DE
PERIODONTITE

Fisher et al., (2011) avaliaram o potencial para conexdes entre doenca renal
cronica - DRC e doenca periodontal, e mediadores dessas relacdes usando modelos
de equacdes estruturais de dados de 11.211 adultos com idade =18 anos que
participaram da Terceira Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo. Modelos de
regressao logistica multivariada foram utilizados para testar a hipotese de que a

doenca periodontal estava independentemente associada a DRC. Concluiram que
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ha uma relacdo bidirecional entre DRC e doenca periodontal, mediada pela
hipertenséo e a duracdo do diabetes.

loannidou e Swede (2011) examinaram a hipotese de que pacientes com
doenca renal cronica - DRC teriam maior prevaléncia de periodontite moderada em
comparacao com individuos sem DRC. Usaram o conjunto de dados da Pesquisa
Nacional de Exame de Saude e Nutricio Americana. No geral, 14,6% dos
individuos com DRC foram classificados como tendo periodontite moderada, em
comparacao com 8,7% no grupo ndo-DRC. A prevaléncia de periodontite entre os
participantes com DRC foi substancialmente maior entre negros ndo hispanicos
(38,9%) e mexicanos-americanos (37,3%) em comparacdo com brancos nao-
hispanicos (12,9%). Modelos de regresséo logistica multivariada mostraram que
mexicanos-americanos e nao-hispanicos negros com DRC tinham aproximadamente
30% a 60% mais chances de ter periodontite moderada em comparacdo aqueles
sem DRC.

Akar et al. (2011) revisaram os fatores etiolégicos e potenciais
consequéncias sisttmicas da ma saude bucal em pacientes com doenca renal
crdnica, bem como possiveis estratégias preventivas e terapéuticas. A saude bucal é
freqientemente ruim em pacientes com doenca renal crbnica — DRC e pode
contribuir para inflamacéo, infeccdes e complicacdes ateroscleréticas, todas elas
importantes problemas que justificariam uma maior atencdo ao atendimento
odontolégico e uma melhor conscientizacdo na clinica. Manter uma denticao
saudavel e funcional na DRC tem um papel adicional complementar que
provavelmente excede os beneficios observados na populagédo em geral.

Chambrone et al. (2013) em perquisa sistematica avaliaram a associagao

entre periodontite e doenca renal cronica e o efeito do tratamento periodontal na
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taxa de filtracdo glomerular estimada. Também realizaram uma meta-analise de
efeitos aleatorios para estimar o grau de associacdo entre periodontite e doenca
renal cronica. Concluiram haver evidéncias bastante consistentes para apoiar a
associacado positiva entre periodontite e doenca renal cronica, bem como o efeito
positivo da periodontite na taxa de filtracdo glomerular estimada.

Ausavarungnirun et al. (2014) avaliaram a associacdo entre a formacao
dentaria e as doencas periodontais em pacientes tailandeses com varios estagios da
doenca renal crénica-DRC. Um total de 129 pacientes com DRC diagnosticada por
pelo menos 90 dias com idade maior que 20 anos. As doencas periodontais severas
foram mais prevalentes em pacientes com DRC mais grave do que naqueles com
DRC menos grave.

Franca et al., (2017) investigaram se a periodontite experimental causaria
alteracdes nos tecidos renais e desequilibrio no estresse oxidativo nos rins. Vinte e
dois ratos Wistar foram separados em dois grupos: controle e periodontite. Dentre as
avaliacdoes foram obervados o estresse oxidativo renal através da glutationa (GSH)
e MDA. Concluram que a periodontite induzida causou alteracdes
histomorfométricas nos tecidos renais bem como a ruptura da borda em escova nos

tubulos renais, alteracdes associadas com aumento no estresse oxidativo em rins.
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RESUMO

Introducdo: O objetivo deste estudo foi elucidar se as alteragdes renais causadas
pela periodontite tiveram reversibilidade ap6s a remocdo das ligaduras na

periodontite experimental.

Métodos: Vinte e quatro ratas foram divididas em trés grupos: controle (sem
periodontite), periodontite (20 dias com periodontite induzida) e P20-20 (20 dias com
periodontite induzida e 20 dias sem periodontite para verificar a reversibilidade das
alteracdes renais). Os seguintes parametros foram avaliados para acompanhar o
periodonto: indice de sangramento gengival, profundidade da bolsa de sondagem,
atividade de mieloperoxidase, altura do osso alveolar. Para os tecidos renais,
utilizou-se a avaliacdo histopatoldgica, os niveis de malonaldeido (MDA), o teor de
glutationa (GSH) e os pesos renais. No sangue, foram avaliados creatinina, acido
arico, albumina, colesterol total, proteinas totais e glicose. Proteina total e creatinina

foram investigadas na urina.

Resultados: Os rins do grupo P20-20 ndo apresentaram reversao de alteracdes em
relacdo ao grupo com periodontite ao MDA, GSH e avaliacfes histopatologicas. Por
outro lado, apenas os niveis de colesterol total apresentaram reversibilidade no

grupo P20-20 comparado ao grupo periodontite.

Concluséo: As alteracdes renais causadas pela periodontite induzida por ligadura
foram persistentes ap0s a remocdo das ligaduras em ratos nas condi¢des

estudadas.

Palavras-chave: doenca periodontal, medicina periodontal, inflamacéao.
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ABSTRACT

Background: The objective of this study was to elucidate if the renal alterations
caused by periodontitis had reversibility after the removal of the ligatures in

experimental periodontitis.

Methods: Twenty four female rats were divided into three groups: control (without
periodontitis), periodontitis (20 days with induced periodontitis) and P20-20 (20 days
with induced periodontitis and 20 days without periodontitis to verify the reversibility
of renal alterations). The following parameters were evaluated to follow in
periodontium: gingival bleeding index, probing pocket depth, myeloperoxidase
activity, alveolar bone height. For renal tissues, histopathological evaluation was
used, as well as, malonaldehyde (MDA) levels, glutathione (GSH) content and renal
weights. In blood, creatinine, uric acid, albumin, total cholesterol, total proteins and

glucose were assessed. Total protein and creatinine were investigated in urine.

Results: The kidneys of the P20-20 group did not present the reversion of alterations
in relation to the group with periodontitis to the MDA, GSH and histopathological
evaluations. On the other hand, only of total cholesterol levels presented reversibility

in the P20-20 group compared to the periodontitis group.

Conclusion: Renal alterations caused by ligature-induced periodontitis were

persistent after removal of the ligatures in rats in studied conditions.

Key words: periodontal disease, periodontal medicine, inflammation.
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RELEVANCIA CLINICA

Justificativa cientifica para o estudo: Estudos associando periodontite e
doenga renal ndo incluem o que acontece com o tecido renal apés as ligaduras

serem removidas.

Achados principais: A avaliacdo histopatolégica renal demonstrou que, nos
ratos com periodontite e posterior remocdo das ligaduras, os tecidos renais
permaneceram com as mesmas alteracdes, que ndo apresentaram regressdo nas

condi¢Oes estudadas.
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INTRODUCAO

A periodontite é uma inflamacédo destrutiva crdnica nos tecidos ao redor dos
dentes (Sete et al., 2016) levando a disturbios orais, bem como, possiveis alteraces
em varios orgdos (Tomofuji et al., 2007; Tomofuji et al., 2011; Franca et al., 2017,
Vasconcelos et al., 2018). Fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da
periodontite e no curso da inflamag&o, como espécies bacterianas, a resposta imune
do hospedeiro (Oliveira et al., 2016) e a liberagdo de fatores de quimiotaxia para
células inflamatoérias (White et al., 2016). Além disso, a composicdo da saliva, a
heranca de polimorfismos genéticos especificos (Silva et al., 2017a; Silva et al.,
2017b, Silva et al., 2018), alteracbes nos vasos sanguineos ou tecido conjuntivo
(Alves et al., 2007), quando as bactérias especificas estdo presentes, o hospedeiro
inicia uma resposta de defesa com uma perspectiva de sinalizacdo nao celular,
estimulando os neutrofilos e entdo as prostaglandinas podem contribuir com a

inflamacéo periodontal (Almeida et al., 2006).

Curiosamente, a prevaléncia de periodontite em pacientes submetidos a
hemodidlise é alta (Goncalves et al., 2007). Na lesdo renal aguda, as bactérias
gram-negativas e seus lipopolissacarideos da parede celular presentes na
periodontite estdo frequentemente envolvidos (Stasi et al., 2016). Para estas
bactérias, serdo recrutadas grandes quantidades de células de defesa que liberardo
o0 metabolismo das espécies reativas de oxigénio (ROS) e contribuirdo para a
geracdo de perodxido lipidico, como o MDA, no rim (Ratliff et al., 2016). Além disso, a
dislipidemia pode estar associada a alteracdes na borda em escova dos tubulos

renais (Franca et al., 2017).
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A periodontite pode predispor a doenca renal cronica (DRC) da mesma forma
gue a DRC pode predispor a periodontite, e bactérias associadas a periodontite sao
consideradas como a fonte da inflamacé&o, o que pode predispor e / ou causar danos
renais (Almeida et al., 2011). Um estudo clinico indicou que pacientes com
periodontite grave eram propensos a DRC (Ausavarungnirun et al., 2016). Outro
estudo clinico encontrou maior perda 6ssea alveolar em pacientes em hemodialise

em comparacao com individuos controle (Zhao et al., 2014).

A literatura trouxe estudos utilizando modelos animais para periodontite com a
avaliacdo do impacto sistémico da doenca. No entanto, ndo foi possivel identificar a
associacado exata entre doenca renal e periodontite; mesmo com diversos estudos
sugerindo uma relagéo entre as duas condi¢bes (Sharma et al., 2014; Zhao et al.,

2014; Grauballe et al., 2017; Ausavarungnirun et al., 2016).

Demonstramos anteriormente que a periodontite experimental altera as
estruturas renais como resultado do estresse oxidativo, bem como da peroxidacao
lipidica (Franca et al., 2017). Outro estudo da nossa equipe de pesquisa demonstrou
gue a remocdo da ligadura em ratos com periodontite experimental, foi capaz de
reverter a esteatose hepatica causada pela periodontite experimental (Carvalho et
al., 2017). No entanto, um estudo que avaliou a reversibilidade das alteracdes renais
apos a remocao da ligadura em um modelo experimental de periodontite ndo estava
disponivel na literatura até o momento. Portanto, o presente estudo tem como
objetivo elucidar essa questdo, na qual foi realizada uma periodontite induzida por
ligadura para analisar se as alteragdes renais causadas pela periodontite podem ser

reversiveis apos a retirada das ligaduras.
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MATERIAL E METODO
Animais

Vinte e quatro ratos Wistar (Rattus norvegicus) pesando aproximadamente
174,7 £ 5g e com idade média de 10 semanas foram utilizadas. Eles foram mantidos
em gaiolas de polipropileno, ambiente de 24 + 2 ° C, ciclo claro / escuro de 12 horas
e livre acesso a alimentos e agua. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité
de Etica em Uso dos Animais (CEUA da Universidade Federal do Piaui sob o

protocolo n ° 385/17).
Design experimental

Os animais foram alocados em trés grupos de oito: controle (sem ligaduras),
periodontite (ligaduras nos primeiros molares inferiores por 20 dias) e periodontite
P20-20 (ligaduras por 20 dias seguidos por mais 20 dias sem ligaduras - periodo do
tempo selecionado para testar a reversibilidade das alteragcbes causadas pela
periodontite, de acordo com o estudo permeavel de nossa equipe de pesquisa,

Carvalho et al., 2017).

Os ratos foram submetidos a inducdo de periodontite com anestesia
intramuscular de solucdo de cetamina (35mg / kg) (Francotar®, Roseira, SP, Brasil)
e xilazina (15mg / kg) (Virbaxil®, Sdo Paulo, SP, Brasil). A periodontite foi induzida
pela insercdo de ligaduras de nailon (3.0-Shalon® Goiania, GO, Brasil), segundo

Pessoa et al., (2018).

Foi realizada, ap6s 20 dias, uma avaliacdo clinica dos animais dos grupos
controle e periodontite, e amostras de sangue foram coletadas (plexo retro-orbital) e

amostras de urina para testes bioquimicos. Ap0s a eutanasia dos animais (grupo
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controle e periodontite), os rins foram removidos e pesados. Apds 20 dias com
ligaduras, os animais do grupo P20-20 tiveram as ligaduras removidas e 2% de gel
de clorexidina (Biodynamic ®, Ibipora, PR, Brasil) foi aplicado ao redor dos primeiros
molares inferiores (Carvalho et al., 2017), dentes previamente ligado. Aos 40 dias,
0s mesmos procedimentos descritos anteriormente foram realizados para o grupo

P20-20.
indice de Sangramento Gengival (ISG)

A bolsa periodontal dos primeiros molares inferiores foi sondada por 10
segundos e classificada de acordo com Liu et al., (2012), escores: 0, 1, 2, 3, 4 e 5.
Escore 0 significa margem gengival e papila saudavel e nenhum sangramento visivel
apos a sondagem. Escore 5 com gengiva gravemente inflamada aparecera com
alteracdo de cor, edema grave, Ulcera, sangramento ap0s uma sonda leve ou

hemorragia espontanea.
Avaliacédo da Mobilidade Dentéaria (MD)

Os primeiros molares inferiores foram avaliados para MD utilizando sonda
periodontal na direcdo labiolingual (plano lateral) e pontuados de 0 a 3 sendo: O,
mobilidade fisioldgica; 1, ligeira mobilidade; 2, mobilidade moderada; e 3, mobilidade

pronunciada (Xu e Wei, 2006).
Profundidade da Bolsa para Sondagem (PBS)

O PBS foi medido usando uma sonda arredondada de 0,2 mm de raio. Os
pontos mesiovestibular, vestibular e médio-vestibular foram medidos e a média foi

utilizada (Liu et al., 2012).
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Niveis de mieloperoxidase (MPO), Malondialdeido (MDA) e Glutationa

Reduzida (GSH).

A avaliagdo da atividade da MPO foi realizada de acordo com Chaves et
al.,(2013). A MDA do tecido renal foi medida pelo método de Uchiyama et al., (1978).
Os niveis de GSH foram determinados seguindo um método descrito por Sedlak et

al., (1968).
Avaliacéo da Altura do Osso Alveolar (AOA)

As imagens obtidas para avaliacdo da AOA foram mensuradas usando o
ImageJ (Software v.1.48), segundo Vasconcelos et al., (2017). Resumidamente, as
mandibulas foram coradas com solucdo aquosa de azul de metileno a 1%. Quatro
pontos foram medidos na face lingual do longo eixo da raiz dos primeiros molares

inferiores. Tudo foi medido a partir da juncdo cimento-esmalte para a crista 6ssea.
Avaliagéo histopatoldgica renal e histomorfometria

A metade sagital do rim direito foi fixada em 10% tamponada e processada de
acordo com Franca et al., (2017). Secc¢les seriadas de 5 um de espessura foram

coradas com hematoxilina e eosina e também com acido periodico de Schiff (PAS).

A avaliacao histomorfométrica foi realizada de acordo com Imafidon et al.,
(2016) por um examinador calibrado de maneira cega. Os parametros avaliados
foram: didmetro do glomérulo, circunferéncia do glomérulo e capsula de Bowman,
area do glomérulo e area renal do corpusculo (um?. O volume glomerular foi

avaliado de acordo com Gundersen et al. (1988).
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Biomarcadores de sangue e urina

Albumina, creatinina, colesterol total de proteinas totais e nitrogénio ureico no
sangue e niveis de creatinina na urina foram medidos com kits ELISA comerciais
(Labtest®, MG, Brasil). A glicose no sangue dos ratos foi avaliada antes da
eutanasia dos ratos utilizando um glicosimetro (Accu-Chek Active, Sdo Paulo, SP,

Brasil).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e / ou modo,
valor que aparece com maior frequéncia (minimo e maximo). O teste estatistico de
Shapiro Wilk foi utilizado para verificar a distribuicdo e normalidade dos dados. A
diferenca entre os grupos foi avaliada pelo teste de variancia (ANOVA) e pelo teste
de Student Newman Keuls para os dados paramétricos, e pelo teste de Kruskal
Walllis para dados ndo paramétricos, seguido pelo teste de Dunn para comparacdes
multiplas. O nivel de significancia foi estabelecido em 95% (P <0,05) para todas as

analises.

RESULTADOS

ISG, MD, PBS, MDA e MPO.

O grupo periodontite apresentou valores superiores aos grupos controle e
P20-20 para os seguintes parametros: ISG (grupo controle 0,50 + 0,18; grupo
periodontite 3,87 + 0,12; grupo P20-20 1,37 + 0,26), MD (grupo controle 0,62 + 0,17,
grupo periodontite 2,87 + 0,08; grupo P20-20 1,81 + 0,18), MDA (grupo controle
30,89 £ 2,59; grupo periodontite 78,48 + 3,23; grupo P20-20 62,64 + 2,38), MPO

(grupo controle 4,18 + 0,62; grupo periodontite 50,62 + 7,19; grupo P20-20 31,05 *
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5,13) e PBS (grupo controle 0,63 + 0,05; grupo periodontite 3,63 £ 0,11; grupo P20-

20 2,13 + 0,16), conforme apresentado na figura 1.

Figura 1. Resultados de Parametros Orais na avaliagdo da periodontite
induzida por ligadura em ratas fémeas Wistar. * P <0,05 versus grupo controle;

T P <0,05, versus grupo periodontite.
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Em relacdo a soma AOA, conforme apresentado na figura 1, os valores
meédios do grupo periodontite e do grupo P20-20 foram, aproximadamente, iguais e
significativamente superiores aos do grupo controle (grupo controle 1,87 = 0,15,

grupo periodontite 5,28 £ 0,20, grupo P20-20 5,34 + 0,14).

Niveis de MDA e GSH nos tecidos renais

Figura 2. Resultados das dosangens de maldondialdeido (MDA) e glutational
(GSH) do Tecido Renal de ratas utilizadas neste estudo para 0S grupos
controle, o grupo periodontite induzida por ligadura e o grupo P20-20 com 20

dias de inducao de periodontite e 20 dias de retirada da ligadura.
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Em relacdo aos niveis de MDA nos tecidos renais, 0 grupo periodontite (416,9
+ 70,66 mmol / g tecido) e o grupo P20-20 (421,9 £ 37,08 mmol / g tecido)
apresentaram valores significativamente maiores em relagdo ao grupo controle

(157,6 + 26,78 mmol / g de tecido), como mostrado na figura 2.
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Os niveis de GSH indicam o estresse oxidativo no tecido renal, para o grupo
periodontite (269,6 + 53,47 u / g de tecido) e no grupo P20-20 (270,7 + 28,8 u/ g de
tecido) os valores médios foram significativamente menores que o grupo controle
(467,0 £ 44,81 u / g de tecido), como mostrado na figura 2. Nao houve reversao dos

valores de MDA e GSH no grupo P20-20 comparado ao grupo com periodontite.

Parametros de peso, biomarcadores sanguineos (albumina, BUN, creatinina,
glicose, colesterol total e proteinas totais) e biomarcadores de urina (proteinas totais

e creatinina)

O grupo P20-20 apresentou maior peso médio em relagéo ao grupo controle e
periodontite, devido ao grupo P20-20 ter uma vida mais longa, 20 dias a mais do que

0s outros dois grupos (Tabela 1).

N&o houve diferenca nos pesos renais nos diferentes grupos (P> 0,05), como
visto na tabela 1. Da mesma forma, os niveis séricos de albumina, creatinina e
nitrogénio uréico ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos, como

visto na tabela 1.

Os niveis de colesterol total foram significativamente maiores no grupo
periodontite do que no grupo P20-20 e no grupo controle. O grupo P20-20
apresentou valores aproximadamente semelhantes ao grupo controle. Houve,
portanto, reversibilidade dos niveis de colesterol para o grupo P20-20 em

comparagao com o grupo de periodontite (Tabela 1).

Valores de albumina, creatinina, nitrogénio ureico no sangue, proteinas totais

e glicose ndo apresentaram diferenca significativa (Tabela 1). A Tabela 1 também
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traz os valores de proteinas totais e creatinina na urina e para ambos os valores néo

houve diferengas significativas entre os grupos.

Tabela 1. Parametros de peso,

biomarcadores sanguineos (albumina,

creatinina, colesterol total, BUN, proteinas totais e glicemia) e biomarcadores

de urina (proteinas totais e creatinina)

Parametros de Peso

Corpo (9) 169,0 £0,2 172 +£0,2 179,9+ 0,3
Rim

Absoluto (g) 1,4+0,1 1,4+0,2 1,5+0,1
indice (%) 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8+0,1
Biomarcadores

Sanguineos

Albumina (g/dL) 1,8+0,1 2,0£0,1 2,1+0,2
Creatinina (U/dL) 0,21+0,0 0,23+0,0 0,24+0,0
Colesterol Total (mg/dL) 745+46 95,1+5,6 71,6 +8,3°
g';r;’gﬁ]';'g L(JG%CS) 36,0 +2,1 37,7420 37,6 +2,2
Proteinas Totais (g/dL) 98+0,5 8,104 85+0,5
Glicemia 298,0+6,2 275,0+5,2 295,075
Biomarcadores

Urinarios

Proteinas Totais (g/dL) 0,1+0,0 0,1+ 0,0 0,1£0,0
Creatinina (U/dL) 13,1+0,2 14,7+0,2 141+0,2

ANOVA seguido pelo teste de Tukey. * P <0,05 versus grupo controle; T P <0,05, versus

grupo periodontite.
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Avaliacao histopatoldgica renal e histomorfometria

Os rins do grupo controle (Figura 3A) ndo apresentaram alteracbes
histologicas renais. Por outro lado, os rins dos animais do grupo periodontite
apresentaram alterag6es morfoldgicas renais significativas, como aumento (P <0,05)
no tamanho do corpusculo renal, espaco da capsula de Bowman, diametro e
circunferéncia da capsula de Bowman (Tabela 2) e congestdo peritubular (Figura
3B). A Figura 3C mostrou que os rins do grupo P20-20 apresentaram alteracoes
semelhantes, em comparacdo com o grupo periodontite. Em relagdo a coloracdo
com PAS, os rins dos ratos do grupo controle revelaram intensa reacao positiva de
PAS (seta) na borda em escova dos tubulos renais (Figura 3G), zoom no retangulo.
O grupo renal de periodontite apresentou reacao de PAS fraca (Figura 3H) na borda
em escova dos tubulos renais (PAS), demonstrando alteracdo da borda em escova
nos tabulos renais nos grupos que receberam as ligaduras (periodontite e grupos
P20-20) em relacdo ao grupo controle, zoom em retangulos. Esses achados

revelaram que as alteracdes renais causadas pela periodontite ndo foram revertidas

apos a retirada das ligaduras.
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Figura 3. Imagens do Cdrtex Renal com Coloracdo de Hematoxilina - HE e

Eosina e Acido Periéxido de Shiff — PAS.

A) Grupo Controle .Mostra rim com glomérulo (G), tabulos renais (RT),

espaco da capsular de Bowman (*). Coloracdo HE

B) Grupo Periodontite. Mostra aumento no tamanho do corpusculo renal,
espaco da capsular de Bowman (*), circunferéncia e diametro da capsula

de Bowman, glomérulo (G) e congestao (C). Coloracédo HE

C) Grupo P20-20. Mostra que ap6s a remoc¢do da ligadura as alteracdes
renais histolégicas ainda estavam presentes como aumento da
circunferéncia e diametro da capsula de Bowman e do glomérulo (G).

Coloracdo HE. Todas as imagens estdo em ampliacdo original de 600 x
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D) Grupo Controle.Mostra rim com glomérulo (G), tubulos renais (RT),

E)

F)

espaco da capsular de Bowman (*).Imagens sdo coradas com HE com

filtro para extremidades.

Grupo Periodontite. Mostra aumento no tamanho do corpudsculo renal,
espaco da capsular de Bowman (*), circunferéncia e diametro da cdpsula
de Bowman , glomérulo (G) e congestado (C). Imagens sdo coradas com

HE com filtro para extremidades.

Grupo P20-20. Mostra que ap0s a remocao da ligadura as alteracdes
renais histoldégicas ainda estavam presentes como aumento da
circunferéncia e diametro da cdpsula de Bowman e do glomérulo (G).

Imagens sdo coradas com HE com filtro para extremidades.

G) Grupo Controle. Rim com forte reacdo positiva de PAS (seta) na borda

H)

em escova dos tubulos renais. Imagens sdo coradas com PAS

Grupo Periodontite. Fraca reacdo PAS (seta) na borda em escova dos
tabulos renais, demonstrando ruptura da borda em escova no tubulo
renal no grupo periodontite, quando comparado com grupo controle,

zoom em retangulo. Imagens sdo coradas com PAS.

Grupo P 20-20. Segue semelhante ao grupo periodontite com fraca
reacdo PAS (seta) na borda em escova dos tubulos renais,
demonstrando que a ruptura da borda em escova nos tubulos renais
mantiveram se ap6s a remoc¢do do quadro de periodontite induzida. .

Imagens sdo coradas com PAS.
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Grupos Controle Periodontite P20-20
Histomorfometria renal
Circunferéncia da capsula de Bowman ~ 379,0+9,2  527,3+14,5 517,3+11,8"
Espaco da capsula de Bowman 379+12 51,7+2,1 50,8+ 1,9
Area do cospusculo renal 985,5+357 1.1989+527  1.2058+457
Volume Glomerular 0,9+0,0 1,2+0,0° 1,2+0,0°
Diametro do glomérulo 95,2 + 3,8 121,8+2,8 1293 +3,7
Circunferéncia do glomérulo 359,5+152  4429+59 445,1+9,4

ANOVA seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. * P <0,05 versus grupo controle.

+ P <0,05, versus grupo periodontite. Os dados demonstraram que as alteracGes

histomorfométricas renais causadas pela periodontite ndo podem ser revertidas apds a

remocao da ligadura.

DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo focado na avaliacdo da possivel reversibilidade das

alteracdes renais causadas pela periodontite experimental, como foi demonstrado

previamente por nossa equipe de pesquisa (Franca et al., 2017). Nossos dados nao

mostraram alteracdes renais significativas entre o grupo periodontite e o grupo P20-

20 para os parametros histopatolégicos, histomorfométricos e bioquimicos avaliados.
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Esses resultados revelaram que as alteracdes renais causadas pela periodontite ndo

séo revertidas ap6s a remocao das ligaduras nas condi¢des estudadas.

Os resultados demonstraram sucesso no modelo de periodontite. Esse
sucesso foi verificado pelos parametros bucais avaliados, o que permitiu verificar os

parametros renais de forma confiavel.

As concentracdes dos teores de MDA e GSH nos tecidos renais (parametros
gue indicam estresse oxidativo) mostraram que, os valores do grupo P20-20 nédo
reverteram para valores proximos aos do grupo controle, permanecendo alterados
conforme os valores encontrados no grupo periodontite. Nesse estudo, os niveis de
colesterol total foram revertidos em comparacao ao grupo controle, apds a remocao
das ligaduras, a semelhanca de outro estudo da equipe de pesquisa (Carvalho et al.,
2017). Essa ligacdo também € notada em um estudo que demonstrou que o0s
pacientes que receberam tratamento periodontal tiveram uma diminuicdo nos niveis

de colesterol apds 2 meses de tratamento (D'aiuto et al., 2005).

Os dados referentes a albumina, ao nitrogénio uréico sanguineo, a creatinina,
a glicose e as proteinas totais ndo apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, a semelhanca dos outros estudos (Carvalho et al., 2017; Franca et al., 2017;
Vasconcelos et al., 2017 Pessoa et al., 2018; Vasconcelos et al., 2018). Da mesma
forma, os biomarcadores urinarios também ndo apresentaram diferenca significativa
entre 0s grupos quanto aos niveis de creatinina e proteinas totais. Esse achado esté
de acordo com estudos como o de Barcellos (2017) que n&o observou relacao entre
creatinina e presenca de periodontite como em estudo com cées e Franca et al.,

(2017) com ratos.
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Com relacéo a histomorfometria, os rins dos animais dos grupos periodontite
e P20-20 apresentaram alteracdes morfologicas renais significativas, como aumento
do tamanho do corpusculo renal, espaco da capsula de Bowman, diametro e
circunferéncia da capsula de Bowman (Tabela 2) e congestdo peritubular (Figura
3B), demonstrando que as alteracdes renais causadas pela periodontite ndo séo

revertidas sob essas condicoes.

Um estudo de revisé@o recente esta de acordo com nossos achados, uma vez
que concluiu que a terapia periodontal contribuiu de forma benéfica para a
prevencao de infec¢Bes respiratorias, e ndo encontrou relacdo entre a periodontite e
seu efeito benéfico para a DRC (Sabharwal et al., 2018). Além disso, um estudo de
coorte observou que o tratamento periodontal influenciou positivamente o curso da
DRC dos pacientes (Almeida et al., 2017). Outro estudo também afirmou que o
tratamento periodontal poderia melhorar o estado inflamatério de pacientes com
doenca renal terminal, com melhorias em varios parametros, variando de

interleucinas-6, a albumina e creatinina (Fang et al., 2015).

Foi demonstrado que a periodontite poderia agravar as alteracdes renais
(Chen et al., 2017). Essa relacdo foi evidenciada pelos resultados de metanalises
anteriores que avaliaram a associacdo entre doenca periodontal e DRC
(SDeschamps-Lenhardt et al., 2018). Também foi corroborado por um estudo que
associou condi¢des periodontais em pacientes com DRC onde encontraram 99,9%
de pacientes com periodontite em diferentes graus de gravidade e aqueles
diagnosticados com DRC mais longa tiveram o dobro de dentes com diagnéstico de
periodontite (Cholewa et al., 2018). Uma revisdo sistematica encontrou evidéncias

da associacdo néo-direcional de periodontite com DRC (Zhao et al., 2018). Outra
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meta-analise confirma a associacdo relatada anteriormente, mas nao encontrou
evidéncia para a direcdo oposta (DRC levando a DP) (Kapellas et al., 2018). Um
estudo transversal em humanos com DRC concluiu que a gravidade da DRC estava
diretamente relacionada a gravidade da periodontite (Ausavarungnirun et al., 2016).
Outro estudo, em um estudo de coorte retrospectivo, constatou que a periodontite é
prevalente em individuos com alto risco de DRC e esta associada a diminuicdo da
funcao renal (Grubbs et al., 2015). Em um estudo de caso-controle, concluiu-se que
a DP poderia servir como um fator de risco para o desenvolvimento da DRC
(Pradeep et al., 2012). Em um estudo com individuos com periodontite, com ou sem
hemodialise, observou-se que a periodontite foi mais severa e com maior perda

O0ssea em pacientes submetidos a HD (Zhao et al., 2014).

A reversibilidade das alteracdes causadas pela periodontite pode ser
observada no figado de ratos no mesmo periodo deste estudo (Carvalho et al.,
2017), essa diferenca pode estar associada a diferenca de que o tecido hepatico tem

capacidade de regenerar mais que 0s rins.

O grupo periodontite em nosso estudo confirmou os dados dos estudos
apresentados acima, demonstrando que as alteracfes renais podem ser causadas
pela periodontite. Os rins dos animais do grupo P20-20 podem ndao ter tido tempo
suficiente, ap6s a remocao das ligaduras, para mostrar uma melhora no padrao
histomorfométrico, ja que vemos que 0s estudos mostram uma relacdo do
tratamento periodontal com a DRC, literatura ainda precisa de mais pesquisas com

design diferente de estudos poderia esclarecer essa relacéo.
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que as alteragdes renais causadas pela periodontite
induzida por ligadura foram persistentes ap6s a remocao das ligaduras em ratos nas

condicbes estudadas.
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APENDICE 1
PRESS RELEASE

GENGIVA INFLAMADA, E DAI?

Galeno JG; Vasconcelos DFP

Juliana Gomes Galeno — Aluna do Programa de Pds-graduacdo em Odontologia da
UFPI (PPGO-UFPI);

Daniel Fernando Pereira Vasconcelos — Professor do Programa de Pés-graduacéo
em Odontologia da UFPI (PPGO-UFPI)

Em meio a enfermidades que assolam a sociedade contemporanea frente a
uma série de fatores, a exemplo do estresse (insbnia, depressédo, transtornos
alimentares, etc.); da maior liberdade sexual, com incidéncia ascendente das IST ou
Infeccbes Sexualmente Transmissiveis, com énfase para a AIDS; da tecnologia
desenfreada, causando o que se chama tecnofobia ou tecnoestresse, as
enfermidades causadas por problemas odontolégicos parecem relegadas pela
grande midia, ainda que, paradoxalmente, ha décadas e anos, em diferentes paises,
com destaque para os Estados Unidos e Japao, pesquisadores venham estudando,

com afinco, as causas da enfermidade que acomete os tecidos ao redor dos dentes.

O o0sso, 0s elementos dentais e a gengiva que os protegem formam a regido
nomeada de periodonto. Para melhor compreensao do publico, trata-se do tecido
que fixa o dente no alvéolo, local onde pode se desenvolver essa doenca
inflamatoria. Trata-se da periodontite = periodonto + -ite. Em linguagem médica, o -
ite consta como sufixo de composicdo, que indica doenca ou inflamacéo do 6rgéao ou

da estrutura anatbmica indicada no radical. Portanto, em termos conceituais, reitera-
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se que a periodontite € uma inflamac&o do periodonto, que acomete individuos de
qualquer nacionalidade, de faixas etarias distintas e de condi¢cdes socioeconémicas
variadas, ou seja, caracteriza-se como mal que ndo escolhe racga, cor, orientacédo

sexual ou credo.

Com certa frequéncia, a periodontite leva a perda do 0sso que sustenta 0s
dentes, de tal forma que quanto mais a inflamacao evolui, maiores sdo as chances
de o dente afetado ser perdido, exatamente, por falta de sustentacdo. Ademais, 0
processo da doenca pode causar dores, halitose (mau halito), desconforto e
sangramento gengival. Decerto, a higiene inadequada da boca figura como elemento
que incita ou favorece o inicio da periodontite. No entanto, a bem da verdade, ha
muitos outros elementos que influenciam tanto seu aparecimento quanto seu
desenvolvimento e agravamento. Dentre eles, citam-se a presenca invasiva de
certas bactérias, além de tracos inerentes a singularidade de cada individuo, a
exemplo de sua imunidade, composicao da saliva que produz e eventuais alteracoes

eém Seus vasos sanguineos.

Em se tratando do Brasil, h4 avanco sistematico no que se refere ao combate
a enfermidade. No caso especifico do Piaui, dissertacdo de mestrado conduzida no
ambito do Programa de Pds-Graduacao em Odontologia da Universidade Federal do
Piaui (PPGO / UFPI), sob a responsabilidade direta de Juliana Gomes Galeno e do
Grupo de Pesquisa liderado pelo orientador Daniel Fernando Pereira Vasconcelos,
cirurgido-dentista e Professor Doutor em Biologia Patologia Buco Dental pela
Universidade Estadual de Campinas e Coordenador da Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFPI, aponta, dentre os resultados centrais, que a periodontite pode

agravar alteracdes nos rins de forma persistente.
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De fato, 0s rins ndo sé@o os unicos 6rgaos afetados pela enfermidade. Equipe
de pesquisa conduzida pelo pesquisador japonés, Takaaki Tomofuji, também ja
inferiu que a periodontite altera, seriamente, 6rgdos, como cérebro, figado e
coracao. Demais estudos comprovam, ainda, que essa modalidade de inflamacgéo
pode tornar mais séria outras doencas, a exemplo do diabetes, gerando quadro
clinico negativo ao portador da doenca, o que demanda, invariavelmente,
acompanhamento sistematico por um cirurgido dentista. Em suma, € preciso que a
populacao atente para a relevancia da higiene bucal e de quaisquer alteracdes que
afetem suas gengivas, a fim de que, de imediato, busque diagndstico e tratamento

adequado. Afinal, gengiva inflamada tem jeito, sim, senhor!
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APENDICE 2

Producéo Intelectual durante o Mestrado

Apresentacao de Trabalhos

1. Polimorfismos nos Genes das Interleucinas 17A e 17F e periodontite: resultados
de uma metandlise — Juliana Gomes Galeno (Autor). 34° Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontologica — SBPqO 2017.

2. Associacao entre a infeccdo da Helicobactéria pylori e a periodontite: Revisédo
Sistematica e Metanalise — Juliana Gomes Galeno(coautor). 6° Simpadsio Internacinal
de Imunologia — 2018

3. Efeitos da bromelaina (derivada do Ananas comosus) na pele apos inciséo
cirirgica experimental em pata de ratas — Juliana Gomes Galeno(coautor) — 2017

Outros trabalhos

2017 — Avaliador de vagas para Curso de Especializacdo em Gestdoem Saude -
UESPI.
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ANEXO 2
Normas de submissao do artigo na revista “Journal of Periodontology”
Author Guidelines

Journal of Periodontology Author Instructions
Manuscript Categories

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice of
periodontics and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the
understanding that text, figures, photographs, and tables have not appeared in any other
publication, except as an abstract prepared and published in conjunction with a presentation by
the author(s) at a scientific meeting, and that material has been submitted only to this journal.

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at ScholarOne
Manuscripts. To start a new submission, enter the Author Center and click "Start New
Submission” in the left menu box. Details regarding each submission step are located at the top
of the page in ScholarOne Manuscripts. Authors should prepare manuscripts in accordance with
the instructions below. Failure to do so may result in delays or manuscript unsubmission.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories defined
below. Specific information regarding length and format is provided for each category. Please
also refer to the instructions provided under General Format and Style. All manuscripts will be
reviewed by the Editors for novelty, potential to extend knowledge, and relevance to clinicians
and researchers in the field. Some manuscripts will be returned without review, based on the
Editors’ judgment of the appropriateness of the manuscript for the Journal of Periodontology.

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis, diagnosis,
and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing with design, testing,
and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and figure
legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total combined number of
figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250
words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the problem being addressed.

» Methods: Describes how the study was performed.

* Results: Describes the primary results.

» Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results, and notes their
clinical implications.

Introduction

The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the study.
More detailed comparisons to previous work and conclusions of the study should appear in the
Discussion section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other investigators
would be able to reproduce the research. When established methods are used, the author need
only refer to previously published reports; however, the authors should provide brief descriptions
of methods that are not well known or that have been modified. Identify all drugs and chemicals
used, including both generic and, if necessary, proprietary names and doses. The populations for
research involving humans should be clearly defined and enrollment dates provided.
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Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and
supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as any
conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data to previous
findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as should implications for
future research. New hypotheses and clinical recommendations are appropriate and should be
clearly identified. Recommendations, particularly clinical ones, may be included when
appropriate.

REVIEW ARTICLES

The Journal of Periodontology is no longer accepting submissions of reviews. Authors may
be invited to submit reviews for potential publication, but unsolicited reviews will no longer be
accepted.

COMMENTARIES

The purpose of these papers is to provide a forum for discussion of controversies and other
issues as they relate to the practice of periodontics and implant dentistry. Full and balanced
discussion of controversies on important issues is encouraged. This may result in several authors
each presenting a relevant viewpoint. Commentaries should be concise (2,000 to 3,000 words)
with no more than 50 references; however, they should be complete and balanced, which may
require that the issue or controversy addressed be highly focused.

Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and document
their importance and timeliness.

Body

The body should present the information supporting all aspects of the issues. This portion of the
Commentary may be subdivided as appropriate with headings. Figures, tables, and other
illustrative materials may be incorporated. The total combined number of figures and tables
should not exceed six.

Summary
The summary should place the issue in perspective and point a way for future directions in
addressing the controversy.

Acknowledgment(s)

Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is extremely important
that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any other information that
constitutes a real or perceived conflict of interest.

CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are encouraged
to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. The Journal of Periodontology
publishes selected Case Series that describe unusual case presentations, complex diagnoses,
and novel approaches to treatment within the scope of practice of periodontology. These Case
Series provide valuable information for clinicians and teachers in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make a persuasive
argument for or against the procedure, technique, or concept under discussion. Cases should be
relatively homogeneous so that a systematic evaluation of one type of disease, lesion, or
condition is made for the procedure under consideration. Also, treatment and documentation
should be consistent and standardized for all cases. It is recognized that definitive evidence for
the safety and efficacy of any procedure, drug, or device comes primarily from well-designed,
randomized, controlled trials. However, well-executed Case Series may lead to hypotheses about
the usefulness of new and innovative procedures, drugs, or devices and may therefore be of
value to the progress of clinical science.

The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are well defined for
manuscripts describing research on human subjects. These basic requirements are described by
the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) in their Uniform Requirements for
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Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (available at: www.icmje.org) and are interpreted
in the instructions to authors of all peer-reviewed biomedical journals, including the Journal of
Periodontology.

Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient information, the
editorial team has received multiple questions about the need for subject consent from patients
described in Case Series submitted for publication.

The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will determine
whether specific Case Series require additional approvals beyond what is described below.

Requirement for Ethics Board Approval

Most Case Series are a retrospective description of clinical findings in cases or an observed
course of events that document a new aspect of patient management during the normal course of
clinical treatment. Since there is no hypothesis testing, no systematic data collection beyond that
which is part of routine clinical practice, no data analysis, and the work has already been done,
Case Series do not usually qualify as "research" requiring approval from ethical boards designed
to protect humans involved in clinical research.

(U.S. Fed. definition: "RESEARCH is any systematic investigation, including research
development, testing and evaluation, designed to develop or contribute to generalizable
knowledge.")

Example 1: Series of private practice implant cases in patients who have been taking
bisphosphonates. Authors describe the findings in each case, which are collected and reported in
a table format.

Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who have or have
not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data analysis, and authors
analyze and report the incidence of complications.

Example 1 does not qualify as "research," but example 2 does qualify and requires ethical
approval.

Please see "Does My Case Series Need IRB Approval?" for more information.

Privacy in Case Series

No patient identifiers should be included in Case Series. If the authors choose to include any
subject identifiers, the authors must include the patient’s informed written consent to publish the
information.

Our policy conforms to the Uniform Requirements, which states: "Patients have a right to privacy
that should not be violated without informed consent. Identifying information, including names,
initials, or hospital numbers, should not be published in written descriptions, photographs, or
pedigrees unless the information is essential for scientific purposes and the patient (or parent or
guardian) gives written informed consent for publication. Informed consent for this purpose
requires that an identifiable patient be shown the manuscript to be published. Authors should
disclose to these patients whether any potential identifiable material might be available via the
Internet as well as in print after publication.”

It should be noted that patients may have given a signed "consent to treat," but that does not
constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have explicitly
approved the manuscript. Likewise, patient consent under government privacy rules, such as the
Health Insurance Portability and Accountability Act (HIPAA) in the United States, does not
constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have explicitly
approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract, references, and
figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total combined
number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250
words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the clinical situation being discussed.
* Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.
* Results: Describes the clinical results.
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* Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical implications in practice
situations.

Introduction
This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results

This section describes the cases, including all relevant data. For ease of presentation, tables
describing longitudinal data in a chronological form may be useful. Carefully selected, high-quality
clinical photographs in full color, as well as radiographs, are encouraged.

Discussion

This should include findings, put into perspective with respect to the field and literature. Unique
arguments and new information gained should be summarized. Consideration of the clinical
significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS

Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain areas as a means
of offering their perspective on one or more articles published in the Journal of Periodontology, or
on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

Letters may comment on articles published in the Journal of Periodontology and should offer
constructive criticism. If a letter comments on a published article, the author(s) will be provided 30
days to respond to the observations.

Letters to the Editor may also address any aspect of the profession, including education and
training, new modes of practice, and concepts of disease and its management.

Letters should be brief (<1,000 words), focused on one or a few specific points or concerns, and
can be signed by no more than five individuals.

Citations should be handled as standard references.

GENERAL FORMAT

Manuscripts must be submitted in Microsoft Word. Margins should be at least 1" on both
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