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RESUMO

A periodontite trata-se de uma doenca inflamatdria, de origem predominantemente
bacteriana, que acomete os tecidos periodontais de protecdo e fixacdo e influencia em
alteracdes sistémicas, dentre elas, alteracdes hepaticas. Alguns fatores, como a migracao
de bactérias e seus subprodutos, a resposta imunoldgica e o estresse oxidativo, com a
consequente peroxidacao lipidica, podem estar relacionados a influéncia da periodontite
sobre outros sitios do corpo. No figado, uma das alteracbes mais relacionadas a
periodontite € a esteatose, definida como o acUimulo de lipidios no citoplasma dos
hepatocitos. A esteatose, por sua vez, também esta relacionada a ingestdo de alimentos
ricos em gordura e acUcares (hipercalorica). O objetivo deste estudo foi avaliar a
extensdo e a severidade da esteatose hepética induzida por periodontite de acordo com a
ingestdo de dieta hipercaldrica. Foram utilizadas 21 ratas divididas em trés grupos, com
sete animais cada: Controle; Periodontite (foi realizada apenas a indugdo da doenga
periodontal) e Hipercalorico + Periodontite (recebeu dieta hipercaldrica e indugédo da
doenca periodontal). As ratas foram submetidas a andlise dos seguintes parametros
periodontais: Indice de sangramento gengival, medida de profundidade de sondagem,
mobilidade dentéria e altura dssea alveolar. No tecido hepéatico foram dosados 0s niveis
de malondialdeido, glutationa e a atividade de mieloperoxidase. As amostras de figado
também foram sujeitas a avaliacdo histopatoldgica. Por fim, foram dosados os niveis
séricos de colesterol total, colesterol HDL, glicose, 4&cido drico, alanina
aminotransferase e aspartato aminotransferase. Os resultados dos parametros clinicos da
doenca periodontal demonstraram que o modelo de inducdo da doenca foi eficaz. A
avaliacdo histopatoldgica dos grupos com periodontite demonstrou a presenca de
esteatose hepatica, diferentemente do observado no controle. Entretanto, o grupo
HipercalGrico + Periodontite apresentou aumento no escore de esteatose com diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos grupos Periodontite e Controle. Os niveis
de malondialdeido, &cido drico e alanina aminotransferase mostraram-se
significativamente maiores no grupo Hipercalorico + Periodontite quando comparados
aos demais grupos, enquanto glutationa e colesterol HDL mostraram-se diminuidos. Em
conclusdo, nossos resultados demonstraram que a dieta hipercalérica agrava a esteatose
hepética induzida pela periodontite.

Palavras-chave: figado gorduroso, inflamacéo, doencas periodontais, dieta.



ABSTRACT

Periodontitis is an inflammatory disease, of predominantly bacterial origin, that affects
the periodontal tissues of protection and fixation and influences in systemic alterations,
among them, hepatic alterations. Some factors, such as the migration of bacteria and
their byproducts, the immune response and oxidative stress, with consequent lipid
peroxidation, may be related to the influence of periodontitis on other sites in the body.
In the liver, one of the changes most related to periodontitis is steatosis, defined as the
accumulation of lipids in the hepatocyte cytoplasm. Steatosis, in turn, is also related to
the intake of foods rich in fat and sugars (high-fat). The objective of this study was to
evaluate the extent and severity of periodontitis-induced hepatic steatosis according to
the intake of a high-fat diet. Twenty-one rats were divided into three groups, with seven
animals each: Control; Periodontitis (only induction of periodontal disease) and High-
fat + periodontitis (received high-fat diet and induction of periodontal disease). The rats
were submitted to analysis of the following periodontal parameters: gingival bleeding
index, depth of probing, dental mobility and alveolar bone height. In the hepatic tissue,
the levels of malondialdehyde, glutathione and myeloperoxidase activity were
measured. Liver samples were also subjected to histopathological evaluation. Finally,
serum levels of total cholesterol, HDL cholesterol, glucose, uric acid, alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase were measured. The results of the
clinical parameters of periodontal disease demonstrated that the disease induction model
was effective. The histopathological evaluation of the groups with periodontitis
demonstrated the presence of hepatic steatosis, differently from that observed in the
control. However, the High-fat + Periodontitis group had an increase in the steatosis
score with a statistically significant difference in relation to the Periodontitis and
Control groups. The levels of malondialdehyde, uric acid and alanine aminotransferase
were significantly higher in the High-fat + Periodontitis group when compared to the
other groups, whereas glutathione and HDL cholesterol levels were decreased. In
conclusion, our results demonstrated that the high-fat diet aggravates hepatic steatosis
induced by periodontitis.

Keywords: fatty liver, inflammation, periodontal diseases, diet.
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1. INTRODUCAO

A periodontite, marcada pela inflamacdo gengival e subsequente destruicdo
tecidual e reabsorcdo 6ssea € uma das doencas inflamatorias crénicas mais prevalentes
no mundo (30-50% da populacdo mundial), sendo que 10% da popula¢do mundial é
acometida por sua forma severa (IRIE et al., 2017). Fatores bioldgicos e estilo de vida,
incluindo tabagismo, etilismo e estresse, sdo considerados como predisponentes para o
desenvolvimento da doenca. Entretanto, o desenvolvimento do processo inflamatorio
depende da interagdo entre bactérias no sitio de infeccdo e seus subprodutos
(lipopolissacarideos e proteinases), 0s quais sdo responsaveis pela progressdo dessa
forma de doenca periodontal (OLIVEIRA et al., 2016; HAN et al., 2016). E notéria a
complexidade da patologia, que provou estar relacionada a outras doencas sistémicas,
como a doenca arterial coronariana (SHINGAL; RAI, 2017), o acidente vascular
cerebral (HAN et al., 2016) e diabetes mellitus tipo 2 (PERSSON, 2017).

Recentemente, vem sendo estudada a relacdo entre a doenca periodontal e as
diversas formas de doencas hepaticas, como esteatose, esteatohepatite e fibrose (HAN et
al., 2016). Segundo estudos de Vasconcelos et al. (2017), os efeitos sistémicos da
periodontite induzida estdo relacionados a alteracdes nos tecidos hepaticos, como a
esteatose microvesicular, provavelmente causada por um aumento do estresse oxidativo
e da peroxidacdo lipidica. Os achados desse estudo implicaram uma associacao entre a
diminuicdo dos pericitos e a doenca hepética causada pela periodontite induzida por
ligaduras em ratos. Um estudo coorte realizado na Pomerénia também sugeriu a
periodontite como um fator de risco para o desenvolvimento da esteatose hepatica
(AKINKUGBE et al., 2017). Esta ultima, também conhecida como doenca hepética
gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA), trata-se do acumulo de lipidios nos hepatécitos, em
pelo menos 5% do total de células do tecido hepatico.

Atualmente, 20-30% da populagéo adulta mundial apresenta excesso de gordura
hepética, aumentando para 57-74% em individuos obesos (MILIC; STIMAC, 2012). A
doenca se inicia com esteatose hepatica e pode, eventualmente, progredir para esteato-
hepatite ndo-alcodlica (HAN et al., 2016). A DHGNA é um problema entre pacientes
obesos adultos e jovensque se caracteriza como uma sindrome de etiologia
multifatorial, na qual a obesidade é o fator associado mais comum (SHOELSON et al.,

2007). Além disso, apresenta amplo espectro de alteragdes histologicas hepaticas.
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Inicialmente se observa infiltracdo hepéatica de gordura (esteatose), podendo evoluir
para atividade inflamatoria e necrose, com ou sem fibrose perissinusoidal (esteato-
hepatite), fibrose avancada e cirrose (PAPANDREOQOU et al., 2007; PALEKAR et al.,
2006; DUARTE et al., 2011) . O diagnostico precoce da esteatose hepatica é de suma
importancia pelo fato de que 28% dos pacientes que evoluem para esteato-hepatite
podem chegar a cirrose e ao carcinoma hepatico com alto risco de necessitar de
transplante hepatico (DUARTE et al., 2011).

A esteatose hepatica esta intrinsicamente relacionada a dieta rica em gordura e
acucares. O consumo de dietas com alto teor calérico ou alto teor de gordura esta
associado também a uma vida sedentaria, aumentando o risco de desenvolver doencas
associadas a disturbios metabolicos, como obesidade e sindrome metabolica (SM)
(AUBERVAL et al., 2014). A SM é um conjunto de condicdes relacionadas a
deficiéncia no metabolismo de certos alimentos e vem se tornando um problema de
salde publica. Dentre os fatores associados a SM, pode-se citar: tolerancia a glicose
prejudicada ou resisténcia a insulina, alteracdo da pressdo arterial, dislipidemia,
alteracdes cardiovasculares e obesidade central (CHEZZI et al, 2012).

A triade obesidade, SM e DHGNA esta relacionada ao estilo de vida ocidental,
com dieta composta essencialmente por alimentos processados e bebidas doces
(LONGATO, 2013). Sabe-se que a ingestdo total de calorias altas estd associada a
esteatose, e varios estudos tém sido focados no papel de nutrientes especificos, como
gorduras saturadas e carboidratos, no desenvolvimento e transicdo da doenca
(TOSHIMITSU et al., 2007; TETRI et al., 2008).

Considerando que a periodontite provoca a esteatose hepatica e modelo animal, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da dieta na potencializacdo desta
patologia em ratos com periodontite induzida, tendo em vista a caréncia de estudos
demonstrando essa associacdo e o problema de salude publica que configuram ambas a
periodontite e a DHGNA.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Tecidos Periodontais

O periodonto consiste em uma estrutura de tecidos de recobrimento e suporte do
dente: gengiva, ligamento periodontal, cemento e osso alveolar. Esta dividido em duas
partes: a gengiva, que constitui o periodonto de protecéo, e o periodonto de sustentacéo
ou fixacdo, composto por ligamento, periodontal, cemento e osso alveolar (NEWMAN
et al., 2007). Cada um desses componentes apresenta composic¢éo, localizacdo e fungédo
diferentes, entretanto atuam consoantes, formando os tecidos de revestimento e
sustentacdo dos dentes. Os constituintes do periodonto fornecem base para a fixacéo e
ancoragem, permitindo movimentos minimos do dente durante a mastigacdo. Todo este
sistema funcional proporciona uma correta articulacdo entre dente e osso alveolar,

conferindo resisténcia no desempenho da sua fungdo (GOUVEIA, 2009).
Figura 1. Imagem ilustrativa das estruturas periodontais e a periodontite. Do lado
esquerdo, observa-se o dente saudavel, enquanto do lado direito, um dente com doenca

periodontal instalada.
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Fonte: autoria propria com o auxilio do software Corel Draw.
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2.1.1 Gengiva

Em um adulto, a gengiva normal (Figura 1) recobre o osso alveolar e a raiz do
dente em um nivel coronal a juncdo amelocementéria (JAC — juncéo entre o esmalte e 0
cemento) (WANG et al., 2005). E classificada como tecido epitelial de revestimento
estratificado pavimentoso ndo queratinizado. A gengiva possui uma lamina propria
constituida de tecido conjuntivo predominantemente composto por colégeno,
proteoglicanas e fibronectina (BARTOLD; NARAYANAN, 2006). E dividida
anatomicamente em trés porcdes: marginal, inserida e interdental, cada uma com sua
respectiva estrutura, contudo realizando a mesma funcdo: protecdo contra danos
mecanicos e microbianos (ANAIMO; TALARI, 1976; GARIB et al., 2010).

A gengiva marginal, ou livre ou ndo inserida, € a por¢do terminal ou borda da
gengiva que circunda o dente, de maneira similar a um colarinho. Usualmente mede
cerca de 1mm de espessura, formando assim a parede de tecido mole do sulco gengival
e pode ser destacada da superficie do dente por uma sonda periodontal (WANG et al.,
2005). O sulco gengival é o espaco ao redor do dente, limitado de um lado pela
superficie dentéaria e, do outro, pelo recobrimento epitelial da gengiva marginal. A
mensuracdo da profundidade dessa regido anatdmica é um parametro clinico importante
para avaliar a gravidade da doenca periodontal. Sob condi¢6es normais, a medida dessa
regido é proxima a zero milimetros (BALBINO et al., 2015).

A gengiva inserida é continua com a gengiva marginal. E firme, resiliente e
firmemente aderida ao peridsteo subjacente. A porcdo vestibular da gengiva inserida se
estende até a mucosa oral, encontrando-se com ela e formando a jun¢do mucogengival.
Enquanto isso, a gengiva interdental ocupa a area interdental, correspondendo ao
contorno da gengiva entre um dente e outro (DE OLIVEIRA, 2001).

2.1.2 Ligamento Periodontal

O ligamento periodontal (Figura 1) é composto por um tecido conjuntivo
ricamente vascularizado e celular que circunda a raiz do dente e a liga a parede interna
do osso alveolar. Sua espessura média é 0,2mm, podendo variar (MCCULLOCH et al.,
2000). Os elementos mais importantes do ligamento periodontal s&o as fibras principais,
de natureza colagena, as quais se dispoem em feixes e seguem um curso ondulado
quando vistas em cortes longitudinais. As porgdes terminais das fibras que se inserem

no cemento e no 0sso sdo chamadas de fibras de Sharpey (WANG et al., 2005).
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As células mais abundantes no ligamento periodontal s&o os fibroblastos, pois o
ligamento periodontal é um tipo de tecido conjuntivo em que ocorre rapida renovacao
(turnover) e remodelacdo dos constituintes da matriz. Outros tipos celulares também
estdo presentes, sendo estes: células indiferenciadas, restos epiteliais de Malassez e as
células que margeiam os dois tecidos adjacentes (osteoblastos, cementoblastos e
odontoclastos). Além destas, outras células do tecido conjuntivo em geral estdo
presentes, bem como os elemntos do sistema imune (DE LACUEVA FRANCA, 2013).

Dentre as principais funcdes do ligamento periodontal, podem-se destacar:
funcdes fisicas (suporte e recepcdo de forcas oclusais), formadora, nutritiva e sensorial
(WANG et al., 2005).

2.1.3 Cemento

O cemento (Figura 1) é um tecido mesenquimal calcificado e avascular que forma
a camada mais externa da raiz anatdmica, dividindo-se em dos tipos principais: acelular
(primario) e celular (secundario) (WANG et al., 2005). O cemento acelular é o primeiro
a ser formado, antes de o dente alcancar o plano oclusal, e recobre o terco cervical, ou
aproximadamente metade da raiz; ele ndo contém células (SIMPSON, 1965). J4 o
cemento celular, formado apds o dente atingir o plano oclusal, é mais irregular e contém
células (cementdcitos) em lacunas que se comunicam entre si através de um sistema de
canaliculos. O cemento celular € menos calcificado que o acelular (ISHIKAWA et al.,
1964).

Em sua composicdo, estdo também presentes células denominadas
cementoblastos, que recobrem as raizes dos dentes. Essas células protegem as raizes
dentais das constantes reabsor¢Ges que ocorrem no 0sso. Esta protecdo deriva da
auséncia de receptores na membrana dos cementoblastos para os mediadores que s&o
responsaveis pela intensa remodelacdo Gssea. Deste modo, para que as reabsor¢es
dentarias ocorram, os cementoblastos devem ser removidos da superficie radicular
(CONSOLARO et al., 2008).

2.1.4 Processo alveolar
O processo alveolar (Figura 1) é a porcao da maxila e mandibula que forma e
suporta os alvéolos dentarios. E um osso funcional que se forma & medida que o dente

erupciona a fim de fornecer inser¢do Ossea para o ligamento periodontal, ocorrendo
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reabsorcdo Ossea caso haja a perda de estruturas dentarias (WOLF; RATEISCHAK-
PLUSS; RAITEITSCHAK, 2006).

O processo alveolar consiste nas seguintes regifes anatdbmicas: uma porgédo
externa de osso cortical, lamina dura (parede interna do alveolo, constituida por 0sso
fino e compacto) e trabéculas medulares (residente entre as camadas anteriores e
composta por 0sso esponjoso) (WANG et al., 2005).

Biologicamente, o osso alveolar é semelhante ao tecido 0sseo do restante do
corpo, sendo composto também por colagenos tipos I, 111 e XII associados a cristais de
hidroxiapatita, proteoglicanas e acido glicosidlico (SODEK; MCKEE, 2000). O 0sso
alveolar sofre influéncia do horménio paratorménio (VASCONCELOS et al., 2014) no
entanto, diferentemente do restante do corpo possui uma rapida remodelacdo associada
a erupcdo dental e subsequentemente as demandas funcionais da mastigacdo (ZORRO,
2014).

2.2 Doenca Periodontal

2.2.1 Gengivite

A gengivite é uma das doencgas mais prevalentes que afetam a populagdo mundial,
sendo caracterizada por uma inflamacéo superficial decorrente do acimulo de bactérias
na regido do sulco gengival, caracterizada pela presenca de eritema, edema,
sangramento, sensibilidade e aumento do exsudato gengival, entretanto sem perda de
insercdo conjuntiva e dssea (ANTONINI et al., 2013; MONTERO et al., 2017). Apesar
de apresentar alteracdes clinicas, o epitélio juncional se mantém intacto junto ao dente,
sem perda do tecido conjuntivo de insercdo. E reversivel caso seus agentes etiol6gicos
sejam removidos e controlados (ALMEIDA et al., 2006).

2.2.2 Periodontite
A doenca periodontal (DP) é caracterizada por proliferacdo do epitélio juncional
abaixo da juncdo cementoesmalte, com formagéo de bolsa periodontal, além de continua
destruicdo do colageno, ativacdo de fibroblastos e fagocitos, acumulo de células
polimorfonucleares e mononucleares, predominantemente linfoplasmocitarias, e
reabsorcéo 0ssea alveolar (LIMA; LARA, 2013).
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O agente etioldgico primario da periodontite € o biofilme microbiano, composto
principalmente por bactérias colonizadoras da superficie dentaria. A constante
modificacdo do microambiente local possibilita o desenvolvimento de uma placa
bacteriana subgengival, caracterizada por uma microbiota principalmente gram-negativa
anaerébia e de espiroquetas, que constituem as principais bactérias
periodontopatogénicas, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (antigamente
referido como Actinobacillus actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum. O desenvolvimento de uma
microbiota periodontopatogénica e a continuidade do acimulo de placa bacteriana
resultam em uma grande quantidade de produtos microbianos. Esta intensa carga
antigénica no sulco gengival, por sua vez, ocasiona aumento na intensidade da resposta
imunoldgica do hospedeiro (LIMA; LARA, 2013).

Fatores bioldgicos e estilo de vida, incluindo tabagismo, etilismo e estresse, sdo
considerados como predisponentes para o desenvolvimento da doenca. Entretanto, o
desenvolvimento do processo inflamatdrio depende da interacdo entre bactérias no sitio
de infeccdo e seus subprodutos (lipopolissacarideos e proteinases), 0s quais Sdo
responsaveis pela progressdo da periodontite (OLIVEIRA et al., 2016; HAN et al.,
2016).

Como forma de tratamento, a raspagem e alisamento radicular (terapia periodontal
convencional) sdo suficientes para prevenir o0 avanco da doencga, mas, em alguns casos,
ha a necessidade de recontorno 0Osseo para devolver a anatomia da regido. Os
autoenxertos 0sseos, aloenxertos e membranas também sdo utilizados para a
regeneracdo tecidual na area afetada, em casos mais severos (SOHEILIFAR et al.,
2016).

2.3 Relacdo entre a periodontite e doencas sistémicas

Inimeros sdo os estudos que buscam elucidar a relacdo entre a doenca periodontal
e doencas sistémicas, resultando no desenvolvimento de um novo ramo de periodontia
denominado "medicina periodontal” (HAN et al., 2016). A doenca sistémica mais citada
na literatura quanto a associagdo com a periodontite é a diabetes mellitus. Juntamente
com outras cinco complicacbes (doenga cardiovascular cardio-cerebrovascular,
nefropatia diabética, doenca ocular diabética, neuropatia diabética e disfuncdo sexual
diabética), a doenca periodontal foi rotulada como a sexta complicacdo do diabetes
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(HAN et al., 2016). Na verdade, ndo € sé a prevaléncia da periodontite que esta
aumentada em individuos diabéticos, também a sua progressdo e severidade é mais
rapida e agressiva (ALMEIDA et al., 2006).

As doencas cardiovasculares e cerebrovasculares sdo outras patologias
relacionadas a periodontite, sendo que fator comum para ambas é a aterosclerose, que
consiste numa doenga vascular progressiva caracterizada por um espessamento da
camada sub-intima de artérias musculares de meédio calibre e grandes artérias elasticas,
formando placas de ateromas. A teoria de que a aterosclerose passa por um pProcesso
inflamatorio acentuou o interesse no papel que alguns agentes infecciosos possam
participar no inicio ou mesmo na modelacdo da aterogénese (ACCARINI; GODOY,
2006).

Dentre 0s principais patdégenos envolvidos, destacam-se a Chlamydea
pneumoniae, o Citomegalovirus e o Helicobacter pylori. Nesta perspectiva, surgiu a
hipotese da periodontite, como doenca infecciosa, ter um papel na formacdo de
ateromas. De fato, varios agentes patdgenos periodontais foram detectados em placas de
ateroma, nomeadamente Porphyromonas gengivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythensis e o Agreggatibacter actinomycetemcomitans. Para além da detec¢do de
material genético de patogéneos periodontais, a periodontite tem sido associada a um
aumento dos niveis de marcadores pro-inflamatérios, reconhecidos indicadores de risco
para as doencas cardiovasculares, tais como a proteina C-reativa, a IL-6, o fibrinogénio
e contagem de leucdcitos (ALMEIDA et al., 2006).

E possivel também relatar a associacio da periodontite com a doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC) e a pneumonia infecciosa. Os dentes e o periodonto podem
servir de reservatorio para infeccdo respiratoria e a placa dentaria talvez seja a fonte
local importante de bactérias anaerdbicas, que causam pneumonia ou outros tipos de
infeccdo respiratéria (CANDEO et al., 2017; ALMEIDA et al., 2006). Varios
mecanismos foram propostos para explicar o mecanismo pelo qual as bactérias orais
participam da patogénese da infeccdo respiratoria, incluindo bactérias periodontais
inaladas oralmente, enzimas associadas a doenca periodontal e citocinas (MACEDO et
al., 2010). Um estudo conduzido por Terpenning e col. (2001) numa populacao idosa,
demonstrou um aumento do risco de pneumonia por aspiracdo quando a bactéria
Porphyromonas gingivalis, associada a DP, estava presente na placa bacteriana e saliva

dos pacientes. Uma higiene oral insuficiente e a periodontite parecem estar,
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estatisticamente, relacionadas com a DPOC, embora nenhum estudo tenha demonstrado

a influéncia da DP na fisiopatologia desta patologia respiratoria.

2.4 Tecido hepéatico
2.4.1 Caracteristicas macro e microscopicas

O figado é considerado o segundo maior 6rgao do corpo humano, sendo superado
apenas pela pele. Esta localizado na parte mais alta da cavidade abdominal,
imediatamente abaixo do diafragma. Apresenta um formato de prisma, com angulos
arredondados e coloracdo vermelho-escuro. E formado por trés superficies: superior ou
diafragmatica, inferior ou visceral e posterior (ALDABA-MURATO et al., 2012). Sua
anatomia é dividida em dois lobos principais (direito e esquerdo) e dois acessorios
(quadrado e caudado) (GHAFFARI; GHASSAM; PRAKASH, 2012). O ¢6rgdo é
dividido em setores e segmentos com suprimento sanguineo e biliar independente.
Trata-se do principal 6rgdo de metabolismo e excrecdo. A maior funcdo do figado é a
degradacdo de aminoacidos, carboidratos, lipidios e vitaminas, sua conversdo
metabolica e liberacdo para sangue e bile, a qual, por sua vez, desempenha um
importante papel na digestdo de lipidios. Além dessas funcbes, pode-se citar a
eliminacdo de farmacos e toxinas (ALOIA, 2006).

Um tecido fibroso divide o 6rgdo em unidades funcionais microscépicas,
chamadas I6bulos, os quais sdo compostos por hepatdcitos. Cada lébulo é nutrido pelo
sangue que entra pelas veias periféricas. Essas veias incluem pequenas ramificacdes das
artérias hepéticas e ramificagdes da veia porta. O sangue entra em canais chamados
sinusoides, onde se encontram todas as células do lébulo. Os capilares sinusoides
desembocam em uma veia localizada no centro do l6bulo chamada veia centrolobular, a
qual é o ramo inicial da veia hepatica. A veia centrolobular encontra-se no centro do
I6bulo, sua parede é muito delgada, sendo constituida praticamente apenas por endotélio
apoiado em fibras reticulares (VIEIRA, 2014). E importante também mencionar as
estruturas conhecidas como espacos-porta, presentes no limite de alguns lébulos
hepaticos, as quais sdo formadas por vénulas, arteriolas (ramos da veia porta e artéria
hepatica), um ducto biliar, vasos linfaticos e nervos. Esse espaco pode também ser
chamado de triade porta, tendo em vista que seus componentes principais sdo a vénula,
a arteriola e o ducto biliar (ALDABA-MURATO et al., 2012).
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Figura 2. Imagem histolégica do figado, evidenciando os hepatocitos (estrelas)
organizados em corddes, formando o I6bulo hepatico, os capilares sinuséides (CS), que
se relnem na veia central (VC). Aumento de 40x. Coloragdo: Hematoxilina-Eosina.

Fonte: autoria propria.

2.5 Metabolismo lipidico

Os lipidios encontrados no tecido hepatico apresentam diversas origens. As
possiveis fontes que, juntamente com a lipogénese, contribuem com o estoque de
lipidios no figado séo os acidos graxos vindos dos tecidos periféricos a partir da lipélise
e gorduras obtidas da dieta, que chegam ao 6rgdo na forma de quilomicrons. Nos
hepatdcitos, os lipidios podem contribuir com os ciclos exdgenos e enddgenos,
dependendo da rota que seguirem (EDER, 2009).

A via exdgena do metabolismo lipidico esta associada aos lipidios obtidos da dieta
absorvidos no intestino. Para atravessar o limen intestinal no plasma, os lipidios séo
emulsificados e hidrolisados dentro do limen. Essa emulsificagdo ocorre atraves de
acidos biliares produzidos nos hepatocitos que possuem propriedades anfifilicas,
permitindo a hidrolizagdo dos lipidios por enzimas lipases. Os enterdcitos absorvem os
lipidios e os re-sintetizam em particulas de quilomicrons. Estes fazem parte de um

grupo de macromoléculas conhecidas como lipoproteinas que sdo compostas por uma
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fracdo lipidica (triglicerideos, fosfolipideos, colesterol livre e esterificado) e outra
protéica, as apoproteinas (Apo) (BASSANI, 2011; BECHMANN et al., 2012).

Os quilomicrons sdo secretados no sistema linfatico e posteriormente penetram na
corrente sanguinea, sofrendo a acdo da enzima lipase lipoprotéica, presente na
superficie das células endoteliais. A lipase realiza a digestdo dos triglicerideos em
glicerol e &cidos graxos, 0s quais sdo armazenados nos adipdcitos. As moléculas
resultantes deste processo sdo os quilomicrons remanescentes (QR), que acessam a
corrente sanguinea e chegam ao figado, onde sdo endocitados e metabolizados em
colesterol e fragBes protéicas. A endocitose do QR ocorre atraves do reconhecimento da
apoproteina E. Ao fim do metabolismo exdgeno dos lipideos hd a formacdo de
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (BASSANI, 2011; BECHMANN et al.,
2012).

O metabolismo enddgeno dos lipidios tem inicio com a produgdo de VLDL nos
hepatocitos. A VLDL é uma lipoproteina formada a partir de &cidos graxos que podem
ser derivadas da circulacdo, da propria sintese hepatica e da hidrélise dos QR. E a
principal lipoproteina responsavel pelo transporte dos lipidios do figado aos tecidos
periféricos. A medida que os triglicerideos sdo retirados das VLDLs, estas recebem
colesterol estereficado das lipoproteinas de alta densidade (HDL) advindas dos tecidos
periféricos. Esse processo é efetuado pela proteina de transferéncia de colesterol
esterificado. Quando as VLDLs sofrem novamente a acdo da lipase lipoprotéica,
perdem 21% de triglicerideos, resultando assim na formacdo das lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL) e posteriormente como lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). Estas recebem colesterol esterificado presentes nas HDLs em troca de
triglicerideos, apresentando menor concentracdo de triglicerideo e maior teor de
colesterol esterificado. As LDLs séo a principal fonte de transporte e entrega do
colesterol e triglicerideos para os tecidos periféricos (MARTELLI, 2015; BASSANI,
2011; BECHMANN et al., 2012).

A sintese hepatica dos éacidos graxos (lipogénese de novo- conversdo de
carboidrato em lipideos) é realizada no citoplasma dos hepatdcitos para onde é
transportada a acetilcoenzima A (acetil-CoA) formada na mitocondria a partir do
piruvato. A membrana interna da mitocéndria é impermeavel a acetil-CoA, por isso seus
carbonos sdo transportados na forma de citrato. Todas as reag0es séo catalizadas pela

acido graxo sintetase em conjunto com acetil-CoA carboxilase e malonil-CoA. Os



29

acidos graxos resultantes das reagdes se combinam por esterificacdo com o glicerol para
formar triglicerideos armazenaveis (MUSSO; GAMBINO; CASSADER, 2009;
BECHMANN et al., 2012).

No figado também € sintetizada a maior porcentagem do colesterol endégeno na
forma de ésteres de colesterol, colesterol biliar ou acidos biliares. A partir de trés
moléculas de acetil-CoA é formado o hidroxi-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) através
da acdo das enzimas tidlase e a sintase do HMG-CoA, presentes no citoplasma. A
molécula de HMG-CoA é transformada em mevalonato, com seis carbonos, pela enzima
HMG-CoA redutase. Em seguida, a partir do mevalonato ocorre a formacgéo de unidades
isoprenoides (bases estruturais do esqueleto esteroide do colesterol) por perda de
diéxido de carbono. A combinacdo dessas bases estruturais dara origem ao colesterol
(RAMALHO, 2014).

2.6 Doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA)
2.6.1 Esteatose hepética (EH)

Como componente principal da DHGNA, temos a esteatose hepatica (EH), uma
das alteracdes hepatocelulares mais frequentes (RABELO, 2010). Trata-se de uma
condicdo que é caracterizada pelo acimulo de lipidios no citoplasma dos hepatécitos,
por vezes deslocando o nucleo dessa célula para a periferia (SOLER et al., 2008). O
acumulo de lipidios no tecido hepatico se da pelos seguintes meios: diminuicdo da
sintese e secrecdo de lipoproteinas, aumento da lipélise no tecido adiposo, aumento do
fluxo de acidos graxos livres (AGL) no hepatdcito, alteracdo da B-oxidacdo nas
mitocondrias dos hepatdcitos e aumento na lipogénese hepética. Dentre essas alteracdes,
a liberacdo de acido graxo livre no figado é responsavel por quase dois tercos do
acumulo de lipideos (KRAWCZYK; BONFRATE; PORTINCASA, 2010; TILG;
MOSCHEN, 2010; RODRIGUES, 2014).

A resisténcia a insulina (RI) é o principal fator predisponente para o acimulo de
lipidios no hepatocito. A ligacdo da insulina ao seu receptor celular estimula
translocacdo das vesiculas do transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana
celular, aumentando a entrada de glicose na célula. Na RI ocorre um bloqueio na
fosforilagdo do receptor, impedindo a entrada da glicose. Quando hé auséncia de glicose
como fonte de energia para a célula, ocorre 0 aumento da atividade lipolitica para

utilizacdo de lipidios como fonte alternativa de energia. A atividade lipolitica
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aumentada induz um maior fluxo de AGL no figado, que se acumulam no citoplasma.
A mudanca na fonte energética também estimula a sintese lipidica nos hepatdcitos.
(PINTO et al, 2012; RODRIGUES, 2013).

A beta-oxidacdo costuma ocorrer nas mitocondrias, mas devido ao excesso de
AGL esse processo fica sobrecarregado, ocorrendo a liberacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), que ativam vias alternativas, microssomal e peroxissomos, que
potencializam sua producdo. Com esse excesso de oxidantes, a capacidade antioxidante
da célula se excede, acarretando o estresse oxidativo, o qual induz a peroxidagédo
lipidica, que consiste na agressdao dos acidos graxos poli-insaturados (AGP) dos
fosfolipidios de membrana por EROs (FRANCA et al. 2013). O dano celular decorrente
do estresse oxidativo resulta na ativacdo da resposta inflamatéria (DOWMAN;
TOMLINSON; NEWSOME, 2009), como a liberacdo de citocinas, em especial o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), que, por sua vez, também induz a producdo de EROs
(FRANCA et al. 2013).

O acumulo de lipidios nos hepatdcitos pode ser observado histologicamente como
a presenca de vacuolos, que permitem a classificacdo morfoldgica da esteatose em
macrovesicular e microvesicular e, de acordo com a localizagdo no 6rgéo, pode ser focal
ou difusa. A variante macrovesicular ¢ a mais comum, marcada por hepatécitos
constituidos por um grande e unico vacuolo que desloca o nucleo para a periferia da
célula; apresenta associacdo com a elevada ingestdo de alcool, RI, obesidade e nutricdo
parenteral prolongada. A forma microvesicular é caracterizada pela presenca de
inimeros e pequenos Vvaclolos no citoplasma celular; ocorre principalmente na
gravidez, na intoxicacdo por tetraciclina e em algumas formas da hepatite fulminante
em criancas (MARTELLI, 2010; RODRIGUES, 2014).

Na maioria dos individuos, a esteatose é diagnosticada apoOs testes com
marcadores de lesdo hepética, como aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase (AST e ALT, respectivamente) e fosfatase alcalina; ultrassonografia
ou tomografia computadorizada, que indicam a presenca de um figado gorduroso;
biopsia hepética seguida de analise histoldgica, que, apesar do elevado custo e risco ao
paciente, € o metodo considerado padrdo ouro (SOLER et al., 2008; SEIXAS, 2010;
SOUSA, 2012).
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2.7 Relacdo entre a periodontite e a esteatose hepatica

Recentes pesquisas epidemioldgicas tem relacionado a periodontite e as doencas
hepéaticas. Um estudo coorte realizado na Pomerania em 2017 sugeriu a periodontite
como um fator de risco independente na etiologia da esteatose hepéatica (AKINKUGBE
et al.,, 2017). Outros estudos demonstram que, em pacientes acometidos pela
periodontite, os niveis séricos de AST, ALT e colinesterase estdo aumentados
(YAMAMOTO et al., 2010; GRONKJAR, 2015). No estudo de Tomofuji e col. (2007)
foi realizada a inducdo da periodontite atraves da aplicagdo de lipopolissacarideos
bacterianos (LPS) e proteases em ratos. A partir deste experimento foi observado que a
inflamacgdo periodontal e o estresse oxidativo resultante induziram a DHGNA. Além
disso, estudos, como o de Carvalho et al. (2017), demonstraram que, em modelos
murinos, a esteatose desenvolvida a partir da inducdo da doenca periodontal é reversivel
apos a remissao da doenca oral.

Durante o desenvolvimento da periodontite, as bolsas periodontais profundas
criam um ambiente subgengival de depositos de bactérias, que levam a ulceracdo do
tecido (TOMOFUJI et al., 2007). Essa lesdo permite o acesso dos periodontopatdgenos
e seus produtos aos vasos da regido com consequente disseminacdo para a circulagédo
sistémica. Na regido gengival de um paciente com periodontite, devido a congestdo
sanguinea, é observado um aumento e uma extensdo do nimero de vasos sanguineos,
este evento também pode facilitar o transporte do LPS para o sistema circulatério. Com
o0 transporte do LPS ocorre uma estimulacdo amplificada da resposta imune para locais
fora da regido inicialmente lesionada. Esse fato explica o papel do LPS na leséo
hepéatica observada em varios modelos animais (YAMAMOTO et al., 2010). Com a
grande liberacdo de citocinas na doenca periodontal, algumas delas, como o TNF- a,
induzem a fosforilacdo dos receptores de insulina, impedindo que ela se ligue aos seus
receptores (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Outro fator que explica a relacdo da esteatose com a periodontite € 0 estresse
oxidativo presente na periodontite. As EROs liberadas, além de participarem no
processo de recrutamento de citocinas, agridem os AGPs, dando inicio ao processo de
peroxidacdo lipidica nas células. Como subproduto desse processo, temos Varios
aldeidos, dentre eles o malondialdeido (MDA), que se forma apenas através da
peroxidacdo dos AGPs, as quais sdo oxidadas a fim de diminuir a resisténcia de suas
ligages carbono-hidrogénio (ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012).
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Outro tecido bastante afetado pelo estresse oxidativo é o tecido adiposo. Os
adipdcitos secretam elevada quantidade de TNF-a, IL-6, IL-8 e a proteina 1
quimiotaxica dos macrofagos em resposta a essa injuria. O proprio tecido adiposo é
responsavel pelo manejo da resposta corporal a insulina (MAGGIONI, 2014;
RODRIGUES 2014). A liberagdo de citocinas como resultado da acéo bacteriana e suas
endotoxinas e também através da estimulacdo dos adipdcitos acarreta a migracdo de
células inflamatdrias que participam da liberacdo de enzimas como a mieloperoxidase
(MPO). A MPO forma radicais livres e substancias oxidantes difusiveis com atividade
antimicrobiana devido a sua reagdo com o peroxido de hidrogénio, entretanto, devido a
elevada inflamacdo na periodontite, hd também uma intensa producdo de MPO,
ocasionando mais um dano oxidativo (FERREIRA et al., 2011). Esse intenso estresse
oxidativo, por sua vez, traz como consequéncia a diminuicdo de antioxidantes naturais,
como a glutationa (GSH) que possui sua maior concentracdo no tecido hepéatico em
comparagdo com outros tecidos. A diminui¢do de GSH contribui para a manutencédo e a
progressao da esteatose (CHEN et al., 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a extensdo e severidade da esteatose hepética causada pela periodontite
experimental com a ingestdo de uma dieta hipercaldrica em ratas.

3.2 Objetivos especificos

o Induzir a periodontite por meio da insercdo de uma ligadura nos
primeiros molares inferiores das ratas;

o Associar os danos periodontais as lesbes hepaticas;

. Avaliar a esteatose entre os animais com inducdo de periodontite
por ligadura por meio de parametros bioguimicos e histologicos;

. Avaliar os parametros clinico-inflamatdrios (indice de
Sangramento Gengival, Profundidade de Sondagem e Mobilidade) na
cavidade oral dos animais que receberam inducédo de periodontite;

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

. Determinar os niveis séricos dos marcadores bioquimicos de lesdo
hepatica nas amostras sanguineas dos animais;

o Classificar histologicamente em escores as amostras de figado

para avaliar a presenca e extensao de esteatose, inflamacéo e necrose.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo experimental do tipo descritivo-analitico, realizado nas
dependéncias do Laboratério de Analise e Processamento Histologico (LAPHIS) da

Universidade Federal do Piaui, campus de Parnaiba.

4.2 Aspectos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissédo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) sob o protocolo de n° 385/ 17 como parte de um projeto maior (aceitagcao

do comité em anexo).

4.3 Animais

Foram utilizadas 21 ratas da linhagem Wistar (espécie Rattus norvegicus),
pesando entre 195 + 1,9g. Os animais foram mantidos em ciclo de 12h de luz / 12h
escuriddo, sendo mantidos a uma temperatura de 23 + 2 °C, com livre acesso a gua e
alimentos. A eutanasia ocorreu de acordo com as recomendacBes da Resolugdo
Normativa n° 37, de 15 de fevereiro de 2018 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.4 Delineamento experimental

Foram criados trés grupos, contendo sete animais cada:

- Controle (néo recebeu dieta especial, nem houve inducédo de periodontite);

- Periodontite (foi realizada apenas a inducdo da periodontite);

- Hipercalorico + Periodontite (recebeu dieta hipercalérica e foi realizada a

inducdo da periodontite).

4.5 Dieta Hipercaldrica

A dieta hipercalérica utilizada se constituia em 80% de gordura vegetal® e 20% de
sacarose’ (RODRIGUES et al., 2018). Cada animal do grupo Hipercalérico +

' Bunge®, White Plains, Estados Unidos

> Unido®, Sao Paulo, SP, Brasil
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Periodontite recebeu 0,5ml dessa dieta diariamente, durante 20 dias, por meio do
processo de gavagem. Em estudo de Rodrigues et al. (2018), essa dieta demonstrou nao

causar o desenvolvimento de esteatose isoladamente.
4.6 Inducéo da doenca periodontal

Previamente a inducdo, os animais foram pesados, receberam anestesia geral via
intramuscular com 35 mg/kg de cetamina® e 15 mg/kg de xilazina®. A inducéo da
doenca ocorreu com a insercdo de um fio de nylon® 3-0 circundando os primeiros
molares inferiores das ratas (PESSOA et al., 2018).

Apbs 20 dias da inducdo da periodontite, ocorreu pesagem dos animais, avaliacao
clinica periodontal e coleta de sangue do plexo retro-orbital. Em seguida, os animais
foram eutanasiados por overdose de solucdo anestésica. Apds isso, foram coletados
gengiva, mandibulas e figado dos animais, pesagem e armazenagem para posteriores

analises biogquimicas e histologicas (PESSOA et al., 2018).

4.7 PARAMETROS CLINICOS AVALIADOS

4.7.1 Indice de sangramento gengival (1SG)

Foi realizada a observacdo dos primeiros molares inferiores de todos os grupos
por dez segundos e realizada classificagdo de acordo com Liu et al. (2012) em escores
de 0 a5 (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas utilizadas para a determinaco de cada escore do indice de

Sangramento Gengival.

Escore Inflamacdo  Alteracdode  Edema Ulcera Hemorragia

cor
0 Nao Nao Nao Nao Nao
1 Leve Néo Né&o Néo Né&o
2 Leve Sim Né&o Né&o Pontual (leve)
3 Moderada Sim Leve Néo Para fora do sulco

(moderada)

* Francotar-Virbac®, Roseira, SP, Brasil
*Rompum-Bayer®, Sao Paulo, SP, Brasil

> Shalon®, Goiania, GO, Brasil
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4 Severa Sim Grave Sim Para fora do sulco
(moderada)
5 Severa Sim Grave Sim Espontanea
(severa)

4.7.2 Medida de profundidade de sondagem (PS)

Foi utilizada uma sonda periodontal (ponta de 0,2 mm) para avaliacdo da
profundidade de sondagem. A sonda foi inserida em trés pontos para avaliacdo da
medida (mésio-vestibular, disto-vestibular e médio-vestibular), que foi registrada em
milimetros (LIU et al., 2012).

4.7.3 Mobilidade dentaria

Foi realizada a avaliacdo da mobilidade dentaria de acordo com os pardmetros
descritos por Xu et al (2006). A mobilidade dos primeiros molares inferiores direito e
esquerdo foi classificada da seguinte forma: 0 = auséncia de mobilidade, 1 = ligeira
mobilidade (sentido vestibulo-palatino), 2 = mobilidade moderada (vestibulo-palatino e
mésio-distal) e 3 = mobilidade severa (sentido meésio-distal, vestibulo-palatino e

vertical).

4.7.4 Medida de altura 6ssea alveolar (AOA)

Apdbs remocdo do tecido gengival da regido do colo do dente afetado com lamina
de bisturi n® 15C, as mandibulas foram divididas, submetidas a coloracdo com solucédo
de azul de metileno a 1% e fotografadas para analise da Altura Ossea Alveolar (AOA)
em sua face lingual por meio de visualizacdo em lupa de aumento de objetiva de 30x.
Trés examinadores devidamente calibrados e de forma cega executaram as medicdes.
De acordo com o estudo de Liu (2012), utilizou-se o software de analise de imagens
Image J (Image Processing and Analysis in Java)® com a determinagdo de quatro
medidas ao longo do dente, como se segue: AOA - 1, a distancia foi obtida pela
mensuracdo da altura da Juncdo Esmalte Cemento (JEC) até a Crista Ossea Alveolar
(COA) na porcao anterior (mesial) da raiz mesial do primeiro molar inferior; AOA — 2:
a distancia foi obtida pela mensuracéao da altura da JEC a COA, na porcdo média da face

lingual da raiz mesial do primeiro molar inferior; AOA - 3, a distancia foi obtida pela

® Media Cybernetics®, Maryland, United States
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mensuracdo da altura da JEC a COA, na porcdo média da face lingual da raiz
intermediaria do primeiro molar inferior; AOA — 4: a distancia foi obtida pela altura da
JEC a COA na porcdo média da face lingual da raiz distal do primeiro molar inferior.

Apdbs as medicdes a seguinte formula foi utilizada para a obtencdo do resultado
final: AOA = AOA -1 + AOA-2 + AOA -3/ + AOA-4 (PESSOA et al., 2018).

4.8 Avaliacéo histopatologica do figado

As amostras de figado coletadas foram armazenadas em formaldeido tamponado a
10%. O processamento histolégico das amostras seguiu 0s seguintes passos:
desidratacdo com solucBes crescentes de alcool etilico; diafanizacdo com solucdo de
xilol; inclusdo, impregnacdo por parafina; microtomia, cortes das amostras incluidas em
5 um de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. A observacao
das 1aminas ocorreu por meio de microscopia convencional’, seguida de capturacio das
imagens por campo (foram observados 16 campos por animal) das ldminas histoldgicas
para avaliar 0s seguintes parametros: a) esteatose, b) inflamacéo, c) necrose (TURLIN
et al., 2009). A esteatose foi avaliada semiquantitativamente, por meio da porcentagem
de células com esteatose seguindo uma escala de 5 graus: 0, ausente ou presente em
<5% de hepatocitos; +1, > 5% e <25%; +2,>25% e <50%; +3,>50 % e <75%; e +4,
> 75% (YOUNOSSI et al., 2005). A avaliagdo da inflamac¢do e da necrose seguiu a
seguinte classificacdo: 0: nenhuma; 1: <2 focos/campo; 2: 2-4 focos/campo; 3: >4
focos/campo (MAGGIONI, 2014).

4.9 Dosagens
4.9.1 Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A mensuracao da atividade da MPO consistiu no acumulo de neutréfilos no tecido
hepéatico proposto por Schierwagen et al. (1990). Resumidamente, 40 mg de tecido
foram macerados e homogeneizados em 50 mg/mL de tampdo de potéssio contendo
0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Centrifugou-se o
homogeneizado a 3.900 rpm durante seis minutos a 4 °C. A atividade de MPO foi
realizada apds a coleta do sobrenadante por meio da determinacdo da variacdo na

absorbancia em leitor de microplaca de ELISA no comprimento de onda de 450 nm,

"NOVA®, Piracicaba, SP, Brasil
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utilizando o dicloridrato de O-dionisidina em reacdo com perdxido de hidrogénio a 1%
(SCHIERWAGEN et al., 1990). A atividade da MPO foi mensurada em unidades/mg de
tecido. Uma unidade da atividade de MPO foi definida pela conversdo de 1 umol de
perdxido de hidrogénio em agua em 60 segundos a 24°C, de acordo com Chaves et al

(2013). Os resultados foram expressos em unidade de MPO/mg de tecido.

4.8.2 Niveis de Glutationa (GSH)

A concentracdo de GSH, peptideo com efeito protetor presente no figado, foi
determinada de acordo com Ma et al. (2017) que consiste na reacdo do grupo sulfidrila
com 5,5’-ditiobis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB — reagente de Ellman) com o tiol
livre, que resulta em um dissulfeto misto e &cido 2-nitro-5-tiobenzoico. O produto
resultante foi mensurado por meio de espectrofotometria (SILVA, 2009; ANDRADE,
2012). Foram pesados entre 50 a 100 mg das amostras de figado e, em seguida,
homogeneizadas em 5 mL de EDTA 0,02M gelado. Foram retirados 4,0 mL deste
homogeneizado, que foi misturado com 3,2 ml de &gua destilada e 0,8 mL de &acido
tricloroacético a 50%. As amostras foram agitadas e centrifugadas a 3000 rpm por 15
minutos. Do sobrenadante foi retirado 2,0 ml, neste foi acrescido 4mL de TRIS 0,4 M
(pH 8,9) e 0,1 ml de DTNB 0,01 M. Depois de agitar a preparacdo, a absorvancia foi
medida a 412 nm num espectrofotometro (SILVA, 2009; ANDRADE, 2012). Os dados
foram expostos como pg/g de tecido.

4.9.3 Niveis de Malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA em amostras de figado e de gengiva foram determinados de
acordo com o método descrito por Mihara e Uchiyama (1978). Este método tem como
principio a extracdo deste composto usando um solvente organico (n-butanol),
determinando-se a concentracdo de MDA que sera expressa como substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS).

As amostras de figado foram congeladas e estocadas imediatamente apds a coleta
e foram lavadas com soro fisioldgico gelado (4° C), para remover vestigios de sangue.
As amostras foram pesadas e homogeneizadas em cloreto de potéssio (KCI) gelado a
1,15%, o que resultou em uma solugdo acida com concentragdo de 10%. Uma aliquota
de 0,5 mL foi retirada de cada amostra e acrescida 1,0 ml da solugédo aquosa de acido
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tiobarbiturico (TBA) a 0,6% e 3,0 ml da solucdo de acido fosforico (HsPO,4, 1%). Logo
apos, a mistura foi colocada em banho fervente por 45 minutos, resfriada em banho de
gelo e, em seguida, adicionados 4,0 ml de N-butanol. Seguidos dois minutos de
agitacdo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 3.000rpm. Por meio de
espectrofotometria (comprimento de onda entre 520 nm e 535 nm), foi medida a
absorbancia da camada organica sobrenadante (fase butandlica). A concentracdo de
TBARS foi expressa em nmol/g de tecido.

A diferenca entre os valores obtidos de cada leitura, resultantes de cada
comprimento de onda foi utilizada para calcular a concentragédo de TBARS, usando a
regressao linear a partir de uma curva padrdo (SILVA, 2009; ANDRADE, 2012).

4.10 Dosagens bioquimicas do soro

As amostras de sangue retiradas do plexo retro-orbital foram armazenadas e
refrigeradas. Posteriormente foram centrifugadas para obtencdo de 100ul de soro. Em
seguida, foram realizadas as dosagens dos niveis dos marcadores de lesdo hepética
(AST e ALT), colesterol total, colesterol HDL, &cido urico e glicose, sendo realizadas
com a utilizacdo de Kits Labtest®, sequindo as instrucdes do fabricante, e analisadas por
espectrofotometria.

4.11 Analise estatistica

Os dados foram expressos na forma de média/moda + desvio padrdo e/ou
mediana/moda * intervalo quartilico. Para avaliacdo da distribuicdo e normalidade dos
dados foi utilizado o teste estatistico de Shapiro-Wilk. A diferenca entre os grupos foi
analisada por meio do teste de variancia (ANOVA) e do teste de Student-Newman-
Keuls, para os dados paramétricos, e do teste de Kruskal-Wallis para dados ndo
paramétricos, seguido pelo teste de Dunn para compara¢fes multiplas. As diferencgas
foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os testes foram realizados no

software GraphPad Prism 7.0°.

¢ Labtest®, Belo Horizonte, MG, Brasil

® GraphPad Software, Inc., Califérnia, EUA
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5. RESULTADOS

5.1 Parametros clinicos: Indice de Sangramento Gengival e Mobilidade
Dentaria.

A avaliacdo clinica demonstrou haver alteracBes nos grupos onde foi induzida a
periodontite, como: presenca de inflamacdo gengival, acimulo de placa, alteracdo da
coloragéo dos tecidos moles, sangramento e edema podendo ser observadas na Figura 3.
Além disso, os escores de ISG (Figura 4A) e a mobilidade dentaria (Figura 4B)
mostraram aumento estatisticamente significativo (p<0,05) em ambos grupos
periodontite e hipercalérico + periodontite em relacdo ao grupo controle, mas sem
diferenca entre si (p>0,05). Com base nos resultados de ISG, os grupos controle,
periodontite e hipercalérico + periodontite foram classificados nos scores 0, 4 e 3,
respectivamente; ja nos resultados de mobilidade dentéaria os resultados dos scores
foram 1,3 e 2, respectivamente.

A imagem 3A mostra o dente molar inferior do grupo controle com periodonto
saudavel. A imagem 3B mostra o dente molar inferior do grupo periodontite com a
presenca da ligadura associada a edema e placa bacteriana ao redor do primeiro molar
inferior. A imagem 3C mostra o dente molar inferior do grupo hipercalérico +
periodontite com a presenca de placa bacteriana, sangramento no sulco gengival e

alteracéo de cor.

Figura 3. Avaliagdo clinica do modelo de periodontite induzida por ligadura.
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Figura 4. Representacdo gréfica dos pardmetros clinicos. Os gréficos A e B
mostram, respectivamente, os valores de indice de Sangramento Gengival (ISG) e
Mobilidade, onde ambos 0s grupos experimentais mostram diferenca estatisticamente

significativa em relacdo ao grupo controle.
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5.2 Altura Ossea Alveolar (AOA) e Profundidade de Sondagem (PS)

Na figura 5, as imagens das mandibulas coradas com azul de metileno foram
utilizadas para fazer a medicdo da Altura Ossea Alveolar nos grupos Controle,
Periodontite e Hipercalorico + Periodontite (figuras 5A, 5B e 5C, respectivamente).
Pode-se observar a AOA (figura 5D) no grupo Controle (2,8 + 0,1), Periodontite (4,7
0,2) e Hipercal6rico + Periodontite (4,2 + 0,2). Na mesma figura, os resultados de PS
(figura 5E) no Controle (1,0 + 0,04), Periodontite (3,4 + 0,1) e Hipercalorico +
Periodontite (2,6 £ 0,2). Todos os resultados tiveram aumento significativo quando

comparados ao grupo Controle (p<0,05).
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Figura 5. Medidas de altura 6ssea alveolar e Profundidade de Sondagem. A, B e
C representam a diferenca morfométrica do osso alveolar. A: grupo controle, sem
alteracdo. B e C: grupos Periodontite e Hipercalorico + Periodontite apresentando perda
Ossea alveolar. A figura D demonstra a diferenca significativa da AOA dos grupos com
periodontite em comparagdo com o controle. A figura E representa o grafico de PS,
mostrando aumento para 0s grupos com periodontite em relagdo ao grupo controle. Nao

héa alterac@es significativas entre grupos com periodontite.
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*p <0.05 indica comparagéo ao grupo controle.

5.3 Avaliacéo Histopatoldgica

A Figura 6 representa a analise histologica em sua coloragdo com hematoxilina e
eosina (HE). Na figura 6A, observa-se o tecido hepatico do grupo controle, no qual os
hepatécitos apresentam conformacdo normal. O grupo Periodontite, representado na
figura 6B e o grupo Hipercal6rico + Periodontite (Figura 6C) apresentaram hepat6citos
com esteatose do tipo microvesicular e ndcleos periféricos, além da diminuicdo da
organizacdo em forma de cordBes. Conforme a tabela 2, a analise dos escores de
esteatose, inflamacdo e necrose dos tecidos hepaticos de ambos 0s grupos com
periodontite demonstrou indices elevados de esteatose em comparacdo ao grupo
controle [0 (0-1), 2 (1-3), 3 (1-3), grupos controle, periodontite e hipercalérico +
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periodontite, respectivamente; p < 0,05]. No entanto, em termos de inflamagéo e
necrose, nenhum dos grupos apresentou diferenca estatisticamente significante.

Figura 6. Aspectos histoldgicos do figado. A - Representa o tecido hepatico do
grupo controle sem alteracfes histoldgicas. Ao redor da veia central encontram-se
hepatécitos em conformacdo normal. B - Representa o tecido hepatico do grupo
periodontite demonstrando varios hepatdcitos com perda da conformacdo, apresentando
esteatose e congestdo sanguinea na veia central (VC). C - Tecido hepatico do grupo
hipercalorico + periodontite. Os hepatocitos exibem conformacdo em corddes alterada,
congestdo sanguinea (circulo) e presenca de esteatose. A propor¢do de hepatocitos
degenerados no grupo hipercalérico + periodontite apresentou-se superior ao observado
no grupo periodontite. Coloracdo: Hematoxilina-Eosina (HE). Aumento: 40x.
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Tabela 2. Avaliacdo histopatol6gica em escores do figado. Os valores
representados sdo a moda, os valores minimos e maximos.

Controle Periodontite Hipercalorico +

Negativo Periodontite

Escores de 0(0-1) 2(1-3)* 3(1-3)
Esteatose

Escores de 0(0-1) 1(0-1) 1(0-2)
Inflamacéo

Escores de 0(0-1) 1(0-1) 1(0-1)
Necrose

* p <0.05 indica comparagdo ao grupo controle e * p <0.05 indica comparac&o ao

grupo periodontite.

5.4 Niveis de MDA, GSH e MPO no figado

Como mostrado na figura 7A, a peroxidacéo lipidica representada pelos niveis de
MDA apresentou-se mais elevada no grupo hipercalérico + periodontite (261,6 *
22,8mmol/g), quando comparada aos grupos controle (121,3 = 14,9 mmol/g) e
periodontite (195,5 £ 6,4mmol/g), p <0,05

Na figura 7B, o grupo hipercaldrico + periodontite apresentou 0s menores niveis
de GSH (grupo controle apresentou 444,0 + 37,49 / g, periodontite 294,0 + 43,5ug / g
e hipercal6rico + periodontite 149,3 + 27,0pg / g, p <0,05) .

Na figura 7C, os niveis de MPO ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (grupo controle 3,2 £ 0,3 U / mg de tecido, periodontite 2,8

+ 0,4 U/ mg e hipercalérico + periodontite 2,1 + 0,4 U / mg, p> 0,05).
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Figura 7. Dosagens bioquimicas do figado. A — Os niveis de MDA apresentaram-
se aumentados no grupo Hipercalorico + Periodontite em relacdo aos demais grupos. B
— Os niveis de GSH apresentaram-se estatisticamente diminuidos no grupo
Hipercaldrico + Periodontite quando comparado aos outros grupos. C — Os dados de

MPO ndo mostraram diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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* p <0.05 indica comparagdo ao grupo controle e * p <0.05 indica comparacéo ao

grupo periodontite.

5.5 Parametros de peso e niveis sanguineos

O peso dos animais foi significativamente aumentado apenas no grupo
hipercalérico + periodontite (Tabela 3). Entretanto, o peso do figado ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 3).

Também na tabela 3, biomarcadores sanguineos podem ser observados. A glicose
ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos; o colesterol total
apresentou-se maior no grupo hipercalérico + periodontite quando comparado aos
demais; com o colesterol HDL aconteceu de maneira diferente, o grupo hipercalérico +
periodontite apresentou uma diminuig&o significativa em seus niveis; e 0 &cido urico foi

aumentado em seis vezes no grupo hipercaldrico + periodontite.



46

Um biomarcador hepatico, ALT (Tabela 3), apresentou significativamente maior

no grupo hipercaldrico + periodontite quando comparado ao controle; no entanto, a AST

ndo mostrou diferencas significativas entre 0s grupos.

Tabela 3. Pardmetros de peso e marcadores sanguineos.

Grupos Controle Periodontite
- Hipercaldrico

Parametros de
peso
Corpo(g) 207.1+34 208.9+3.9 2282+ 7.2
Figado
Absoluto (g) 71+0.2 74+0.2 6.9+0.3
Marcadores
sanguineos
Glicose 226.6 +14.8 2329+7.8 2115+ 15.9
Colesterol total 73.2+4.4 85.4 +4.7* 109.5 + 8.9°
Colesterol HDL 24.7+0.8 25.5+ 1.0 15.2 +2.8"
Acido Grico 0.8+0.2 0.8+0.1 48+1.7"
Alanina 32.6+2.6 470+ 4.6 54.5+5.8"
Aminotransferase
(ALT)
Aspartato 51.7+2.0 48.4+9.9 428+5.6

Aminotransferase

(AST)

* p <0.05 indica comparagdo ao grupo controle e © p <0.05 indica comparac&o ao

grupo periodontite.

Em resumo, esses resultados demonstram que a dieta hipercal6rica agrava

parametros como: MDA, GSH, escore de esteatose, peso dos ratos, colesterol total e

HDL, &cido Urico e ALT, quando comparado ao grupo periodontite, potencializando as

alteracdes causadas por periodontite.
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6. DISCUSSAO

Este estudo procurou associar a ingestdo de dietas ricas em gordura e agtcar com
0 agravamento da esteatose hepatica causada pela doenga periodontal, e, como
resultado, obteve-se um aumento significativo em termos histologicos da doenca. A
literatura ja vem relatando a associacdo entre a doenca periodontal e alteracfes
hepéticas, como, por exemplo, que pacientes portadores de esteatose hepatica
apresentam uma elevada presenca de periodontopatdgenos no periodonto em
comparacdo a individuos sem alteracbes hepaticas (FURUTA et al., 2010). Os
mecanismos dessa relacédo ainda estdo sendo desvendados, entretanto se sugere 0 acesso
dessas bactérias, citocinas e células inflamatorias a sitios distantes, como outros 6rgéos
e, dentre eles, o figado, através da circulacdo. No tecido hepatico, esses fatores causam
inflamacdo e potencializam o estresse oxidativo decorrente da prépria doenca
periodontal, causando a peroxidacao lipidica, a qual resulta em acimulo de gordura nos
hepatocitos (YONEDA et al., 2012).

Como observado por meio dos dados clinicos de ISG, PS, mobilidade dentaria e
AOA, o0 modelo de inducédo da periodontite permaneceu constante em ambos 0S grupos
(Figuras 4A, 4B, 5D e 5E). Os resultados desses parametros, sem diferencas
significativas entre os grupos com a doenca, conferem portanto a eficacia ao modelo de
indugéo de periodontite utilizado (RIVAS-TUMANYAN et al., 2013). A confirmagao
da instalacdo e desenvolvimento da doenca através dos parametros acima citado permite
a analise de suas repercussdes sistémicas.

Por sua vez, a bidpsia hepatica, por meio da avaliacdo histopatoldgica, ainda é o
padrdo ouro para o diagndstico de esteatose e avaliagdo de sua progressdo
(SCHWIMMER et al., 2005; HARWOOD, 2010). A avaliacdo histolégica matém-se
como o Unico meio preciso para avaliar o grau de esteatose, lesdes necroinflamatdrias,
lesBes de fibrose e esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA) e serve como principal meio
de distinguir a EHNA de uma esteatose “simples” ou esteatose com inflamacéo (DE
ANDRADE et al., 2018). Os resultados do presente estudo demonstraram agravamento
no grau histopatoldgico de esteatose quando a dieta rica em gorduras é associada a
periodontite (Tabela 2), havendo um aumento no nimero de hepatdcitos com conteido
lipidico em seu citoplasma, maior degeneracdo e desorganizacdo dos corddes de

hepatOcitos e aumento na congestdo sanguinea (Figura 6). No entanto, ndo foram
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observadas diferencas significantes em termos de inflamagéo e necrose entre 0s grupos
com periodontite (Tabela 2).

O estresse oxidativo ligado a esteatose causa alteracfes nos niveis de MDA e
GSH no tecido hepéatico (VASCONCELOS et al., 2017). Os valores de MDA foram
elevados nas amostras de figado dos grupos com periodontite em relacdo ao grupo
controle, entretanto a andlise entre os grupos com periodontite mostrou que o grupo
hipercalérico + periodontite teve um aumento estatisticamente significativo quando
comparado ao grupo que ndo recebeu a dieta (Figura 7A). Assim, a dieta rica em
gordura agrava o dano hepético devido a esteatose.

A GSH, encontrada principalmente nos hepatdcitos, € um antioxidante intracelular
que possui diversas funcGes, como a desintoxicacdo eletrofilica e a eliminacdo de
oxidantes (LU, 2013). O estresse oxidativo observado na periodontite aumenta o dano
hepético e diminui os niveis de GSH no figado (CARVALHO et al., 2017). Isso explica
0s baixos niveis de GSH no figado em ambos os grupos com periodontite. A
comparagdo entre os grupos periodontite e hipercaldrico + periodontite mostrou que a
associacdo da dieta rica em gordura diminui significativamente os niveis de GSH no
6rgdo (Figura 7B). Essa diferenca nos niveis de MDA e GSH observados no grupo com
periodontite + alto teor de gordura pode ser explicada pelo dano hepético potencializado
e aumento do grau de esteatose hepatica provocado pela dieta hipercaldrica.

Devido ao intenso processo inflamatério presente na esteatose, ha aumento da
atividade da MPO no tecido hepatico (RENSEN et al., 2009). A MPO é uma enzima
presente nos neutrofilos, comumente utilizada como marcador indireto de infiltracdo
neutrofilica nos processos inflamatorios. Em nosso estudo, apesar da identificacdo
relevante da inflamacdo nas amostras de figado, a atividade da MPO ndo apresentou
diferencas significativas entre os grupos estudados. A auséncia de diferencas entre os
grupos em relacdo a inflamacéo (Tabela 2) pode explicar a similaridade dos dados da
atividade da MPO no figado (Figura 7C). Outra hipétese dessa auséncia de diferenca €
gue a esteatose ndo esta relacionada apenas ao processo inflamatério, mas também ao
metabolismo lipidico. Além disso, a microbiota intestinal tem sido implicada como uma
causa emergente da esteatose, devido a sua influéncia nesse metabolismo especifico
(EVERARD et al., 2014; LAU et al, 2015).

O figado € essencial na homeostase lipidica (SUCIU et al, 2015; WU et al, 2018).
Com alteracOes hepaticas causadas pela periodontite, 0 metabolismo lipidico sofre
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alteragOes, resultando em aumento dos niveis de colesterol total. Em nosso estudo, as
concentracdes de colesterol total do grupo hipercalérico + periodontite foram elevadas
em comparacdo aos grupos controle e periodontite. Além disso, o colesterol HDL
também apresentou valores significativamente menores apenas no grupo hipercalorico +
periodontite, corroborando com outros estudos, nos quais a esteatose esteve
freqiientemente relacionada aos seus baixos niveis (PACIFICO et al, 2014; FADAEI et
al, 2018; WANG et al, 2018). O HDL é considerado um bom tipo de colesterol e ¢
diminuido considerando a dislipidemia presente nessa situacao (DEEB et al., 2018). Em
nosso estudo, a dieta hipercalérica associada a periodontite diminuiu os niveis de HDL,
quando comparada ao grupo com periodontite (Tabela 3).

O 4cido drico é o produto final de oxidacdo do catabolismo das purinas, que é
metabolizado no figado, tecido adiposo e musculo. Varios fatores, incluindo a dieta rica
em frutose e o uso de xenobidticos e &lcool, contribuem para a hiperuricemia,
componente da anormalidade metabolica e hemodindmica denominada sindrome
metabolica, caracterizada por obesidade abdominal, intoleréncia a glicose, resisténcia a
insulina, dislipidemia, hipertensdo e esteatose (LIMA et al, 2015). Considerando a
dislipidemia e a esteatose aumentadas em ratos com dieta hipercal6rica em nosso
estudo, os niveis de &cido Urico apresentaram-se significativamente maiores (Tabela 3),
assim como na literatura. Estes dados podem ser Gteis para prever o desenvolvimento de
esteatose por meio de dosagens sanguineas em pacientes com periodontite.

ALT e AST sdo marcadores de lesbes hepéaticas comumente necessarias no
diagnostico de esteatose (YAMAMOTO et al, 2010; YONEDA et al, 2012). Pacientes
com esteatose apresentam altos niveis desses marcadores no sangue. Neste estudo, 0s
niveis de ALT apresentados também aumentaram, o que significa que o dano hepatico
foi aumentado na presenca de dieta hipercalérica (Tabela 3).

A dieta hipercaldrica utilizada neste estudo demonstrou anteriormente que néo foi
suficiente para causar graus elevados de escore de esteatose (RODRIGUES et al.,
2018), demonstrando que o aumento dos niveis nos diversos parametros avaliados foi
agravado pela sua associacdo com a periodontite. Sabe-se que a ingestdo total de altas
calorias esta associada a esteatose, e varios estudos tém se concentrado no papel de
nutrientes especificos, como gorduras saturadas e carboidratos, no desenvolvimento e
transicdo da doenca (AUBERVAL et al., 2004; TOSHIMITSU et al., 2007; TETRI et

al., 2008). Como observado em nosso estudo, a associagdo de periodontite com a dieta
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rica em gordura e aglcar causou um aumento significativo no grau de esteatose hepatica
e outros parametros como MDA, GSH, escore de esteatose no figado, peso dos ratos,
total e Colesterol HDL, &cido urico e ALT no soro dos ratos.

Por fim, nosso estudo demonstrou que a associacdo entre a dieta hipercalorica e a
periodontite € negativa para a salde hepética, destacando a atencdo a clinica médica

especialmente aos pacientes com morbidades associadas.



51

7. CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nesse estudo, pode-se sugerir que a dieta rica em
gorduras e acucares (hipercaldrica) agravou a esteatose hepatica ocasionada pela doenca
periodontal em ratos, por meio dos seguintes dados:
- Inducgéo da periodontite por meio da insercdo de uma ligadura nos primeiros
molares inferiores das ratas;
- Observacdo do agravamento de parametros clinico-inflamatorios (indice de
Sangramento Gengival, Profundidade de Sondagem e Mobilidade) na cavidade
oral dos animais que receberam inducdo de periodontite;
- Os danos hepéticos observados histologicamente e classificados em escores
apresentaram-se maiores quando ocorreu a associacdo da dieta com a
periodontite.
- Aumento dos niveis de MDA (marcador de estresse oxidativo) na presenca da
dieta associada a periodontite, enquanto os niveis de GSH (antioxidante natural)
se mostraram diminuidos. Ambos marcadores bioquimicos.
- Aumento dos niveis séricos de marcadores de dano hepatico, como ALT,

colesterol total e &cido urico e diminuicéo do colesterol bom (HDL).
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