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“Slow down, you crazy child.

You’re so ambitious for a juvenile.

But then if you’re so smart.

Tell me why are you still so afraid?

Where’s the fire?

What's the hurry about?

You better cool it off before you burn it out.

You got so much to do and only so many hours in a day.”
(Vienna - Billy Joel)
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1. REFERENCIAL TEORICO

O consumo dos acgucares de adi¢ao (AA) é elevado entre a populag&o ocidental, com
ingestdo 15% mais alta entre individuos jovens e minorias étnicas (1). Devido seu alto
consumo, a OMS publicou diretrizes que incentivam a reduc¢ao da ingestao de alimentos e
bebidas agucaradas(2). Dentre os AA, tem-se o xarope de milho rico em frutose (HFCS)
que, devido sua palatabilidade e baixo custo na producéo, tem sido amplamente utilizado
industrialmente, promove uma estabilidade de cor e possui facil acesso, tornando-se um

componente dominante na dieta ocidental (3-5).

O HFCS é o principal adogante em bebidas agucaradas(6). Ele € composto por uma
combinagao de frutose e glicose, podendo existir em porcentagens, moléculas de frutose e
glicose livres (7,8). A ingestdo excessiva de frutose pode ser um dos principais
impulsionadores de muitas doencgas graves além de apresentar potencial oncogénico, seu
alto crescente deriva das bebidas ricas em AA, produtos de panificacdo, confeitaria e
alimentos ultra processados (9).

A dieta vem sendo associada, em modelos de experimentagdo animal (10,11), a
periodontite espontanea. Este modelo refere-se a periodontite ocorrida naturalmente, ou
seja, sem indugdo de doencga por intervengdo mecanica ou injecado de lipolissacarideos
(LPS) e/ou patdgenos periodontais especificos (12). O modelo também tem sido utilizado
para avaliar o impacto do consumo de alimentos/bebidas na inflamacéo local e sistémica e

em parametros clinicos relacionados a periodontite, como a perda éssea alveolar (13).

Analisando os dados globais, a periodontite foi considerada uma doenga crénica de
alta prevaléncia de 20% a 50% em todo mundo (14) e uma das principais causas de perdas
dentarias comprometendo, pois, a mastigacao, a estética, a autoconfianga e a qualidade de
vida (15), aumentando os custos com cuidados em saude publica (16,17).

A periodontite €, classicamente, caracterizada pela destruicdo progressiva dos
tecidos de sustentacdo do dente (18), devido, principalmente, a resposta imunoinflamatoria
do hospedeiro frente ao infiltrado bacteriano (19). O hospedeiro reage aos patdégenos
bacterianos liberando grupo de citocinas/quimiocinas pro inflamatorias e outros mediadores
inflamatorios(20). A doenga, e especialmente a resposta imunoinflamatoria do hospedeiro,
pode ser influenciada por fatores ambientais, sistémicos, metabolicos e genéticos (21). A
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inflamacgé&o é a resposta normal do tecido do hospedeiro a infecgdes e lesdes. No entanto,
a inflamagao n&o controlada e néo resolvida contribui para uma variedade de condicbes
humanas crénicas, como artrite, doengas cardiovasculares e periodontite (22).

Todos os estagios da periodontite geram um certo grau de inflamacéo. A inflamacao
periodontal também esta sendo associada a um padrao alimentar rico em carboidratos e
pobre em nutrientes (24) . Ja foi possivel induzir a periodontite espontédnea com frequéncia
alimentar de sacarose por um periodo de trés meses, observando-se lesdes teciduais e
reabsorcao dssea alveolar em modelo animal, o que se faz relevar a importancia de estudos

que englobem a tematica (25).

Estudos em camundongos que consumiram HFCS a 30% durante 3 semanas foi
possivel inferir que o AA inibe a osteogénese, promove a reabsor¢cado 0ssea e danifica o
osso trabecular (26). Outro estudo mostrou o consumo excessivo de HFCS e consumo de
probiéticos teve a tendencia de melhora na inflamacgao sistémica e local devido a mudancga
alimentar, relevando que padrdes alimentares estao associados a periodontite espontanea,

para limitar e atenuar a progresséo da doenga (27).

O conhecimento dos efeitos dos AA e sua relacdo com os mecanismos de agao dos
mediadores inflamatorios pode nos fornecer uma nova perspectiva sobre a patogénese da
periodontite espontanea, visto que esta € uma doenca de componente inflamatério e de
metabolismo ésseo (28). Tem-se que a exposigao prologada ao agucar fora suficiente para
a indugdo da periodontite espontdnea em modelo animal (25), bem como suas
problematicas associadas a esse consumo, como alteragdes sistémicas (29,30), e local,
como a promogéao de inflamac&o gengival (27). As pesquisas na literatura abordando os
efeitos do consumo crénico de HFCS sobre a patogénese da periodontite permanecem
escassas. Portanto, os achados desse estudo contribuem para elucidar desfechos da
ingestao excessiva de um agucar de primeira escolha na produgéo de alimentos e bebidas

industrializadas sobre o periodonto.
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Objetivo: Avaliar o impacto do consumo do xarope de milho rico em frutose (HFCS) sobre
a concentracdo de proteinas totais e citocinas pré-inflamatérias no tecido gengival de ratos
com periodontite espontanea. Metodologia: Foram utilizados ratos Wistar machos (n=8
animais/ grupo), durante 12 semanas; 1) Grupo controle: receberam ragdo balanceada e
agua filtrada; 2) Grupo HFCS: receberam ragédo balanceada e HFCS 20% (12 horas
diarias). Durante o dia, o grupo HFCS foi exposto a agua filtrada, enquanto que a exposi¢cao
ao HFCS ocorreu no turno da noite. Os tecidos gengivais em torno dos molares inferiores
foram coletados e congelados a -80 °C. A concentragao de proteinas totais foi avaliada
utilizando-se o ensaio de Bradford. A concentragao de IL-13 e TNF-a foram avaliadas por
ensaio multiplex em aparelho MAGPIX®. Para as analises dos dados obtidos, utilizou-se o
teste t de student e teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn, adotando-se um nivel de
significancia de 5%. Resultados: N&do houve diferenca significativa no ganho de peso entre
os grupos (P>0,05). Os animais do grupo HFCS tiveram menor consumo de agua e de
racdo comparados ao grupo controle (P<0,05). O grupo HFCS apresentou maiores
concentragbes de proteinas totais no tecido gengival em comparagao ao grupo controle
(P<0,05). As concentragdes de TNF-o foram maiores no tecido gengival dos animais do
grupo HFCS (P<0,05), sem diferenga significativa entre os grupos para as concentragdes
de IL-1B (P>0,05). Conclusédo: O consumo cronico de HFCS aumentou as concentragdes
de proteinas totais e de TNF-a no tecido gengival de ratos com periodontite espontanea,

indicando um maior estado hiperinflamatorio local nos animais do grupo HFCS.

Palavras-chave: Doencgas periodontais. Xarope de milho rico em frutose. Inflamacéo.

Citocinas.

ABSTRACT
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Objective: To evaluate the impact of high fructose corn syrup (HFCS) consumption on the
concentration of total proteins and pro-inflammatory cytokines in the gingival tissue of rats
with spontaneous periodontitis. Methodology: Male Wistar rats (n=8 animals/group) were
used for 12 weeks; 1) Control group: received balanced diet and filtered water; 2) HFCS
group: received balanced feed and 20% HFCS (12 hours daily). During the day, the HFCS
group was exposed to filtered water, while exposure to HFCS occurred during the night shift.
Gingival tissues around lower molars were collected and frozen at -80 °C. Total protein
concentration was evaluated using the Bradford assay. The concentration of IL-13 and TNF-
were evaluated by multiplex assay in a MAGPIX® device. For the analysis of the data
obtained, the Student's t test and the Kruskal-Wallis test with Dunn's test were used,
adopting a significance level of 5%. Results: There was no significant difference in weight
gain between groups (P>0.05). Animals in the HFCS group had lower water and feed intake
compared to the control group (P<0.05). The HFCS group had higher total protein
concentrations in the gingival tissue compared to the control group (P<0.05). TNF-a
concentrations were higher in the gingival tissue of animals in the HFCS group (P<0.05),
with no significant difference between groups for IL-1B8 concentrations (P>0.05).
Conclusion: Chronic consumption of HFCS increased total protein and TNF-a
concentrations in the gingival tissue of rats with spontaneous periodontitis, indicating a

greater local hyperinflammatory state in animals from the HFCS group.

Keywords: Periodontal diseases. High fructose corn syrup. Inflammation. Cytokines.
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1. INTRODUGAO

A periodontite caracteriza-se por ser uma doenca cronica inflamatoria e multifatorial
(21), associada com disbiose bacteriana, destruicdo de tecido conjuntivo e reabsorcéo
Ossea alveolar, o que pode levar a perda do dente (22,31). O principal agente etiolégico
para o inicio da periodontite € o acumulo do biofilme dental, enquanto que o resultado da
ativacado da resposta imunoinflamatoéria do hospedeiro pelo biofilme é responsavel pela
maior parte da destruicdo observada nos tecidos (32,33).

Nos tecidos periodontais, maiores concentragcdes de citocinas pro-infamatérias, tais
como a interleucina (IL-13) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), tem sido associados
a reabsorgao 6ssea alveolar, com maior expressao génica ou produgao proteica nos tecidos
gengivais de ratos com doenga periodontal induzida (34). Essas citocinas s&o sintetizadas
pelas células imunoinflamatérias no periodonto, estimulando eventos/fatores criticos da
periodontite, como moléculas de adesdo nos leucécitos nas ceélulas endoteliais e a
producao de mediadores secundarios, que facilitam e amplificam a resposta inflamatéria,
induzindo enzimas que degradam o tecido conjuntivo e promovem a reabsor¢ao 0ssea
alveolar (35).

No contexto multifatorial da periodontite, fatores ambientais e adquiridos podem
influenciar a etiopatogenia da doencga. Tem sido sugerida uma associagao entre parametros
clinicos periodontais sugestivos de perda de insergdo em humanos e uma dieta rica em
acucares de adicado (AA) e carboidratos refinados (36). Em estudos epidemioldgicos, o
consumo de AA foi associado a inflamacgao periodontal, com alteracbes em parametros
clinicos de sangramento a sondagem e aumento de profundidade de sondagem (37,38).
Entretanto, os mecanismos biologicos relacionados a essa possivel associagao

permanecem desconhecidos.
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Dentre os AA, tem-se o xarope de milho rico em frutose (High Fructose Corn Syrup
ou HFCS), que foi introduzido como um adogante em substituicdo a sacarose em diversos
paises, sendo largamente utilizado em alimentos e bebidas industrializados (4). O HFCS é
um dos adogantes nutritivos (caloricos) mais comuns usados na industria alimenticia (5). O
consumo de HFCS (bem como de outros AA) foi descrito como potencializador da

inflamacéo sistémica e coadjuvante da obesidade, sindrome metabdlica e cancer (39—41).

Em modelos animais, tem-se relatado efeitos inflamatérios do consumo crénico de
HFCS, como a producédo do TNF-a no figado de ratos (42) e de IL-1B no tecido adiposo
visceral em ratas (43). EKICI et al. (2022) observaram aumento de marcadores
inflamatorios no tecido gengival e no masseter de ratos apds o consumo crénico de HFCS
20%. Entretanto, estudos animais analisando o consumo crénico do HFCS e sua influéncia
na resposta imunoinflamatéria, incluindo a avaliagdo de citocinas pro-inflamatdrias,

permanecem escassos no contexto da periodontite.

Num estudo anterior do presente grupo de pesquisa com o HFCS em modelo de
periodontite espontanea em ratos, observou-se um aumento da expressao génica da IL-13
no tecido gengival e do fator de padrao trabecular no osso alveolar (um parametro indicativo
de perda Ossea alveolar futura) apos o consumo crénico desse agucar. A influéncia do
HFCS sobre as concentragdes de proteinas totais no tecido gengival, bem como de
citocinas pro-inflamatorias associadas a reabsorgédo 6ssea alveolar, ainda n&o foi avaliada
nesse modelo. Destarte, o presente estudo dispde-se a avaliar o efeito do consumo crénico
de uma bebida rica em HFCS sobre a producao de proteinas totais e das citocinas pro-

inflamatadrias IL-13 e TNF-a no tecido gengival de ratos com periodontite espontanea.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1 Animais

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Ceuma (protocolo n°26/21). Foram utilizados ratos machos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar) com aproximadamente um més de idade e peso entre 100 a
171 g. Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais e receberam ragao
balanceada, agua e/ou bebida contendo HFCS “ad libitum” no periodo em que estiveram
acondicionados no biotério. A temperatura da sala foi mantida a 22 °C, sob ciclo de
iluminagdo claro/escuro de 12/12 horas. A manipulagdo dos animais seguiu as

recomendacgdes do ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (44).

2.2Modelo de periodontite espontanea

Neste modelo de estudo, a periodontite foi desenvolvida de forma n&o induzida, ou
seja, ocorrida naturalmente e sem intervenc&o nas etapas da patogénese (12,25).

Para avaliacdo dos efeitos do consumo do HFCS sobre o periodonto, foram
selecionados 16 animais com um més de idade. Apds passarem pelo periodo de adaptagao
de 1 semana, foram divididos, aleatoriamente, em dois grupos experimentais (n=8 animais/
grupo):

1) Grupo Controle: consumo diario de agua filtrada; disponivel em bebedouro.

2) Grupo HFCS: consumo de bebida contendo HFCS 20%, por 12 horas diarias (45),

disponivel em bebedouro. Nas outras 12 horas, eles foram expostos somente a agua

filtrada (45,46).

Nesse modelo experimental, os animais permaneceram sob tratamento por 12
semanas (30,47). Ao término do periodo experimental, os animais foram eutanasiados, e
os tecidos gengivais foram armazenados a -80 °C até a avaliacdo subsequente da

producgao de IL-1B e TNF-a.
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2.3Preparo dos tecidos gengivais

O tecido gengival em torno dos molares inferiores direitos foram coletados com o
auxilio de uma lamina de bisturi 15C. Inicialmente, eles foram homogeneizados utilizando-
se solucédo de PBS (Phosphate Buffered Saline) com um coquetel inibidor de proteases
(SIGMAFAST™). Em seguida, foi utilizado o Tissue Lyser LT (QIAGEN), juntamente com
esferas de ago introduzidas em tubos individuais para melhor homogeneizagéao tecidual de
cada amostra. Logo apds, foi realizada a centrifugagdo das amostras homogeneizadas por
10 min/2000g para coleta dos sobrenadantes. Os sobrenadantes foram separados e

armazenados a -80°C até avaliacdo das concentracdes de proteinas totais e citocinas.

2.4 Avaliacao da concentragao de proteinas totais

As concentragdes de proteinas totais nas amostras de sobrenadantes dos tecidos
gengivais homogeneizados foram mensuradas pelo ensaio de Bradford (Bradford, 1976).
Este ensaio € amplamente utilizado, devido seu protocolo rapido, permitindo uma rapida
quantificagdo de proteinas (48).

As determinagdes foram feitas em microplacas de 96 pocos. Inicialmente, foi
realizada uma curva-padrao de albumina de soro bovino (BSA) a 1 mg/mL e, a partir dessa
solugédo, procedeu-se as diluigbes seriadas em agua destilada e deionizada para a
obtencdo das demais concentracbées. Em cada pocgo, foram colocados 25 uL de cada
amostra e 175 yL do reagente de Bradford (ThermoFisher) (diluicdo 1:4), sendo incubados
por 5 minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz. Em seguida, realizou-se a
leitura de absorbancia por meio de um leitor de microplacas (Microplate reader MB-580,

Heales) a 630 nm.
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2.5Avaliacao das concentragoes de IL-13 e TNF-a
Os sobrenadantes do tecido gengival também foram utilizados para analise da
producdo de IL-1B8 e TNF-a por meio de um kit especifico para ratos (Milliplex kit
RECYTMAG-65K-03 rat, MerckMillipore). Utilizou-se um ensaio do tipo Milliplex, seguindo-

se as recomendagdes do fabricante. O aparelho utilizado foi o MAGPIX®, e o programa

utilizado foi o xPONENT® Soflware.

2.6 Analise estatistica
Foi utilizado o teste t de student e teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn para
multiplas comparagdes, adotando-se um nivel de significancia de 5%. Utilizou o Programa

GraphPad Prism, versao 9.0.

3. RESULTADOS
3.1Peso dos animais
Os grupos iniciaram o periodo experimental com o peso corporal semelhante (dia O:
baseline). Progressivamente, os grupos alcangaram um ganho de peso crescente e
semelhante estatisticamente, no intervalo de tempo da semana 0 a semana 12, conforme
demonstrado na Tabela 1. Assim, ndo houve diferenga no ganho de peso corporal entre o
grupo HFCS e o grupo controle (P>0,05), embora possa ser observada uma tendéncia a

peso corporal mais elevado no grupo HFCS em comparagdo com o grupo controle.

3.2Consumo de bebida e ragao
As médias e desvio-padrdo das porcentagens de consumo de bebida e ragéo,
encontram-se descritas nas Tabelas 2 e 3. Os animais do grupo HFCS tiveram menor

ingestao de agua durante as 12 semanas do experimento (P<0,05) quando comparados
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ao grupo controle, e tiverem uma maior ingestdo de HFCS durante 12 semanas do
experimento quando comparados a ingestdo de agua pelo grupo controle e pelo grupo
HFCS. Verificou-se, que o consumo de ragao foi menor no grupo HFCS em comparagao

ao grupo Controle em todas as semanas do periodo experimental (P<0,05).

3.3Analise da producao de proteinas totais
Na avaliagdo de proteinas totais, o grupo HFCS teve uma maior concentracéo de
proteinas totais no tecido gengival comparado ao controle (P<0,05), conforme descrito na

Figura 1.

3.4 Analise da producao de IL-18 e TNF-a
As concentragdes de IL-18 e TNF-a tiveram uma tendéncia a aumento no grupo
HFCS, com diferengas significativas na produgdo de TNF-a (P<0,05), mas ndo para a

producédo da IL-18 (P>0,05).

4. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o consumo de HFCS a 20%, durante 12 semanas,
promoveu um aumento da producado de proteinas totais e de marcadores inflamatoérios-
chave da periodontite no tecido gengival (49), bem como possibilitou avaliar mudangas nos
parametros dos animais como, consumo de ragao, bebidas e no peso. A IL-18 e o TNF-a
sdo citocinas pro-inflamatorias que regulam a homeostase local do tecido e dos processos
inflamatdrios. A alteragao dos niveis dessas citocinas permite fornecer informagdes sobre
o risco de doencas periodontais, niveis de atividade dos osteoclastos e/ou fornecer uma
avaliagao sobre os riscos periodontais a saude sistémica (50). Assim, a redugdo dos niveis

de TNF-a foi um achado importante no estudo, indicando um mecanismo biolégico que
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pode explicar a associacdo que vem sendo observada entre maior consumo de agucares
de adi¢ao, como o HFCS, e as doencgas periodontais.

O presente estudo é promissor para desenvolvimento de novos estudos sobre a
presenca de mais mediadores inflamatoérios envolvidos no processo da doenga devido o
consumo de HFCS, e, ndo obstante, constantemente permitindo novas investigagdes e
impactos na comunidade cientifica, tal como em estudos futuros e melhoras na sociedade.
Sabe-se que o HFCS vem sendo considerado um agucar hiperinflamatorio e esta presente

em larga escala na industria alimenticia sendo progressivamente o substituto da sacarose

(5).

Ensaios clinicos sdo um pequeno subconjunto de pesquisas conduzidas de importante
ferramenta de investigacdo e avaliagdo, embora essas sejam resultado de interagdes
complexas entre resposta do hospedeiro, condi¢gdes de suscetibilidade, fendtipo, gendtipo,
doencas sistémicas e condigdes microbianas, esses, porém, encontram-se limitadas devido
a dificuldade em estabelecer relacbes causais de forma isolada e controlada entre
condigbes e destruicdo periodontal. (52,53). Logo, os modelos em animais fornecem
conteudo suficiente e importante sobre a periodontite espontanea sendo de grande valia
nesse estudo devido semelhangas com humanos, como caracteristicas anatémicas,
imunoldgicas e microbiologicas (54). Além do mais, estudos realizados em animais auxiliam
no entendimento da plausibilidade biolégica das associagdes encontradas nas populagdes
(55). Bem como, a possibilidade das etapas da patogénese serem desenvolvidas
naturalmente, sem indugéo de LPS/ ou com a utilizagdo de ligadura, que corrobora em um

processo inflamatorio mais semelhante ao que ocorre em humanos (12).

Estudos vem mostrando que o consumo de HFCS, em concentragdes diversas, resultou

em um aumento de peso corporal do grupo exposto a esse agucar (27,45,56). Entretanto,
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na presente investigagao, ndo houve diferenga estatistica entre o grupo Controle e o grupo
HFCS, podendo haver uma discordancia da literatura vigente e propor, entdo, novas
pesquisas a fim de proporcionar novos resultados. Nossos resultados encontram
similaridade com a literatura na qual um estudo com HFCS a 20% durante 12 semanas, no

qual ndo houve aumento de peso corporal (30).

Os animais alimentados com dieta balanceada e consumo de HFCS a 20% ou agua,
durante 12 semanas tiveram ganho de peso linear, apesar do grupo exposto ao agucar ter
uma menor ingestdo de ragao. A redugao da ingestdo energética de ragdo no periodo de
exposi¢cao a uma solugdo agucarada foi relatada em estudos anteriores (57). O menor
consumo de ragao pelo grupo HFCS pode estar relacionado, também, a transmissao de
informagdes de ingestdo de energia para o sistema nervoso central para a regulagéo a
longo prazo da ingestdo de alimentos (58). Podendo, pois, levantar discordancias sobre a
relacdo da frutose e dos hormoénios responsaveis pela saciedade no organismo (59). Um
estudo com ratos Wistar suplementados com 30% de frutose diluido em agua por 16
semanas também demostrou que ndo houve variacdo na distribuicdo de massa corporal

(60).

Outro resultado notavel fora mensurado no consumo de bebidas, tanto na ingestao de
agua quanto na solu¢do de HFCS a 20%. Teve-se uma maior ingestdo de HFCS pelo grupo
HFCS em relagédo a agua. A ingestédo de calorias liquidas é detectada de forma diferente
pelos sistemas regulatérios de alimentos sdélidos e organismo n&o consegue, pois,
compensar completamente essas calorias, diminuindo a ingestdo de alimentos em outras
partes da dieta. Estudos mostraram que o consumo de bebidas cal6ricas, desencadeia um
aumento geral na sua ingest&o, o que pode explicar o alto consumo de HFCS visto no grupo

HFCS (61).
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Na presente investigacéo, verificou-se que o consumo excessivo de HFCS a 20%
promoveu alteragdes, nas concentragcdes de proteinas totais no tecido gengival. Portanto,
pode-se inferir do resultado desse experimento que a alimentagdo com HFCS claramente
pode afetar as concentragdes de mediadores no tecido gengival dos animais. Um estudo
anterior mostrou que uma exposi¢cdo aguda ao HFCS induziu altera¢des inflamatérias no

tecido gengival (27), estando de acordo com o sugerido pela avaliagéo realizada.

Ja na analise do marcador inflamatério TNF-a no tecido gengival dos animais, houve
diferencga estatistica entre o grupo Controle e o grupo HFCS, com maiores concentragdes
do marcador inflamatoérios no grupo HFCS. O TNF-a € mediador da fase inicial da
periodontite e, além de participar da periodontite, atua nas alteracbes sistémicas, o que
pode acarretar uma correlagao entre a periodontite e doengas sistémicas, devido seu alto
nivel circulante (49). Na analise de IL-13 no tecido gengival dos ratos, n&o houve diferenca
estatistica, entretanto, observou-se uma tendéncia de aumento nos animais que
consumiram HFCS. Tem-se que niveis elevados de IL-13 € um indicador confiavel para
analisar a gravidade e progressao da periodontite (62) . A IL-1 € um regulador-chave das
respostas a infeccdo microbiana e grande regulador do catabolismo da matriz extracelular

(63)

Os achados do presente estudo encontram-se em convergéncia com a literatura, haja
vista que um estudo animal constatou que o desenvolvimento da periodontite com
progressiva reabsorgao 0ssea alveolar foi associado a presenga de inflamagao e aumento
de citocinas proé-inflamatorias locais (64). Foi encontrada alta frutose com a capacidade de
induzir a inflamagdo da sobreprodugdo de quimiocinas, como IL-13, TNF-a e IL-6 (35).
Como limitagbes do presente estudo, sugerimos a avaliagdo de outros mediadores proé-

inflamatorios.
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Estudos relatam que o aumento no consumo de AA e a biodisponibilidade de seus
metabdlitos direta e/ou indiretamente poderiam aumentar um estado inflamatoério (37,66).
Nossos dados demostraram que a ingestdo de certa concentragcdo de HFCS por um
determinado tempo de exposi¢cao fora capaz de promover variagcdbes nos parametros de
consumo alimentar, ingestao hidrica, proteinas totais nos tecidos gengivais e presenga de
infiltrado inflamatorios de IL-13 e TNF-a. Essas mudangas no perfil bioquimico devido a
concentragéo/exposicao de frutose tém efeito significativo nos parametros metabdlicos que
levam ao desenvolvimento da periodontite espontdanea em modelo animal.

Assim, os dados do presente estudo indicam que a dieta pode contribuir na relacao
doenga/saude no consultorio odontoldgico, ja que os agucares de adigao, em especifico o
HFCS, avaliado nesse estudo, promoveu aumento de citocinas pro-inflamatdrias,
direcionando, pois, o cirurgido-dentista a incluir no tratamento odontolégico orientagbes ao
paciente sobre a uma alimentacdo saudavel, pobre em acgucares de adigdo. Estudos
futuros, como ensaios randomizados em humanos, deverdo confirmar esses achados

bioldgicos, elucidando o papel desses agucares na periodontite em humanos.

5. CONCLUSAO

O consumo cronico de HFCS alterou, significativamente, as concentragdes de
proteinas totais e de TNF-a no tecido gengival de ratos com periodontite espontanea
quando comparado a ratos do grupo Controle. Estudos futuros deverdo avaliar se essas
mudancas estao relacionadas a maior reabsorgcao 6ssea alveolar no modelo utilizado e na

mesma condi¢cado de exposi¢cao ao HFCS.
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FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Concentragéo de proteinas totais (mg/mL) nos tecidos gengivais dos animais.
Os dados sdo expressos como média + desvio-padrao (n = 8 animais por grupo).

*Foram detectadas diferencas estatisticas entre os grupos pelo Teste t de Student

(P<0,05).
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Figura 2A e 2B. Concentracdo de TNF-a e IL-1B (pg/mL) nos tecidos gengivais dos
animais. Os dados estao expressos como média + desvio-padréo. *P<0,05) de acordo com

o Teste t de Student.
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Tabela 1. Evolugéo do peso corporal dos animais em gramas (g) durante doze semanas de
consumo de agua (grupo controle) ou HFCS (grupo HFCS). Os valores estao expressos em
meédia * desvio-padrdo. Nao houve diferenga no ganho de peso corporal entre o grupo

HFCS e o grupo controle (P>0,05).

Peso (g)
Semanas | Controle HFCS
1 230,58+19,74| 181,85+15,54
2 267,48+20,63| 237,13+21,04
3 296,26+22,44| 272,04+25,12
4 316,03+24,51| 301,33+29,11
5 337,48+27,98| 325,45+35,89
6 347,23+29,14| 350,16+41,07
7 363,50+32,27| 363,09+44,46
8 368,59+35,18| 383,43+47,32
9 380,15+36,15| 390,24+51,88
10 385,56+£37,00| 406,30+57,31
11 394,19+39,53| 419,56+58.41
12 390,75+38,83| 429,66+64,05
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Tabela 2. Consumo semanal de bebidas nos grupos controle/agua, grupo HFCS/agua e
grupo HFCS/solucédo de HFCS a 20%.

b Diferencas estatisticamente significativas em comparagdo ao consumo da bebida
acucarada do grupo HFCS pelo teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn para multiplas
comparagoes.

¢ Diferengas estatisticamente significativas em comparagdo ao consumo de agua do grupo

HFCS pelo teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn para multiplas comparagoes.

Consumo de Bebidas (%)
Controle HFCS HFCS
Semanas Agua HFCS a 20% Agua
1 48,00+9,07 e 132,6 £35,37¢ 14,00+8,28
2 56,88+9,32 be 202,0+£56,22 © 13,00+3,70
3 65,38+8,76 ¢ 200,70+50,79 © 10,00+3,02
4 50,00+10,03 >¢ | 195,3+40,40 6,77+3,53
5 54,70+£12,57 b° 168,1+36,06° 5,55+2,04
6 59,30+11,32 e 168,3+37,31 © 7,50+2,56
7 53,38+11,34 bc 143,6+20.03 © 4,00+0,00
8 60,75+13,75 be 161,8+19,14 ¢ 6,10+1,54
9 57,33+11,75 ®¢ 151,9 +27,65¢ 12,25+0,70
10 55,50:£15,48 b° 141,4+ 18,71 ¢ 5,37+1,59
11 55,50+8,12 ¢ 161,0+36,04 © 7,00+ 1,85
12 53,75+7,20 e 143,4425,26 ¢ 7,25+2,60
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Tabela 3. Consumo semanal de ragcdo nos grupos Controle e HFCS. Os valores estéo
expressos em media + desvio-padrdo. @ Diferengas estatisticamente significativas no
consumo de ragdo em comparagédo com o grupo HFCS (P < 0,05, teste t de Student ndo

pareado).

Consumo de Rag¢ao (%)
Semanas | Controle HFCS
| 64,20+8,792 27,17+11,58
o) 87,08+7,91 2 39,64+7,00
3 74,43+9,21 2 35,88+10,41
4 70,49+7,56 2 33,69+13,54
5 77,61+8,52 2 29,21+7,03
6 69,81+9,152 26,79+6,22
7 72,82+7,76 2 23,63+5,91
8 73,96+7,70 2 21,70+6,12
9 57,59+11,74 2 21,07+6,18
10 68,79+9.,82 2 19,38+6,37
11 77,04+11,25 2 20,09+5,87
12 64,11+6,012 19,73+7,79




3. CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo demostrou um mecanismo biolégico que pode explicar as
associagbes observadas em estudos epidemiolégicos sugerindo a relagdo entre
consumo de agucares e as doencgas periodontais

Os dados da pesquisa mostram que existe uma relagcédo entre o HFCS e aumento
de proteinas totais no tecido gengival e de proteinas especificas (citocinas pro-
inflamatodrias), como o TNF-a. Entretanto, estudos futuros s&o necessarios para

averiguar essas relagdes e suas consequéncias a longo prazo.
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- Abstract e Keywords: copia precisa e adequada do resumo e palavras-chave
em Inglés.Devera ser consultada a lista “Medical subject headings”. Disponivel

em www.nlm.nih.gov/mesh/MBrowser.html. Numero de Keywords: maximo 6.

- KJ@ Inglés para autores ndo-nativos habilitados em conversagédo, mas que
precisam de assisténcia com a sua escrita, essa € a proposta da American
Journal Experts (AJE). A servigo da sua revisao de Inglés sugerimos AJE
http://www.journalexperts.com

Quarta e demais paginas (pagina 4 e demais):

- INTRODUGAO: E O SUMARIO DOS OBJETIVOS DO ESTUDO, DE FORMA CONCISA,
CITANDO AS REFERENCIAS MAIS PERTINENTES. TAMBEM DEVE APRESENTAR AS
HIPOTESES EM ESTUDO E A JUSTIFICATIVA DO TRABALHO.
- MATERIAL E METODOS: DEVEM SER APRESENTADOS COM SUFICIENTES DETALHES
QUE PERMITAM CONFIRMAGAO DAS OBSERVAGOES ENCONTRADAS, INDICANDO OS
TESTES ESTATISTICOS UTILIZADOS , QUANDO EXISTIREM.

- RESULTADOS: AS INFORMAGOES IMPORTANTES DO TRABALHO DEVEM SER
ENFATIZADAS E APRESENTADAS EM SEQUENCIA LOGICA NO TEXTO, NAS FIGURAS E
TABELAS, CITANDO OS TESTESESTATISTICOS. AS TABELAS E FIGURAS DEVEM SER
NUMERADAS (ALGARISMO ARABICO) E CITADAS DURANTE A DESCRICAO DO TEXTO.
CADA TABELA DEVE CONTER SUA RESPECTIVA LEGENDA, CITADA ACIMA, EM
ESPACO DUPLO, EM PAGINA SEPARADA, NO FINAL DO ARTIGO DEPOIS DAS
REFERENCIAS. ASFIGURAS TAMBEM DEVEM ESTAR LOCALIZADAS EM PAGINAS
SEPARADAS, NO FINAL DO TEXTO, POREM, AS LEGENDAS DEVEM ESTAR
LOCALIZADAS A BAIXO.

- DISCUSSAO: OS RESULTADOS DEVEM SER COMPARADOS COM OUTROS
TRABALHOS DESCRITOS NA LITERATURA, ONDE TAMBEM PODEM SER FEITAS AS
CONSIDERACOES FINAIS DO TRABALHO.

-CONCLUSAO: DEVE RESPONDER: OBJETIVAMENTE AOS QUESTIONAMENTOS



PROPOSTOS.

- AGRADECIMENTOS (QUANDO HOUVER): APOIO FINANCEIRO DE AGENCIAS
GOVERNAMENTAIS, ASSISTENCIAS TECNICAS, LABORATORIOS, EMPRESAS E
COLEGAS PARTICIPANTES.

- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: ESSA SECAO SERA ELABORADA DE ACORDO
COM AS NORMAS VANCOUVER (DISPONIVEIS EM: WWW.ICMJE.ORG), DEVENDO SER
NUMERADAS SEQUENCIALMENTE CONFORME APARICAO NO TEXTO. E, AS
ABREVIACOES DAS REVISTAS DEVEM ESTAR EM CONFORMIDADE COM O INDEX
MEDICUS/ MEDLINE.

Todos os autores da obra devem ser mencionados.

Exemplos — Normas Vancouver:

Artigo de Revista:
1. Lima RC, Escobar M, Wanderley Neto J, Torres LD, Elias DO, Mendonga JT
et al. Revascularizagdo do miocardio sem circulagédo extracorporea: resultados
imediatos. Rev Bras Cir Cardiovasc 1993; 8: 171-176.

Instituicao como Autor:
1. The Cardiac Society of Australia and New Zealand. Clinical exercise stress
testing. Safety and performance guidelines. Med J Aust 1996; 116:41-42.

Sem indicacdo de autoria:
1. Cancer in South Africa. [editorial]. S Af Med J 1994, 84-85.

Capitulo de Livro:
1. Mylek WY. Endothelium and its properties. In: Clark BL Jr, editor. New
frontiers in surgery. New York: McGraw-Hill; 1998. p.55-64.

Livro:
1. Nunes EJ, Gomes SC. Cirurgia das cardiopatias congénitas. 2a ed. Séo
Paulo: Sarvier; 1961. p.701.

Tese:
1. Brasil LA. Uso da metilprednisolona como inibidor da resposta inflamatoéria
sistémica induzida pela circulagdo extracorpérea [Tese de doutorado]. S&o
Paulo: UniversidadeFederal de S&o Paulo, Escola Paulista de Medicina, 1999.
122p.
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Eventos:

1. Silva JH. Preparo intestinal transoperatorio. In: 45° Congresso Brasileiro de
Atualizagdo em Coloproctologia; 1995; Sao Paulo. Anais. Sdo Paulo:
Sociedade Brasileira de Coloproctologia; 1995. p.27-9.

1. Minna JD. Recent advances for potential clinical importance in the biology of
lung cancer.In: Annual Meeting of the American Medical Association for Cancer
Research; 1984 Sep 6-

10. Proceedings. Toronto: AMA; 1984;25:293-4.

Material eletrénico:

Livros:

Artigo de revista:

1. Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis
[serial online] 1995 Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1):[24 screens]. Disponivel
em: URL: http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm

1. Tichenor WS. Sinusitis: treatment plan that works for asthma and allergies
too [monograph online]. New York: Health On the Net Foundation; 1996. [cited
1999 May 27]. Disponivel em : URL: http://www.sinuses.com

Capitulo de livro:

1. Tichenor WS. Persistent sinusitis after surgery. In: Tichenor WS. Sinusitis:
treatment planthat works for asthma and allergies too [monograph online]. New
York: Health On the Net Foundation; 1996. [cited 1999 May 27]. Disponivel em:

URL: http://www.sinuses.com/postsurg.htm

Tese:
1. Lourengo LG. Relagao entre a contagem de microdensidade vasal tumoral e
0 prognostico do adenocarcinoma gastrico operado [tese online]. Sdo Paulo:
Universidade Federal de S&o Paulo; 1999. [citado 1999 Jun 10]. Disponivel em:
URL:http://www.epm.br/cirurgia/gastro/laercio

Eventos:

1. Barata RB. Epidemiologia no século XXI: perspectivas para o Brasil. In: 4°
Congresso Brasileiro de Epidemiologia [online].; 1998 Ago 1-5; Rio de Janeiro.
Anais eletronicos. Rio de Janeiro: ABRASCO; 1998. [citado 1999 Jan 17].
Disponivel em: URL:http://www.abrasco.com.br/epirio98
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Informagdes adicionais podem ser obtidas no seguinte enderego eletrdnico:

http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html

- CITAGOES NO TEXTO: AO LONGO DO TEXTO, DEVE SER EMPREGADO O SISTEMA
AUTOR-DATA. SEGUNDO AS NORMAS VANCOUVER, APENAS A PRIMEIRA LETRA DO
SOBRENOME DO AUTOR E GRAFADA EM MAIUSCULA, SENDO O ANO DA PUBLICAGAO
APRESENTADO ENTRE PARENTESES. TRABALHOS COM ATE DOIS AUTORES, TEM
AMBOS OS SOBRENOMES MENCIONADOS NO TEXTO, SEPARADOS POR “&".
TRABALHOS COM TRES OU MAIS AUTORES, TERAO AO LONGO DO TEXTO
MENCIONADO APENAS OPRIMEIRO SEGUIDO DA EXPRESSAO “ET AL".

Se um determinado conceito for suportado por varios estudos, para a citagao
desses, devera ser empregada a ordem cronoldgica das publicagées. Nesse

caso, o ano depublicagédo & separado do autor por virgula (“,”) e as diferentes

publicagdes separadas entre si por ponto e virgula (*;”).

- Figuras e Tabelas
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As tabelas e figuras deverdo ser apresentadas em folhas separadas apds a

secgao:

Referéncias Bibliograficas (uma tabela/figura por folha com a sua respectiva
legenda).Figuras em formato digital (arquivo JPG ou TIFF): Resolug&o de 300
DPIs.

As imagens serdo publicadas em preto e branco. Caso haja interesse dos
autores ha possibilidade de impresséo colorida das imagens, havendo custo
adicional de responsabilidade dos autores.



ANEXO B — PARECER DO COMITE DE ETICA E USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE CEUMA - UNICEUMA

REITORIA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO, PESQUISA E EXTENSAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

N*01/22

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: “EFEITO DO XAROPE DE MILHO RICO EM FRUTOSE SOBRE
MEDIADORES INFLAMATORIOS LOCAIS E SISTEMICOS EM RATOS COM DOENCA PERIO-
DONTAL ESPONTANEA", Protocolo n. 26/21, sob a responsabilidade do Prof. Dr Lidio Gongalves Lima
Neto, que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Ver

tebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de do com os p

da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do D n°.6.899, de 15 de julho de 2009, ecomunotmacdiu-
das pelo Consclho Nacional de Controle d 'ONCEA), ¢ foi considerado APROVA-
DO pela Comissdo de Etica no Usg Universidade CEUMA, na reuniio
realizada em 04/03/2022.

We certify that the propo LOCAL AND
SYSTEMIC INFLAM OUS PERIODONTAL
DISEASE™, Protocol es Lima Neto, which
involves the productio Chordata, sub phylum
Vertebrata (except hu ordance with Law No.

11,794, of October 8, 20 ¥ ] issued by the National
Coungil for Control of N 1
Animals Use of the Unive

UNIVERSIDSA.Q,,E,

Lk

Prof. Dr. Eduardo Martins de Sousa
Coordenador da Comissio de Etica no uso de Animais - CEUA



