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1 REFERENCIAL TEORICO

A periodontite € uma doenca inflamatéria crénica multifatorial, caracterizada pela
destruicdo progressiva do aparato de insercéo dental, que pode levar a consequente
perda do elemento dental (Papapanou & Susin, 2017; Tonetti et al., 2018). Possui
como fator etiolégico primario a presenca de biofilme dental disbiético, enquanto a
resposta imunoinflamatéria do hospedeiro € considerada o maior fator responséavel
pela destruicdo tecidual, com aumento exacerbado da inflamag&do nos tecidos
periodontais em resposta ao desafio microbiano (Di Benedetto et al., 2013; Cekici et
al., 2014; Buduneli, 2020).

No contexto da etiopatogenia das doencas periodontais, a presenca cronica do
biofiime dental leva ao inicio da inflamacédo gengival, caracterizando o estagio de
gengivite. A periodontite, por sua vez, € um estagio mais avancado de doenca
periodontal, e seu inicio e progressao dependem da disbiose no biofilme dental, que
pode ocorrer em resposta a produtos da inflamacgéo gengival e da degradacéao tecidual
funcionando em uma relacao de feedback positivo, na qual tanto a disbiose poderia
promover maiores niveis de inflamacao periodontal, como uma intensa inflamacao
local poderia oferecer um ambiente favoravel para o estabelecimento de uma
microbiota alterada (Lamont et al., 2018; Tonetti et al., 2018).

Nas interacdes microrganismos-hospedeiro, os produtos bacterianos estimulam
uma reacao inflamatoéria local e a ativacdo do sistema imune inato por meio do
reconhecimento de componentes microbianos pelas células hospedeiras. A ativacéo
dessas células leva a liberacdo de substancias pro-inflamatoérias e ao recrutamento
de fagdcitos, linfocitos e producdo de anticorpos (Garlet; 2010; Cekici et al., 2014;
Buduneli, 2020).

A ativacdo da resposta imuno-inflamatéria nos tecidos periodontais deve ser
considerada como um mecanismo de defesa fisiol6gica contra o desafio microbiano,
a partir da expressdo de citocinas, como o fator de necrose tumoral (TNF), a
interleucina (IL)-18 e a IL-6, as quais iniciam uma cascata de eventos e desencadeiam
a producdo de mediadores pré-inflamatérios nos tecidos periodontais, como a
prostaglandina E2 (PGE-:), as metaloproteinases de matriz (MMP) e o 6xido nitrico
(NO) (Kirkwood et al., 2007; Di Benedetto et al., 2013; Buduneli, 2020). Entretanto, em

niveis aumentados, esses mediadores interferem direta ou indiretamente no processo
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de reabsorcdo Ossea alveolar, exercendo influéncia sobre eventos da
osteoclastogénese, promovendo a inducdo da atividade, viabilidade e diferenciacéo
dos osteoclastos (Cekici et al., 2014; Wang et al., 2019), o que pode resultar na perda
de insergéo periodontal e consequente perda do elemento dental.

Dentre os mediadores, destaca-se o 0xido nitrico (NO), um gas de radical livre
sintetizado endogenamente a partir da L-arginina por uma familia de enzimas
denominadas NO sintases (NOS). Dentre essas, encontra-se a enzima 6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS), que pode ser estimulada por estresse oxidativo, e contribui
de forma significativa com a destrui¢édo tecidual na periodontite a partir da regulagéao
da acéo de citocinas pré-inflamatorias (Lappin et al., 2000, Wang et al., 2019).

Tem sido demonstrado que a expresséo génica e os niveis de producédo da iNOS
apresentam-se aumentados com a progressdo da doenca em modelos animais de
periodontite induzida (Wang et al., 2019). Lappin et al (2000) avaliaram biopsias de
pacientes com periodontite e demonstrou que, em comparacdo com tecidos
saudaveis, as amostras de tecido com periodontite apresentaram maiores niveis de
expressao génica de iNOS. O trabalho de Jung et al (2013) também demonstrou maior
expressdo de INOS em tecidos gengivais de pacientes periodontais em comparagao
a pacientes saudaveis. Além disso, um estudo em modelo animal de periodontite
induzida demonstrou que, apos 8 dias de inducdo da doenca, houve um aumento
acentuado no numero de células inflamatérias imunorreativas a iINOS, e que a
utilizacdo de um agente inibidor de iINOS promoveu reducao da inflamacao a curto
prazo (Lohinai et al., 2009). Sun et al (2020) também observaram aumento na
expressdo génica de iINOS em tecido gengival de ratos com periodontite em
comparacao a animais saudaveis.

A INOS apresenta expressdo aumentada na presenca de estimulos pro-
inflamatorios, produzindo grandes quantidades de NO por um periodo prolongado
(Borkar et. al., 2016). Altos niveis de NO desempenham papel na imunidade
inespecifica, e os componentes das paredes de bactérias Gram-Negativas atingidas
por esse mediador podem desencadear um ciclo de feedback positivo, pelo qual
induzem maior producdo de NO (Hussain et al., 2015), podendo gerar citotoxicidade
celular quando em concentracdo elevada (Menaka et al., 2009).

Tal producéo excessiva promove maior vasodilatacéo local, e estimulo do aumento
do infiltrado inflamatério, contribuindo diretamente com o processo de reabsorgado

0ssea alveolar por meio da ativagdo da atividade osteocléstica (Lappin et al., 2000;
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Kirkwood et al., 2007; Cochran, 2008; Hussain et al., 2016, Sun et al., 2020). Isso se
da pois o NO esté diretamente envolvido na modulac¢do da inducdo de MMP-1, e a
producdo dessa enzima por células de revestimento 6sseo ou osteoblastos promove
fragmentos de degradacdo do colageno nas superficies 6sseas e ativacdo dos
osteoclastos para a degradacdo 6ssea (Murrel et al., 1995; Lin et al., 2009). Dessa
forma, a maior expressédo ou os maiores niveis de INOS e, consequentemente, de NO
esta relacionada com o aumento da perda 6ssea alveolar.

De modo interessante, tendo em vista a natureza multifatorial da doenca, fatores
ambientais e adquiridos (sistémicos e locais) podem exercer influéncia sobre essa
resposta imunoinflamatéria do individuo, contribuindo com o aumento da
suscetibilidade a evolugcéo da doenca (Genco e Borgnake, 2013). Nesse contexto, a
dieta tem sido considerada um fator modificador que influi em tal processo,
principalmente no que se refere a baixa ingestdo de micronutrientes e a ingestao
excessiva de carboidratos simples (Hujoel et al., 2017), embora 0os mecanismos
biologicos relacionados ainda nao estejam tao claros.

Estudos epidemiolégicos demonstraram associacfes entre a ingestao continua de
acucares de adicdo (AA) que possuem amplo uso como adocante pela industria
(Zhang et al., 2017), e alteracdes relacionadas a homeostase, distirbios metabalicos,
e inducdo de resposta hiperinflamatéria sistémica, aumentando os riscos de
desenvolvimento de doencas crénicas nao-transmissiveis (DCNTSs) (Stanhope, 2016;
Nazir, 2017).

No contexto da periodontia, tem sido sugerido, por estudos epidemiolégicos, que
um maior consumo de AA esteja associado a maior extensdo da periodontite, pois
foram encontradas alterac6es de parametros clinicos periodontais, como maior indice
de sangramento gengival a sondagem, e maior numero de sitios com profundidade de
sondagem acima de 3mm em pacientes que consumiam AA com maior frequéncia
(Lula et al., 2014; Carmo et al., 2018; Moreira et al., 2020). Dessa forma, tendo em
vista que a periodontite € considerada a sexta condicdo crénica mais frequente no
mundo (BRASIL, 2022), € necessario o0 maior entendimento acerca da influéncia dos
AA sobre parametros importantes da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro.

Os AA sao todos os agucares adicionados durante o processamento de alimentos
e elaboracdo de bebidas, como bolo, péo, refrigerantes e geleias (Cleveland et al.,
1997; WHO, 2015). Dentre os tipos de AA mais utilizados incluem-se: acucar branco,

acucar mascavo, agucar confeiteiro, dextrose, agucar invertido, xarope de milho,
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xarope de milho com alto teor de frutose, xarope de malte, néctares, xarope de bordo
e dextrose anidra (USDA, 2010; Marshall, 2015).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a ingestao de AA nado deve
ultrapassar 50 gramas diarios (cerca de 12 colheres de chd), entretanto, 0 consumo
excessivo dos AA tem sido considerado uma epidemia global, e suas taxas variam de
acordo com os paises. Em paises como Reino Unido e Espanha, o consumo varia de
16-17% acima do recomendado (WHO, 2015), ja no Brasil, o consumo individual diario
representa cerca de 18 colheres de cha de acucar (por volta de 80 g de acucar por
dia). Assim, os brasileiros apresentam uma taxa de ingestao de AA aproximadamente
50% acima do recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (BRASIL,
2018).

Estudos em modelo animal tém relatado efeitos inflamatorios associados ao
consumo de AA. Tem sido demonstrado que o consumo cronico de xarope de milho
rico em frutose (HFCS), um dos acuUcares de adicdo mais utilizados no mundo,
promoveu aumento da inflamacao em tecidos primarios como o hipocampo (Cigliano
et al., 2018) e os rins (Korkmaz et al., 2019), além do aumento da expresséo génica
da iINOS em tecido hepético, seguido de esteatose hepatica e aumento do infiltrado
inflamatorio (Kanuri et al., 2011), e aortas de ratos (C. Babacanoglu et al., 2013).

Em modelos animais de periodontite, o elevado consumo de carboidratos
(sacarose/amido) tem sido associado a aumento no grau de perda éssea alveolar em
camundongos com periodontite espontanea (ocorrida naturalmente) (Garant & Cho,
1979; Morimoto et al., 2019). Além disso, foram encontradas alteracbes em
parametros histolégicos, como maior infiltracéo de linfocitos e maiores niveis de IL-1,
IL-6 e IL-11 e estruturas pro-inflamatorias do fator de necrose tumoral-a, no musculo
masseter e tecido gengival de ratos com periodontite espontanea (Ekici et al., 2021),
sugerindo influéncia de tal consumo na progressao da doenca.

Neste trabalho, os animais foram expostos, diariamente, a glucose de milho, um
AA produzido a partir da hidrélise parcial do amido de milho. Ao final do processo de
hidrolise, ha um produto composto por alguns tipos de acucar, sendo a glicose
predominante, entretanto, polissacarideos e oligossacarideos também podem ser
encontrados. Dentre esses, a dextrina apresenta papel importante para a obtencéo da
textura de xarope devido a sua cristalizacdo incompleta. A glucose de milho (também
conhecido como xarope de milho) € amplamente utilizada na industria alimenticia para

promover aumento da viscosidade e brilho, além de transformar a textura dos
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alimentos, tornando-0os mais cremosos por evitar a cristalizacdo do agucar quando
submetido a maiores temperaturas (Tateo, 1982; Camargo et al., 1989). Sabe-se que
altos niveis de glicose estao relacionados a exacerbacdo da resposta inflamatéria a
partir da ativacdo de macrofagos e inducéo da liberacdo de citocinas inflamatorias
(Dasu et al., 2008; Jafar et al., 2016). Dessa forma, a avaliacdo dos efeitos desse
acucar rico em glicose no contexto da periodontite torna-se pertinente. Entretanto,
ainda nédo existem trabalhos avaliando os efeitos da glucose de milho sobre os
marcadores inflamatérios nos tecidos periodontais.

Estudos em modelos animais de periodontite sdo considerados de grande
importancia para a avaliagdo mecanismos fisiolégicos e patoldgicos relacionados as
doencas periodontais, incluindo avaliacdes das respostas do hospedeiro e do possivel
impacto da dieta (Struillou et al., 2010). Dessa forma, contribuem para a investigacao
de mecanismos bioldgicos que possam explicar a associagdo entre o consumo de AA
e periodontite observada em humanos. Ademais, foi demonstrado que molares de
ratos possuem anatomia semelhante a molares humanos (Maki, 1990; Branch-Mays
et al.,, 2008). Nesse contexto, o modelo de periodontite espontanea vem sendo
amplamente utilizado em estudos para avaliagdo dos efeitos do consumo de bebidas
alongo prazo (Oballe et al., 2018; Wagner et al., 2019; Ekici et al., 2021), por promover
um modelo de inflamacgéo equivalente ao modelo de inflamacao crénica encontrado
em humanos, sendo pertinente para uma melhor investigacao acerca dos efeitos do
consumo de bebidas ricas em acucar sobre a patogénese da periodontite.

O maior entendimento da influéncia dos AA sobre a expressdo génica de
marcadores da inflamacao nas estruturas periodontais pode contribuir para um melhor
entendimento da influéncia desse fator nutricional sobre fatores essenciais da
etiopatogenia das doencas periodontais, como a resposta imunoinflamatéria do
hospedeiro, trazendo novas perspectivas acerca de intervencbes futuras nos
pacientes com foco na orientacéo dietética e controle da inflamacéao local. A avaliacéo
da expresséo de genes em resposta a acao de estressores sobre o sistema biologico
possibilita a predicdo do dano antes mesmo da ocorréncia do dano funcional (Zhou et
al., 2009). Assim, a alteracdo em nivel transcricional (RNAmM) de mediadores
inflamatorios-chave na periodontite pode funcionar como marcador precoce da
resposta inflamatdria, além de indicar possiveis mecanismos biol6égicos relacionados
a associagao entre consumo de AA e doencas periodontais observada nos estudos

epidemioldgicos.
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Ainda nao existem estudos avaliando a influéncia da ingestao da glucose de milho,
um AA, sobre a expressdo génica da iNOS no tecido gengival ou sobre parametros
tridimensionais relacionados a reabsorcao Ossea alveolar, em modelo animal de

periodontite espontanea, o que torna este um estudo pioneiro nessas avaliagoes.
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RESUMO

Introducdo: Um aumento da expressdo de citocinas pré-inflamatérias ap6s o
consumo continuo de acucares de adicdo (AA) tem sido demonstrado em modelos
animais de periodontite. Entretanto, o efeito desse consumo sobre outros marcadores
inflamatorios relacionados a reabsorcdo Ossea alveolar na periodontite, como a
enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), permanece desconhecido. Objetivo:
Avaliar os efeitos do consumo diario de um AA largamente utilizado na populacdo
humana sobre a expressao génica da iINOS e sobre parametros tridimensionais no
0sso alveolar em ratos com periodontite espontanea. Metodologia: Ratos Wistar,
machos, foram acondicionados em gaiolas individuais e divididos, aleatoriamente, em
dois grupos (n=8 animais/grupo): 1) Grupo AA: animais que receberam racéo
comercial e bebida contendo um AA (glucose de milho a 30%); 2) Grupo Controle:
animais que receberam racao comercial e agua filtrada (placebo). As bebidas foram
disponibilizadas em bebedouro, ad libitum. Apos 9 semanas, os animais foram
eutanasiados, e os tecidos gengivais em torno dos molares inferiores direitos foram
coletados para as avaliacbes subsequentes de expressao génica por meio da RT-
gPCR. As hemimandibulas direitas foram coletadas para avaliacdo de parametros
0sseos tridimensionais utilizando-se tomografia microcomputadorizada (micro-CT).
Para a analise estatistica, adotaram-se os testes t de Student ou de Mann-Whitney,
considerando-se nivel de significancia de 5%. Resultados: A expressdo do RNAmM do
gene INOS foi significativamente maior nos tecidos gengivais dos animais do grupo
AA em relacao aos animais do grupo controle (p<0,05). As andlises microtomograficas
revelaram que o grupo AA apresentou maior fator de padrdo trabecular em
comparacdo ao grupo controle (p<0,05). Conclusédo: O consumo crénico de AA
aumentou a expressao da iNOS no tecido gengival e promoveu aumento do fator de

padrao trabecular 6sseo nas hemimandibulas de ratos com periodontite espontanea,

Palavras-chave: Doencas Periodontais. Aclucar de Adicao. Inflamacéo. Reabsorcao

Ossea Alveolar.



18

ABSTRACT

Introduction: An increase in the expression of pro-inflammatory cytokines after
continuous consumption of added sugars (AA) has been demonstrated in animal
models of periodontitis. However, the effect of this consumption on other inflammatory
markers related to alveolar bone resorption in periodontitis, such as the enzyme
inducible nitric oxide synthase (iNOS), remains unknown. Objective: To evaluate the
effects of daily consumption of an AA widely used in the human population on iINOS
gene expression and on three-dimensional parameters in alveolar bone in rats with
spontaneous periodontitis. Methodology: Male Wistar rats were placed in individual
cages and randomly divided into two groups (n=8 animals/group): 1) AA Group:
animals that received commercial feed and drink containing an AA (30% corn glucose);
2) Control Group: animals that received commercial feed and filtered water (placebo).
Drinks were available in a drinking fountain, ad libitum. After 9 weeks, the animals were
euthanized, and the gingival tissues around the lower right molars were collected for
subsequent gene expression evaluations by means of RT-gPCR. The right
hemimandibles were collected for evaluation of three-dimensional bone parameters
using microcomputed tomography (micro-CT). For statistical analysis, Student's t test
or Mann-Whitney test were adopted, considering a significance level of 5%. Results:
The mRNA expression of the INOS gene was significantly higher in the gingival tissues
of animals in the AA group compared to animals in the control group (p<0,05).
Microtomographic analyzes revealed that the AA group had a higher trabecular pattern
factor compared to the control group (p<0,05). Conclusion: The chronic consumption
of AA increased the expression of INOS in the gingival tissue and promoted an
increase in the bone trabecular pattern factor in the hemimandibles of rats with
spontaneous periodontitis, indicating a possible impact about local inflammation and

initial signs of structural changes in the alveolar bone.

Keywords: Periodontal Diseases. Added Sugar. Inflammation. Alveolar Bone

Resorption.
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1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doencga inflamatoria crénica multifatorial caracterizada por
inflamacéo e destruicdo progressiva do aparato de insercdo dental, podendo levar a
perda do elemento dental (Tonetti et al., 2018). O biofilme dental disbi6tico é
considerado seu fator etiolégico priméario, enquanto que a ativacdo da resposta
imunoinflamatoria do hospedeiro frente ao desafio microbiano é a maior responséavel
pela progresséo da doenca, devido a liberacéo local de citocinas e outros mediadores
pro-inflamatoérios, ap6s a ativagdo do sistema imune inato, como resposta aos
produtos/componentes bacterianos (Garlet; 2010; Cekici et al., 2014; Buduneli, 2020).

No contexto da resposta imunoinflamatoria do hospedeiro ativada, ocorre o
aumento da producdo/expressdao de marcadores inflamatérios nos tecidos
periodontais. Dentre esses, destaca-se 0 0xido nitrico (NO), produzido a partir da L-
arginina pela agdo da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Lappin et al.,
2000). Esses marcadores influenciam o processo de osteoclastogénese direta ou
indiretamente, levando a reabsorcdo 0ssea alveolar, por promoverem a inducdo da
atividade, viabilidade e diferenciacdo dos osteoclastos (Cekici et al., 2014; Wang et
al., 2019; Sun et al., 2020).

A INOS é produzida abundantemente por células inflamatoérias, como macréfagos
(Teng; 2006), com concentracdo determinada pela extensao dos tecidos inflamados e
estimulacédo bacteriana. Tem sido demonstrado que sua expressao génica e producao
sdo aumentadas significativamente quando as células imunolégicas séo ativadas por
estimulo externo com a progresséao da periodontite (Lappin, 2000; Reeves et al., 2008;
Lohinai et al., 2009; Jung et al., 2012; Wang et al., 2019; Sun et al., 2020), tendo sido
reconhecida como uma importante molécula sinalizadora no processo saude-doenca,
e promovendo maior producdo de o6xido nitrico no tecido gengival (Lin et al., 2009;
Wang et al., 2019).

As evidéncias atuais apoiam as influéncias multifatoriais da doenca na modulacao
das respostas imunoinflamatdrias, aumentando a suscetibilidade de alguns individuos
e podendo exercer influéncia sobre a gravidade da doenca para esses individuos
(Tonetti et al., 2018). Nesse contexto, a dieta tem sido sugerida como um possivel
fator modificador da doenca, tendo sido sugerida uma relagédo entre a ingestéao

excessiva de agucares de adicao (AA) e doencas periodontais (Moreira et al., 2020).
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Os AA sao todos os agucares adicionados durante o processamento de alimentos
e elaboracédo de bebidas (Cleveland et al., 1997; WHO, 2015). Dentre os tipos de AA
mais utilizados incluem-se: aclUcar branco, aclUcar mascavo, acUcar confeiteiro,
dextrose, acucar invertido, xarope de milho/glucose de milho, xarope de milho com
alto teor de frutose, xarope de malte, néctares, xarope de bordo e dextrose anidra (Dri
& lom, 2002; Usda, 2015).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a ingestdo de um AA nao deve
ultrapassar 50 gramas diarios, entretanto, o consumo dos acUcares de adicdo é
considerado uma epidemia global, devido as taxas de consumo acima do
recomendado em diversos paises, e, no Brasil, essa taxa esta aproximadamente 50%
acima do que recomenda a OMS, equivalendo a ingestao de 80 gramas diarios (WHO,
2015; BRASIL, 2018).

O elevado consumo de AA vem sendo associado a inflamacdo tecidual,
demonstrando alteragcdes em parametros clinicos periodontais, como maior indice de
sangramento gengival a sondagem, e maior nimero de sitios com profundidade de
sondagem acima de 3mm (Lula et al., 2014; Carmo et al., 2018; Moreira et al., 2020),
sugerindo influéncia de tal consumo no processo de progressao da doenca. JA em
modelo animal, observou-se que o0 elevado consumo de carboidratos
(sacarose/amido) tem sido associado a aumento no grau de perda 6ssea alveolar em
camundongos com periodontite espontanea (ocorrida naturalmente) (Garant & Cho,
1979; Morimoto et al., 2019), e tal efeito parece estar relacionado a mudancas na
resposta imunoinflamatoéria (Morimoto et al., 2019). Em outro trabalho foi observado
gue a ingestao de um AA, por 8 semanas, aumentou a expressao de IL-6, IL-1B e
estruturas pro-inflamatérias no tecido gengival de ratos, além de maior infiltracdo de
linfocitos, e supresséo de enzimas antioxidantes (Ekici et al., 2021).

Dentre os AA mais utilizados pela industria alimenticia, tem-se a glucose de milho,
um acucar de adicdo produzido a partir da hidrélise do amido de milho, e composto
principalmente de glicose (Tateo, 1982; Camargo et al., 1989). Sabe-se que altos
niveis de glicose estao relacionados a exacerbacéo da resposta inflamatoria a partir
da ativacdo de macrofagos e inducéo da liberagcéo de citocinas inflamatorias (Dasu et
al., 2008; Jafar et al., 2016), dessa forma, a avaliagdo dos efeitos desse acgucar rico
em glicose no contexto da periodontite torna-se pertinente. Entretanto, ainda nao
existem trabalhos avaliando os efeitos da glucose de milho sobre os marcadores

inflamatorios nos tecidos periodontais.
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Nesse sentido, a avaliagdo da expressdo génica em resposta a acdo de
estressores sobre o sistema biolégico possibilita a predicdo da toxicidade antes
mesmo da ocorréncia do dano funcional (Zhou et al., 2009). Contudo, o impacto do
consumo cronico dos AA sobre a expressao génica de iINOS no tecido gengival
permanece desconhecido.

Assim, este estudo é precursor na avaliacdo dos possiveis efeitos do consumo
cronico da glucose de milho sobre a expressao génica da iNOS no tecido gengival e
sobre parametros 0sseos relacionados a reabsorcdo 6ssea alveolar em ratos com
periodontite espontanea, visando a uma investigagdo mais direta de mecanismos
associados aos efeitos do consumo de AA no periodonto e no processo de progressao
da periodontite.
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2. METODOLOGIA

2.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (Rattus norvegicus albinus) com 1 més de
idade, provenientes do biotério do Centro Universitario do Maranhdo (UNICEUMA).
Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais e receberam uma ragéo
comercial padronizada (Nuvilab, Brasil) e agua ou bebida contendo glucose de milho
ad libitum durante o periodo em que estiveram acondicionados no biotério. A
temperatura da sala foi mantida a 22 °C, sob ciclo de iluminagéo claro/escuro de 12/12
horas. A manipulacdo dos animais seguiu as recomendacdes e diretrizes do ARRIVE
(Animals in Research: Reporting In Vivo Experiments) (Kilkenny et al., 2012). O estudo

foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais local (protocolo nimero 30/19).

2.2. Periodo Experimental

Para avaliacdo dos efeitos do consumo da glucose de milho sobre o periodonto
dos animais sujeitos ao desenvolvimento da periodontite espontanea (Oballe et al.,
2014), foram utilizados 16 animais, distribuidos em gaiolas individuais. Apés o periodo
de adaptacdo de uma semana, os mesmos foram divididos, aleatoriamente, em dois
grupos (n=8 animais/grupo): 1) Grupo Controle: realizou consumo diario de agua
filtrada (placebo), disponivel em bebedouro; 2) Grupo AA: realizou consumo de bebida
contendo glucose de milho (Arcolor, Brasil) a 30% em bebedouro. A solucao foi
preparada utilizando-se 30 g do produto comercial dissolvido em 100 mL de agua,
tendo sido administrada, por 24 horas diarias (Kanuri et al., 2011), em bebedouro.

Apoés 9 semanas de periodo experimental (Kovacevic et al., 2017) (Figura 1), 0os
animais foram eutanasiados por inducdo de anestesia profunda, e os tecidos
gengivais em torno dos molares inferiores direitos foram coletados e armazenados em
RNAlater (Sigma®), a -80 °C, até as avaliacGes subsequentes de andlise de expressado
génica. As hemimandibulas direitas foram armazenadas em formaldeido 10% para
posterior avaliacdo da reabsorcdo Ossea alveolar por tomografia micro-
computadorizada.

A organizacao cronolégica do periodo experimental est4 expressa na Figura 1. O
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peso e o consumo de racéo/bebida foram aferidos semanalmente.

Pesagem + Avaliagao da mgestdo de alimentos’bebidas

1

Periodo de adaptagdo Aguaou AA (em bebedouro)

f—l .
1
| | :
f f T T T T T T T
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L r J

Eutandsia

Coleta de tecido
gengival e
hemimandibmias

Figura 1. Organizacao cronoldgica e periodo experimental utilizados no estudo.

2.3. Ensaio de reacdo em cadeia da polimerase da transcri¢cao reversa em

tempo real (RT-qPCR) para detec¢céo da iNOS

Os tecidos gengivais coletados foram submetidos a extracdo do RNAm total
utilizando-se o Kit RNAeasy (Qiagen) e um extrator automatico (Tissue Lyser LT,
Qiagen). O RNA foi quantificado em espectofotbmetro NanoDrop Lite (Thermo
Scientific™). Para a avaliagdo da expressao génica do RNAm de iNOS no tecido
gengival, foi utilizada a técnica de RT-qPCR. Para tanto, as amostras foram tratadas
com DNase e, depois, levadas a transcriptase reversa usando-se 200 U de
Superscript |l para se obter o cDNA. Os ensaios de RT-gPCR foram realizados em
placas de 96 pocos utilizando DNA em fita dupla no QuantStudio™ flex em tempo real.

As sequéncias dos primers e seus comprimentos, utilizadas para amplificacdo do
RNAmM dos genes iNOS e GAPDH (controle interno), foram (Branco-de-Almeida et al.,
2012): iINOS, sense 5-ACAACAGGAACCTACCAGCTCA-3' e antisense 5'-
GATGTTGTAGCGCTGTGTGTCA-3', 651 bp; GAPDH, sense 5'-
ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’, antisense 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-
3,450 bp. Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Os niveis de expressao

foram calculados pelo método 2-22CT (Schmittgen e Livak., 2008).
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2.4. Avaliacdo de parametros 6sseos tridimensionais por tomografia
micro-computadorizada (micro-CT)

Para a avaliacdo do possivel impacto do AA utilizado na reabsor¢éo 6ssea alveolar
nos animais, foram avaliados parametros 0sseos tridimensionais utilizando-se-se a
micro-CT (Liu et al., 2010; Becker et al., 2018). Foram realizadas as etapas de

escaneamento e mensuracao volumeétrica.

2.4.1. Escaneamento

Esta avaliacdo foi realizada em parceria com o Laboratorio de Radiologia da
Universidade Estadual do Estado do Rio de Janeiro. As hemimandibulas foram
escaneadas no microtomografo SkyScan 1173 (Bruker Micro-CT, Kontich) com os
seguintes parametros de aquisicdo: 114 mA e 70Kv, com filtro de aluminio 1-mm de
espessura, tempo de exposicao de 320 milissegundos, passo de rotacao de 0.4°, 360°
em torno do eixo vertical e matriz de 1120x1120. A resolucéo isotrépica foi de 17.25
pm. As imagens foram reconstruidas utilizando-se o software NRecon (v1.6.1.0;
Bruker, Kontich) com os seguintes parametros de reconstrucdo: 1 de correcdo do
artefato de anel, uma correcédo de endurecimento do feixe de 35% e suavizacéo de 4

para todas as imagens.

2.4.2. Mensuracao volumétrica/ tridimensional (3D)

As mensuracdes volumétricas foram realizadas no programa CTAnN (Bruker, micro-
CT) na vista axial. Inicialmente, para permitir o reconhecimento do osso alveolar, as
imagens foram avaliadas em uma escala de cinza por meio de um histograma de
densidade para obter uma imagem de pixels pretos/brancos apenas. As comparacfes
entre a imagem original e segmentada foram realizadas para garantir a precisao da
segmentacédo, e um histograma de densidade entre 75-255 foi usado para selecionar
0 0sso alveolar. Na mensuracao 3D, uma area de cada hemimandibula foi selecionada
para avaliacdo dos parametros volumétricos. Para cada hemimandibula, a regido de

interesse (ROI) foi padronizada e definida pelos seguintes pontos: apice da raiz mesial
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do primeiro molar (limite apical); area de furca do primeiro molar (limite coronério); raiz
mesial do primeiro molar (limite anterior) e raiz distal do terceiro molar (limite
posterior), conforme descrito anteriormente (Park et al. 2007; Anbinder et al. 2016;
Borkar et al. 2016).

Para consisténcia entre as medidas, as corticais externas e as raizes foram
excluidas. Os contornos da ROI foram realizados em intervalos regulares (a cada 5
slices), ou em intervalos menores dependendo da variabilidade entre os slices (Park
et al. 2007). Em seguida, através do plugin 3D analysis, o volume 6sseo foi obtido. O
programa CTvol (v1.6.6.0, Bruker Micro-CT, Kontich) foi utilizado para reconstrugao
tridimensional dos modelos para visualizar a perda 6ssea. Foram avaliados o0s
seguintes parametros: razao superficie 0ssea/volume 6sseo, porcentagem de volume
0sseo, numero de trabéculas dsseas, espessura trabecular, separacéo trabecular e

fator de padrao trabecular.
2.5. Andlises estatisticas
Foi utilizado o teste t de Student nas comparacfes entre os dois grupos,

considerando-se nivel de significancia de 5%. Foi utilizado o programa GraphPad
Prism, versdo 10.0 (2023) (GraphPad Software Inc., San Diego, United States).
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3. RESULTADOS

3.1. Peso e consumo de bebida e racéo

N&o houve diferencas significativas no peso entre os animais dos grupos controle
e AA durante todo o periodo experimental (P>0,05). Quanto ao consumo diario de
bebida e racdo, ambos foram menores no grupo AA do que no grupo controle (P<0,05,
Figura 2).

Os resultados estéo expressos na Figura 2.

A B c
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Figura 2. Analise comparativa entre 0s grupos experimentais durante o periodo
experimental para as variaveis peso (A), consumo diario de bebida (B) e racéo (C). * P<0.05,

de acordo com o teste t de Student.

3.2. Expressdo do RNAm da iNOS no tecido gengival

A expressdo do RNAmM do gene iNOS foi significativamente maior nos tecidos
gengivais dos animais do grupo AA emrelacdo aos animais do grupo controle (P<0,05,
Figura 3).

Os resultados estao expressos na Figura 3.



27

1500
%) *
e 1
‘@
=
£ 1000~
: T
p=d
o
[=]
=]
ﬁ 500
(1]
4k
a
>
i}

0 —|—s—— T

Controle  AA

Figura 3. Analise comparativa da expressao do RNAm do gene iNOS no tecido gengival

dos animais dos grupos controle e AA. * P<0.05, de acordo com o teste t de Student.

3.3. Avaliacao de parametros 6sseos por micro-CT

As analises microtomograficas revelaram que o grupo AA apresentou fator de
padrdo trabecular significativamente maior em comparagcdo ao grupo controle
(P<0.05, Figura 5F). Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos
na comparacao para os demais parametros (P>0,05; Figura 5A-E).

As imagens representativas das hemimandibulas de ambos os grupos, e a ROI
utilizada para selecionar a area de analise, estédo expressas na Figura 4. Os resultados

estdo expressos na Figura 5.



A Control

28

Figura 4. Hemimandibulas direitas do Grupo Controle (A) e AA (B). Areas de interesse

para medicao volumétrica (ROI) geradas pela andlise de micro-CT 3D do Grupo Controle (C)

e AA (D).
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Figura 5. Resultado da analise comparativa dos parametros tridimensionais avaliados

pela microtomografia computadorizada: Razdo superficie O6sseal/volume 6sseo (A);

Porcentagem de volume 6sseo (B); Numero de trabéculas 6sseas (C); Espessura trabecular

(D); Separacao de trabéculas (E); Fator de padréo trabecular (F). *P<0.05, de acordo com o

teste t de Student.
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4 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que o consumo da glucose de
milho (xarope de milho), um agucar de adicdo amplamente utilizado pela industria e
de alto consumo, resultou em aumento da expressao de iINOS no tecido gengival de
ratos submetidos ao desenvolvimento de periodontite espontanea, em comparacao
ao grupo controle. Esse achado apresenta um dos possiveis mecanismos biolégicos
da associagdo observada entre consumo de AA e inflamagdo periodontal em
humanos. Ainda, houve aumento no fator de padrdo trabecular 6sseo nas
hemimandibulas dos animais, sendo este um parametro microtomografico indicativo
de sinais iniciais de perda 0ssea em doencas osteometabdlicas (Vogel et al., 1989).

Os dados séo pioneiros na avaliacdo do impacto do acucar de adicdo sobre a
expressdo génica da iINOS e parametros 0sseos periodontais, contribuindo para o
conhecimento dos possiveis efeitos deletérios causados por esse padréo de consumo
e fornecendo informacdes importantes para a realizacdo de estudos futuros que
investiguem outros mediadores e parametros inflamatorios relacionados a um padrao
de dieta rico em consumo de AA. Tendo em vista a natureza crbnica e nao
transmissivel da periodontite, considerada a sexta condi¢do cronica mais frequente
no mundo (BRASIL, 2022), o maior entendimento acerca do potencial efeito
inflamatorio dos AA sobre as estruturas periodontais pode contribuir para o
conhecimento acerca dos mecanismos de evolucéo da doenca.

Os AA sdao todos os agucares adicionados durante o processamento de alimentos
e elaboracdo de bebidas, como bolo, péo, refrigerantes e geleias (Cleveland et al.,
1997; WHO, 2015). Seu uso comercial extensivo vem sendo associado ao aumento
da prevaléncia de sindrome metabdlica e exacerbacéo da resposta inflamatéria em
diversos estudos (Wang et al., 2022; Nazir, 2017). Isso se da devido a liberacao de
metabdlitos relacionados ao estresse oxidativo e a inducdo de resposta inflamatoéria
crbnica, perturbando, assim, as funcdes dos tecidos e 6rgaos locais (Zhang et al.,
2017), além de estar associado a maior risco de desenvolvimento de DCNTs (Nazir,
2017; Mai e Jai, 2019; Dinunzio et al., 2020).

Estudos em modelo animal tém relatado efeitos inflamatorios associados ao
consumo de acUcares de adigdo. Tem sido demonstrado que o consumo crénico de

xarope de milho rico em frutose (HFCS), um dos agucares de adicdo mais utilizados
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no mundo, promoveu aumento da expressao génica da iINOS em tecido hepético,
seguido de esteatose hepética e aumento do infiltrado inflamatério (Kanuri et al.,
2011), e aortas de ratos (C. Babacanogluet al., 2013).

No presente estudo, os animais foram expostos diariamente a glucose de milho,
um acgucar de adi¢éo produzido a partir do amido de milho, e amplamente utilizado
para aumentar a viscosidade e transformar a textura dos alimentos, tornando-os mais
cremosos por evitar a cristalizacdo do acUcar quando submetido a maiores
temperaturas, possuindo um papel bem estabelecido como ingredientes-chave na
alimentacao pela industria. A glucose de milho é produzida a partir da hidrélise parcial
do amido de milho, que gera, como produto final, uma mistura de varios acucares,
contendo alguns tipos de oligo e polissacarideos, como as dextrinas, que nao se
cristalizam, garantindo a consisténcia de xarope ao produto. Entretanto, € a glicose o
composto de maior predominancia em sua composicao (Tateo, 1982; Camargo et al.,
1989).

Trabalhos tém demonstrado a influéncia de niveis elevados de glicose sobre a
inducao da resposta inflamatodria. Altas doses de glicose podem, por exemplo, induzir
a producdo de anion superoxido em macrofagos ou mondcitos, levando a sua
ativacdo, além de influenciar na liberacdo de citocinas inflamatdrias de mondcitos,
regulando os receptores do sistema imunolégico inato (Jafar et al., 2016; Al-Khafaji et
al., 2016). O trabalho de Zhang et al., (2019) também demonstrou que altas doses de
glicose promoveram resposta inflamatoria mais agressiva, gerando, assim
agravamento da doenca autoimune induzida em camundongos. Por isso buscou-se
avaliar os efeitos da glucose de milho, um acucar de adicdo rico em glicose, sobre a
expressdo génica de iNOS tecido gengival, e sobre parametros tridimensionais
relacionados a reabsorcdo dssea alveolar.

Os modelos animais de periodontite sdo utilizados para investigacdes sobre
fatores da etiopatogenia da doenca (Struillou et al., 2010) por possibilitarem o controle
de fatores como quantidade ingerida, género e idade, além de anatomia periodontal
da regido de molares semelhante a de seres humanos (Maki, 1990; Branch- Mayset
et al., 2008). Dessa forma, contribuem para a investigacdo de mecanismos biolégicos
gue possam explicar a associagdo entre o consumo de AA e periodontite, observada
nos estudos epidemioldgicos em humanos. Ainda, estudos que avaliam a destruicao
Ossea alveolar desenvolvida de forma espontanea séo indicados por promoverem um

modelo de inflamacdo equivalente ao modelo de inflamacéao crénica encontrado em
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humanos, e vem sendo utilizados para a avaliagdo do possivel impacto de consumo
de bebidas a longo prazo (Oballe et al., 2018; Wagner et al., 2019; Ekici et al., 2021).

Os animais expostos a glucose de milho ou 4gua apresentaram ganho de peso
semelhante durante todo o periodo experimental. Por outro lado, com relacdo ao
consumo diario de bebida e racdo, ambos foram menores no grupo AA do que no
grupo controle, o que sugere a existéncia de uma relacao entre o maior consumo de
glucose de milho e o maior fornecimento de energia e saciedade (Wang et al., 2020).
Isso pode ser explicado visto que a glicose, apos sofrer metabolizacdo hepética,
chega ao musculo esquelético para degradacéo e conversao em energia (Shantope,
2016), produzindo sensacédo de saciedade devido ao aumento do indice glicémico
(Carvallo et al., 2019).

Os resultados demonstraram elevada inducdo da expressao da iNOS no tecido
gengival nos animais expostos a glucose de milho, sugerindo potencial efeito
inflamatorio local do AA, visto que alteracdes na expressao génica de moléculas pro-
inflamatorias podem funcionar como marcadores precoces da resposta inflamatoria
(Zhou et al., 2009). Sabe-se que a iINOS apresenta-se em niveis aumentados com a
progressdo da doenca, colaborando com a regulacdo da acdo de citocinas pro-
inflamatorias (Wang et al., 2019). Nesse sentido, tem sido sugerido que uma maior
expressdo de INOS estd diretamente relacionada a reabsorcdo Ossea alveolar
(Kirkwood et al., 2007; Lappin et al., 2000). Sua expressdo aumentada na presenca
de estimulos proé-inflamatorios esta associada a producédo de maiores quantidades de
NO por um periodo prolongado (Borkar et. al., 2016).

A producédo excessiva de NO promove vasodilatacao local e estimula o aumento
do infiltrado inflamatério, contribuindo com o processo de reabsorcdo 6ssea por meio
da modulacao da osteoclastogénese (Lappin et al., 2000; Borkar et al., 2016). Maiores
niveis de iINOS e NO também podem contribuir com o aumento da perda Ossea
alveolar devido a maior expressdo de MMP-1, enzima que induz degradacdo do
colageno nas superficies 6sseas e a ativacdo dos osteoclastos para a degradacao
Ossea (Lin et al., 2009).

Para a analise da reabsorcédo 0ssea alveolar nos animais, utilizou-se a micro-CT,
método considerado como padréo-ouro na andlise tridimensional do tecido ésseo, por
garantir avaliagdo mais detalhada da microestrutura 6ssea, e que vem sendo
extensivamente utilizado para o estudo do tecido ésseo (Liu et al., 2010; Bagi et al.,

2011; Becker et al.,, 2018). Com excecdo dos parametros densitométricos, o0s
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parametros geométricos do osso podem ser detectados com precisdo através da
micro-CT, como &rea transversal total, area cortical, fracdo de area dssea cortical e
espessura cortical. Além disso, esse método pode fornecer informacdes detalhadas
sobre 0 0sso trabecular, como porcentagem do volume 6sseo, superficie especifica
do osso, espessura trabecular, separacdo 6ssea trabecular e média trabecular
namero de 0ssos (Bouxsein et al., 2010).

Os resultados da andlise microtomogréafica demonstraram um fator de padréo
trabecular significativamente maior nas hemimandibulas do grupo AA em comparacao
ao grupo controle, sugerindo possiveis efeitos nocivos dos AA sobre o tecido ésseo,
visto que a configuracdo tridimensional das trabéculas e sua extensdo de
conectividade sédo importantes para a estabilidade do osso.

O fator de padréo trabecular parece ser capaz de detectar estagios iniciais de
sindromes de perda 0ssea e outras desordens 0sseas acompanhadas de alteracbes
estruturais, mesmo anteriormente as alteracdes drasticas de volume (Vogel et al.,
1989). Embora a glucose de milho ndo tenha levado a uma alteracéo significativa no
volume 0sseo dos animais, estudos sugerem que quanto maior for o fator de padréo
trabecular, menor sera o volume 0sseo (Vogel et al. 1989).

Dessa forma, tal resultado sugere potencial impacto negativo do consumo crénico
do acucar de adicdo sobre o 0 o0sso alveolar, entretanto estudos futuros deveréo
investigar se ha um impacto sobre o processo de reabsorcédo alveolar. Estudos futuros
com o consumo cronico de acgUcares de adicdo também deverdo avaliar a relacéo
entre os diversos parametros 0sseos em modelos adicionais de periodontite
experimental, bem como o0 impacto sisttmico de tais substancias sobre a
microarquitetura 6ssea.

O presente estudo buscou contribuir com o maior entendimento dos mecanismos
relacionados ao potencial inflamatério de um acgucar de adi¢cdo no periodonto, levando-
se em consideracdo que as doencas periodontais atingem grande parte da populacgéo,
com a periodontite sendo importante causa da perda dentaria, além de apresentarem
potencial risco a saude sistémica. Dessa forma, os resultados servem como um alerta
a populacédo e as comunidades médica e odontoldgica, tendo em vista que tais danos
podem ser elevados devido ao facil e amplo acesso da populacdo aos acucares
adicionados em bebidas e alimentos industrializados.

Nesse sentido, a avaliagdo de mecanismos biolégicos relacionados ao potencial

inflamatorio dos aguUcares de adicdo deve continuar sendo explorada em novos
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estudos animais e/ou em estudos clinicos futuros, tendo em vista que é pertinente que
sejam avaliados outros marcadores inflamatérios importantes na progressao da
periodontite. E importante que, além da expressio génica, sejam avaliados também
0s niveis de producdo de tais marcadores inflamatorios, através de avaliacdes
histologicas e de niveis de proteinas especificas nos tecidos gengivais (como as
citocinas pré-inflamatérias), visto que, assim, havera maior seguranca para a
avaliacdo do grau de inflamacao local. Além disso, a avaliacdo morfométrica da perda
Ossea alveolar podera trazer dados complementares para a avaliacdo do grau de
reabsorcdo éssea sofrido pelos animais.
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5 CONCLUSAO

O consumo crénico da glucose de milho, um acucar de adicdo, aumentou a
expressao génica de iNOS no tecido gengival, e promoveu aumento do fator de padréo
trabecular 6sseo nas hemimandibulas de ratos com periodontite espontanea,
sugerindo uma possivel influéncia negativa do acucar de adicdo sobre o processo

inflamatdrio local e impacto na microestrutura trabécular do osso alveolar.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A obtencao de novas informagdes acerca dos efeitos do consumo cronico de
acucares de adicdo sobre a expressdo génica de mediadores da inflamacdo e a
reabsorcdo 0ssea alveolar podera contribuir no ambito da sadde publica, no que se
refere a prevencgéo e ao tratamento da periodontite, levando-se em consideragéo o
elevado consumo de acucares de adicdo pela populacdo, e que as doencas
periodontais atingem grande contingente populacional, sendo a periodontite
importante causa da perda dentaria, além de apresentar potencial risco a saude
sistémica.

Os resultados deste trabalho sugerem que o consumo diario de glucose de milho
gerou maiores taxas de expressdo génica de iNOS, alem de efeitos negativos na
microestrutura 6éssea alveolar, entretanto, novos estudos sdo necessarios para maior
entendimento dos impactos causados pelos agucares de adicdo sobre o 0xido nitrico

e a reabsorcao 0ssea alveolar.
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REVISTA PERIODONTIA reserva todos os direitos autorais do trabalho publicado.
As informa¢des contidas nos originais e publicadas na revista sdo de inteira
responsabilidade do(s) autor(es), nao refletindo necessariamente, a opinidao do
Corpo Editorial da revista ou a posi¢cao da SOBRAPE.

ENVIO DO MATERIAL

Os arquivos abaixo indicados deverao ser submetidos para a Revista Periodontia
pelo site www.sobrape.org.br. - Artigo (Seguir o item “Apresentagao do material” ) -
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ESTUDOS CLINICOS
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clinicos fagam os registros dos mesmos (www.clinicaltrials.gov). Relatos de estudos
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Terceira pagina (pagina 3):

- 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.nim.nih.gov/mesh/MBrowser.html. Nimero de Keywords: maximo 6.

- Sugere-se para autores ndo-nativos que procurem assisténcia com a sua escrita
utilizando instituicbes especializadas como American Journal Experts
(http://www.journalexperts.com)
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Quarta e demais paginas (pagina 4 e demais):

- Introducgéo: é o sumario dos objetivos do estudo, de forma concisa, citando as
referéncias mais pertinentes. Também deve apresentar as hipoteses em estudo e
a justificativa do trabalho.

- Material e Métodos: devem ser apresentados com suficientes detalhes que
permitam confirmagdo das observagdes encontradas, indicando os testes
estatisticos utilizados.

- Resultados: as informagfes importantes do trabalho devem ser enfatizadas e
apresentadas em sequéncia légica no texto, nas figuras e tabelas, citando os testes
estatisticos. As tabelas e figuras devem ser numeradas (algarismo arabico) e
citadas durante a descricdo do texto. Cada tabela deve conter sua respectiva
legenda, citada acima, em espaco duplo, em pagina separada, no final do artigo
depois das referéncias. As figuras também devem estar localizadas em paginas
separadas, no final do texto, porém, as legendas devem estar localizadas a baixo.

- Discusséo: os resultados devem ser comparados com outros trabalhos descritos
na literatura, onde também podem ser feitas as consideracdes finais do trabalho.

- Conclusao: deve responder: objetivamente aos questionamentos propostos.

- Agradecimentos (quando houver): a assisténcias técnicas, laboratorios,
empresas e colegas participantes.

- Referéncias Bibliograficas: Essa secdo sera elaborada de acordo com as
Normas Vancouver (disponiveis em: www. icmje.org), devendo ser numeradas
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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, Mendonca JT et
al. Revascularizacdo do miocardio sem circulacdo extracorpérea: resultados
imediatos. Rev Bras Cir Cardiovasc 1993; 8: 171-176.

Instituicdo 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
indicacao 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.

50



51

Livro:

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

Tese:

1.Brasil LA. Uso da metilprednisolona como inibidor da resposta inflamatoria
sistémica induzida pela circulacdo extracorporea [Tese de doutorado]. Sdo Paulo:
Universidade Federal de S&o Paulo, Escola Paulista de Medicina, 1999. 122p.

Eventos:

1. Silva JH. Preparo intestinal transoperatorio. In: 45° Congresso Brasileiro de
Atualizacdo em Coloproctologia; 1995; Sado Paulo. Anais. S&o 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:
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

Livros:

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 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/postsurg.htm

Tese:

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

Eventos:
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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 Informac¢fes adicionais
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http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform__requirements.html

- Citacdes 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 é
grafada em maidscula, sendo o ano da publicacdo apresentado entre parénteses.
Trabalhos com até dois autores, tém ambos os sobrenomes mencionados no texto,
separados por “&”. Trabalhos com trés ou mais autores, terdo ao longo do texto
mencionado apenas o primeiro seguido da expressao “et al”. Se um determinado
conceito for suportado por varios estudos, para a citacdo desses, devera ser
empregada a ordem cronologica das publicacbes. Nesse caso, 0 ano de

publicacdo € separado do autor por virgula (“,”) e as diferentes publicagbes
separadas entre si por ponto e virgula (;”).

- Declaragédo de conflitos de interesse e fomento: esse é um item obrigatorio
gue deve ser conciso indicando: a) se houve apoio financeiro de qualquer natureza
devendo-se nesse caso mencionar nominalmente a agéncia de fomento e b) se ha
qgualquer tipo de conflito de interesse relacionado a pesquisa em questdao. Em
casos negativos sugere-se o uso da frase

Os autores declaram a inexisténcia de conflito de interesse e apoio financeiro
relacionados ao presente artigo.

- Figuras e Tabelas

As tabelas e figuras deverao ser apresentadas em folhas separadas apés a se¢ao:
Referéncias Bibliograficas (uma tabela/ figura por folha com a sua respectiva
legenda).

Figuras em formato digital (arquivo JPG ou TIFF): Resolucéo de 300 DPIs.

As imagens serdo publicadas em preto e branco. Caso haja interesse dos
autores ha possibilidade de impressdo colorida das imagens, havendo custo
adicional de responsabilidade dos autores.
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CEUMA — UNIVERSIDADE
Reitoria
Geréncias de Graduagiao e Pés-Graduacao
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA UNICEUMA

DECISAO DA CEUA — UNICEUMA SOBRE PROTOCOLO SUBMETIDO

x6
DATA DO RECEBIMENTO: / /2019
N° DO PROTOCOLO: ¥/ 14
N° DO PARECER: @ [ 2414
DATA DO PARECER: 20/05/2019

TITULO DO PROJETO/AULA: Efeitos da ingestdo de um aglcar de adicao sobre tecidos periodontais e
marcadores sistémicos em ratos

CARACTERISTICAS DA AMOSTRA: 36 Rattus norvegicus linhagem Wistar machos, adultos, 1 més/9
semanas de idade pesando aproximadamente 150-250g / 250-350g.

PESQUISADOR/PROFESSOR RESPONSAVEL: Lidio Gongalves Lima Neto

COLABORADORES: Luciana Salles Branco de Almeida, Heloiza Viana Freitas de Melo, Cecilia Claudia Costa
Ribeiro, Caroline da Cruz Corréa, Eduardo Bandeira Sousa Silva.

DECISAO: (X ) APROVADO ( )PENDENTE ( )EXCLUIDO ( )NAO APROVADO

A CEUA-UNICEUMA, em sua funcao de examinar previamente os procedimentos de ensino e pesquisa a
serem realizados na Instituicéo, para determinar sua compatibilidade com a legislacéo aplicavel (Lei. 11794 e
Resolugées do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA). Reuniu-se no dia
15/05/2018, para apreciar a analise do relator da proposta de protocolo n°® 12/18, tendo chegado por votagéo
da maioria dos membros presentes, as seguintes consideragoes:

Consideragdes: O projeto tem como objetivo avaliar os efeitos do xarope de milho rico em frutose (HFCS)
sobre os tecidos periodontais e marcadores sistémicos inflamatérios e bioquimicos em ratos sem e com
doenga periodontal induzida. O experimento realizado seguird todos os quesitos de bem-estar animal
estabelecido pelo guia de cuidados e usos de animais de laboratério do Departamento de Satde e Servigos
Humanos dos Estados Unidos da América (EUA). Para isso, serdao montados dois modelos de doencga
periodontal (DP), um Modelo de PD espontinea que ira utilizar 12 animais com um més de idade. Neste
modelo os animais serdo agrupados em dois grupos com seis animais cada (Grupo HFCS e Grupo Placebo) e
permanecerao sob tratamento por 9 semanas. No Modelo de DP induzida por ligadura, a DP sera induzida,
ap6s anestesia, pela colocacéo de um fio de algodao (ligadura). Seréo utilizados 24 animais com idade de 3
meses distribuidos em quatro grupos com seis animais (Grupo Ligadura + HFCS; Grupo Ligadura + Placebo;
grupo HFCS e Grupo Controle) e permanecerao sob tratamento por 15 dias. Ap6s cada periodo experimental
0s animais seréo eutanasiados e serao coletados saliva, sangue e os tecidos gengivais, além das ligaduras,
hemiacardas madibulares, figado e rins. Os autores nao descreveram o grau de Invasividade. Os animais
serao mantidos em gaiolas que obedeceré ao padréo estabelecido pelo guia de cuidados e uso de animais de



laboratério, onde a gaiola para animais com até 300g precisam ter 4rea do piso/animal de 187,05cm2 e altura
de 45,15 cm. Os animais serdo alimentados com ragéo industrial para ratos oferecida ad libitum agua filtrada e
gaiolas forradas com maravalha. O biotério conta com sistema de exaustdo de ar. Os autores também
descrevem que seréo utilizados cloridrato de cetamina 90mg/kg (IM), cloridrato de xilazina 10mg/kg (IM)) para
anestesia no momento da inducao da DP. O sacrificio apés os periodos experimentais (9 semanas ou 15 dias)

sera por inducéo de anestesia profunda. O projeto possui mérito técnico-cientifico

Conclusao: Aprovado

Com base nos dados fornecidos pelo proponente, a Comisséo, autoriza o protocolo supracitado, devendo o
presente documento ser apresentado a Coordenagido do Biotério, para agendamento do inicio dos
procedimentos.

* Cépia do protocolo segue anexa.

Séo Luis 20/05/2019
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