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RESUMO

A doenca periodontal (DP) € uma condicéo inflamatéria de etiologia infecciosa,
gue acomete os tecidos de suporte dos dentes. Alteracbes na homeostase da
microbiota bucal podem desencadear uma resposta inflamatdria exacerbada,
podendo levar ao comprometimento dos tecidos periodontais. A obesidade é
um problema de saude publica mundial, associado ao excesso no consumo de
gorduras e carboidratos refinados. O aumento do tecido adiposo corporal pode
contribuir para a ativacdo da resposta inflamatéria sistémica, levando a
comorbidades. Alguns estudos demonstraram que pacientes obesos
apresentam maior incidéncia de DP que pacientes eutroficos, entretanto, os
mecanismos ainda ndo sdo bem esclarecidos. Ja foi demonstrado que o
aumento de tecido adiposo € capaz de induzir uma perda 6ssea alveolar similar
a observada em modelo experimental de DP. Assim, o objetivo deste trabalho
foi investigar os mecanismos envolvidos na perda 6ssea alveolar induzida pelo
aumento de tecido adiposo em camundongos, além de avaliar um possivel
papel da microbiota bucal neste processo. Para isto, camundongos foram
submetidos a dietas controle ou rica em lipideos (HF). Camundongos
deficientes para o receptor de leptina (db/db”) também foram utilizados. Os
resultados deste estudo mostram que o aumento de tecido adiposo, por dieta
HF ou por alteracdo genética, induziu o recrutamento de neutréfilos e perda
Ossea alveolar em camundongos, associados a uma dishiose do biofilme bucal.
A deplecado da microbiota bucal pelo uso de CHX preservou a condi¢do éssea
fisiologica. Assim, os resultados mostram que modificacBes na microbiota bucal
e o infiltrado neutrofilico possuem um papel importante na perda 6ssea alveolar

induzida pelo aumento do tecido adiposo.

Palavras chave: Doenca periodontal, obesidade, inflamacéo, dieta hiperlipidica,

camundongos, microbiota bucal.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) is an inflammatory condition of infectious etiology,
which affects the supporting tissues of the teeth. Changes in oral microbiota
homeostasis can trigger an exacerbated inflammatory response, which can lead
to impairment of periodontal tissues. Obesity is a worldwide public health
problem, associated with high consumption of fats and carbohydrates.
Increased body fat tissue may contribute to the activation of the systemic
inflammatory response, leading to comorbidities. Some studies have shown that
obese patients have a higher incidence of PD than eutrophic. However,
mechanisms are still unclear. It has been shown that increased adipose tissue
can induce alveolar bone loss similar of what is observed in an experimental
model of PD. Thus, this study aimed to investigate the mechanisms involved in
alveolar bone loss induced by the increase in adipose tissue in mice, also
assessing a role of the oral microbiota in this process. For this, mice were
submitted to control or high fat (HF) diet. Leptin receptor-deficient mice (db/db -
) were also used. The results show that the increased adipose tissue, through
HF diet or by genetic alteration, induced neutrophils recruitment and alveolar
bone loss in mice, associated with a dysbiosis of the oral biofilm. The depletion
of the oral microbiota by the use of CHX preserved the physiological bone
conditions. Thus, the results show that changes in the oral microbiota and a
neutrophilic infiltrate may play an important role in alveolar bone loss induced

by the increase in adipose tissue.

Keywords: Periodontal disease, obesity, inflammation, high fat diet, mice, oral

microbiota
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1. INTRODUCAO

A cavidade bucal de mamiferos é considerada um ambiente
intensamente colonizado por microrganismos, formando a sua microbiota. No
corpo humano, a composi¢ao da microbiota em cada sitio € bem diversa (Blum,
2017). Estima-se que existam cerca de 100 milhdes de células bacterianas em
um mililitro de saliva humana, em um individuo saudavel, além disso, a
microbiota bucal também é composta por protozoarios, Archaea, virus e fungos
(Deng et al.,, 2017). Esses diferentes microrganisSmos ocupam uma enorme
variedade de sitios na cavidade bucal dos seres humanos e de outros animais
(Curtis, Zenobia, & Darveau, 2011). O banco de dados expanded Human Oral
Microbiome Database (eHOMD) abrange todas as espécies bacterianas
presentes no trato aero digestivo humano, que engloba os tratos digestivo
superior e respiratério superior. O banco de dados contém 771 espécies, sendo
687 da sua versdo anterior, que compreendia apenas espécies da cavidade
bucal. De todas as espécies presentes no banco de dados, 57% sao
oficialmente nomeadas, 13% séao cultivaveis, porém ndo nomeadas; e 30% sao
conhecidas apenas como ndo cultivaveis. Das bactérias cultivaveis, a grande
maioria no banco de dados pertence aos filos Firmicutes, Bacteroidetes e

Proteobacteria.

Os microrganismos da cavidade bucal estdo dispostos em estruturas
organizadas e complexas denominadas biofilmes (Edlund et al., 2018; Marsh,
2004). O biofilme bucal € uma comunidade microbiana Unica no corpo humano,
que contém inimeros microrganismos envoltos por uma matriz composta por
exopolissacarideos, proteinas e &acido nucleico (Solano, Echeverz & Lasa,
2014). Essas estruturas proporcionam protecado aos microrganismos contra
estresses ambientais, sistema imunolégico do hospedeiro e da agédo de
antimicrobianos (Solano et al., 2014). Em homeostase, esses microrganismos
dispostos em biofilmes podem coexistir entre si e com o hospedeiro sem
causar dano (Kolenbrander et al., 2010). Na cavidade bucal, os microrganismos
estdo presentes em diferentes sitios como: mucosas, dorso da lingua, esmalte

dos dentes, superficie radicular exposta, ou superficies sintéticas, como
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proteses. O biofilme dentario esta associado aos dentes e pode ser classificado
com base em sua localizagdo como: supragengival (presente coronariamente
em relacdo a margem gengival) ou subgengival (presente apicalmente em

relacdo a margem gengival) (Kolenbrander et al., 2010).

Em um estado de eubiose, ou seja, na relacdo de equilibrio entre a
microbiota e o seu hospedeiro, a microbiota residente desempenha importantes
papeis como imunomodulacdo (Devine, Marsh, & Meade, 2015) e protecdo
pela competicAo com outros microrganismos nao residentes, dificultando a
colonizacdo por possiveis patdogenos (Dethlefsen, McFall-Ngai & Relman,
2007). Mudancas na homeostase dessa complexa comunidade microbiana,
relacionadas a um desequilibrio na composicdo da microbiota bucal, ou
disbiose, podem ser suficientes para o inicio de um processo inflamatério nos
tecidos periodontais e, consequentemente, o estabelecimento de doencas

como a doenca periodontal (DP) ( Hajishengallis & Lamont, 2012).

A microbiota bucal envolve a presenca de microrganismos mutualistas,
comensais e microrganismos denominados patobiontes (Hajishengallis, 2014).
Patobiontes sdo microrganismos residentes com a capacidade de causar dano
ao hospedeiro dentro de um contexto disbiotico, ou seja, quando h& alteractes
na microbiota homeostatica do biofiilme subgengival. H& também
microrganismos que possuem um papel fundamental na manutencdo da
disbiose na cavidade bucal, conhecidos como microrganismos-chave ou
keystone-pathogen (Hajishengallis, 2014). Em situa¢cdes de homeostase, esses
microrganismos ndo sao diretamente prejudiciais ao hospedeiro, porém, em
disbiose, a presenca de microrganismos-chave pode estar relacionada a
processos patolégicos, uma vez que eles podem favorecer, por exemplo, o
aumento da viruléncia de algum patobionte, além de exercer mecanismos de
patogenicidade que favorecam a exacerbacdo da resposta inflamatéria e
destruicdo tecidual (Hajishengallis, 2014).

1.1 Doencga periodontal
A DP é uma doenca inflamatoria de origem infecciosa, caracterizada
pela destruicdo dos tecidos de suporte dos dentes, incluindo a gengiva, o

ligamento periodontal e o osso alveolar (Savage et al., 2009). Uma nova
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classificacdo foi adotada em 2017, na qual as formas clinicas de DP
previamente denominadas como “periodontite cronica”® ou “periodontite
agressiva” sao agora agrupadas em uma Unica categoria: periodontite

(Papapanou et al., 2018)

A DP é um problema mundial de saude publica (Dumitrescu, 2016),
acometendo cerca de 50% de adultos acima de 30 anos nos Estados Unidos,
sendo a gengivite a forma clinica mais comum (Eke et al., 2012). No Brasil, um
estudo analisando artigos publicados entre 1993 e 2003, mostrou que a
prevaléncia média da DP (incluindo gengivite e periodontite) foi de 91,4%,
sendo que a maioria do grupo amostral apresentava menos de 20 anos de
idade, sem distincdo entre periodontite e gengivite (Chambrone, Lima, &
Chambrone, 2008). Além disso, Oppermann (2007) demonstrou um aumento
da prevaléncia e/ou gravidade da DP em relacdo a alguns fatores como
tabagismo e baixos niveis socioecondmicos (Oppermann, 2007), além de
maiores indices de DP em pacientes obesos (Al-Zahrani, Bissada & Borawski,
2003).

Apontada como a causa mais comum de perda dentéria na populagcédo
adulta (Gasparetto, Chavez & Campos, 2000), a DP pode prejudicar também o
processamento do alimento na cavidade bucal, interferindo nos processos de
mastigacdo e degluticdo, além de trazer prejuizos a fala do individuo e a
estética, acarretando em impactos na autoestima (Papapanou & Susin, 2017).
Além de impactos locais da regido periodontal, a DP esta também relacionada
a diversas outras condicdbes e comorbidades como diabetes, doencas
cardiovasculares, artrite reumatoide, Alzheimer e obesidade (Revisto por
Garcia, Henshaw & Krall, 2001; Dominy et al., 2019).

1.1.1 Quadros clinicos da doenca periodontal
A DP apresenta-se em duas principais formas clinicas: a gengivite e a

periodontite (Figura 1).
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A

Periodonto saudavel Gengivite ' Periodontite

Homeostase

microrganimo/hospedeiro
Biofilme

simbidtico

Inflamag&o moderada
Biofilme subgengival

Osso intacto disbidtico

Intensa
inflamagéo

Reabsorgdo
Ossea

Figura 1. Representacdo esquematica de um tecido periodontal saudavel, com gengivite
ou com periodontite. (1A) tecido periodontal saudavel com uma microbiota homeostatica e a
integridade do osso alveolar. (1B) tecido periodontal com gengivite, mostrando inflamac¢&o no
tecido gengival, com a presenca de uma microbiota disbidtica; (1C) tecido periodontal com
periodontite: é possivel observar, além da microbiota disbidtica, uma intensa inflamagéo
gengival e reabsorcao 6ssea alveolar. Fonte: (Modificado de Hajishengallis, 2015)

A gengivite (Fig. 1B) € o quadro clinico mais comum de DP, manifesta-
se por sinais clinicos classicos como inflamacdo na gengiva marginal aos
dentes, causando inchaco no local e sangramento apds um estimulo mecéanico
(Lushnikova et al., 2012). O aparecimento dos sintomas da gengivite esta
diretamente ligado ao acumulo de microrganismos no biofilme subgengival, o
gue pode resultar em disbiose e inducéo dos sinais inflamatérios caracteristicos
(Eberhard et al., 2013). Os danos teciduais relacionados a gengivite sdo
reversiveis, dependendo do controle mecéanico do biofilme dental, representado
principalmente por higienizacéo regular dos dentes pela escovacao e uso do fio
dental (Chapple et al., 2015).

Assim como na gengivite, a periodontite (Fig. 1C) também relaciona-se a
disbiose do biofilme subgengival, sendo considerada uma doenga mais grave,
gerando lesdo nas fibras colagenas do ligamento periodontal, responsaveis
pela juncdo da gengiva, dentes e o0sso alveolar (Savage et al, 2009). Além
disso, a reabsorcdo do osso alveolar € uma condicdo caracteristica da
periodontite, sendo que em casos mais graves, sem tratamento e

acompanhamento, pode ocorrer a perda do elemento dental (Graves &
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Cochran, 2003). Tanto o tratamento quanto o acompanhamento visam o
controle do biofilme subgengival com a finalidade de interrup¢éo e controle da
progressdo da DP. O tratamento periodontal inclui intervencao profissional nas
bolsas periodontais por procedimentos de raspagem e alisamento radicular,
além de melhoria da higiene bucal (Worch, Listgarten, & Korostoff, 2001).
Entretanto, ndo existe tratamento definitivo para a DP. O controle quimico da
periodontite € recomendado em casos especificos, associados a intervencdes

cirdrgicas ou ndo cirargicas (Worch et al., 2001).

1.1.2 Envolvimento dos microrganismos na patogénese da DP

Socransky e colaboradores (1998) classificaram as comunidades
bacterianas periodontais com base em um sistema de cores, que refletiu a
andlise de agrupamento, a ordenacdo da comunidade e a gravidade da DP
associada (Sigmund , Socransky & Haffajee, 2002; Socransky et al., 1998).
Estes autores agruparam as bactérias relacionadas a DP nos complexos
amarelo, verde, violeta e azul, formados por colonizadores iniciais; complexo
laranja, composto por bactérias como Fusobacterium nucleatum de diferentes
subespécies, Prevotella intermedia e Prevotella nigrescens,
Peptostreptoeoccus micros, Eubacterium nodatum, Streptococcus constellatus
e trés espécies do género Campylobacter. As bactérias do complexo laranja
sdo capazes de facilitar e criar condi¢cdes para a colonizacdo de bactérias do
complexo vermelho, agindo como microrganismos acessoérios, estando, assim,
relacionadas também a DP (Cortelli et al., 2011). Por ultimo, as bactérias do
complexo vermelho sdo Porphyrononas gingivalis, Tannerella forsythia e
Treponema denticola, que possuem uma forte relacdo com a DP, apontadas
até entdo como as principais bactérias relacionadas a periodontite (Socransky
et al., 1998). Além das bactérias descritas por Socransky relacionadas a DP,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), sorotipo b, € uma bactéria
Gram-negativa do filo Proteobacteria, sendo um dos microrganismos mais
associados a periodontite de progressdo rapida, que atinge principalmente
adultos jovens (Henderson, Ward & Ready, 2010).

Tem sido demonstrado, por meio de técnicas mais eficientes e mais

precisas de biologia molecular, como a metagen6mica e metatranscriptdmica,
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que a presenca e atividade dos periodontopatdgenos ndo seriam os fatores
determinantes para a patogénese da DP. O contexto disbiotico do biofilme
dental e a sinergia dos microrganismos do biofilme subgengival tem sido o fator
determinante mais bem aceito (Hajishengallis, 2015). Neste contexto disbidtico,
pacientes com periodontite possuem menor diversidade funcional e taxondmica
da microbiota bucal, contendo uma microbiota disbidtica apresentando

regulacéo positiva de diversos fatores de patogenicidade (Deng et al., 2017).

A DP, portanto, esta associada a disbiose e a indug¢do e manutencdo do
processo inflamatério periodontal, representando um feedback positivo entre
ambos. Neste processo, a disbiose € capaz de gerar um processo inflamatorio
e, com isso, provocar alteragcbes no tecido, que atuam na manutencdo do
processo disbidtico, como demonstrado na figura 2 (Hajishengallis, 2015).
Assim, a resposta inflamatdria representa uma fonte de nutrientes para os
microrganismos do biofilme subgengival pela geracdo de produtos da quebra
tecidual, contribuindo para a manutengéo da disbiose (Hajishengallis & Lamont,
2012).

o Bactérias comensais VAR patobiontes —
(Potenciais patégenos acessorios) ° Inflamacdo

Bactérias comensais ,
& (Incompativeis a inflamag@o) m Patogenos-chave

|Produtos da quebra tecidual I

Loop:
Interagdes Feedback positivo

& cooperativas Colonizagio & _
— Inflamagdo : -

Complemento 1| R
Microbiota
simbidtica

Comprometimento Microbiota
da inflamagdo disbidtica

Células
inflamatérias

Hospedeiro suscetivel

Figura 2. Sucessédo de eventos que culminam em periodontite. Uma microbiota disbiética
gera um processo inflamatério exacerbado, fazendo com que ocorra uma destruicdo do tecido
periodontal, caracteristica principal da periodontite, incluindo a reabsorcdo do osso alveolar de
suporte. A Inflamacdo e disbiose possuem um feedback positivo, uma vez que a microbiota
disbiética pode usar alguns produtos da quebra de tecido causada pela inflagdo, como
nutrientes. Fonte: (Modificado de Hajishengallis, 2015)
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1.1.3 Resposta imunoldgica relacionada a DP

A disbiose da microbiota subgengival é um fator determinante na
patogénese da DP, mas ndo é suficiente para o seu estabelecimento, uma vez
que o processo inflamatdrio e o feedback positivo entre esses dois elementos

sao fundamentais para patogénese da doenca (Hajishengallis, 2015).

Os processos inflamatorios possuem um papel essencial na manutencao
da homeostase tecidual e sistémica. Microrganismos sdo reconhecidos pelo
sistema imune inato de seres humanos por receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs) como, por exemplo, os receptores do tipo Toll (TLRS),
presentes nos macrofagos residentes (Medzhitov, 2010) assim como em outros
tipos celulares. Apos o reconhecimento, pode ocorrer o inicio do processo de

ativacado da resposta imune inata no tecido periodontal (Darveau, 2010).

Uma importante estratégia utilizada pelo sistema imune do hospedeiro
para defesa contra microrganismos potencialmente patogénicos € a producao e
secrecdo de citocinas, que sdo uma familia de proteinas fortemente envolvidas
na regulacdo da resposta inflamatéria (Revisto por Zhang, 2007). J& foram
descritos diversos mediadores inflamatérios com papel na regulacdo da DP
como, por exemplo, as citocinas pré-inflamatérias interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-
8, interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF) (Pollreisz et al.,
2010; Hung et al., 2013). Na DP relacionada a A. actinomycetemcomitans, ja foi
demonstrado diferentes niveis de producao de IFN-y, que tem uma participacao
neste processo (Revisto por Zadeh, Nichols & Miyasaki, 2000). Camundongos
deficientes para a producéo da citocina IFN-y, por exemplo, apresentaram uma
menor perda 6ssea alveolar, mostrando um papel significativo dessa citocina
na patogénese da DP (Garlet et al., 2008). Outros mediadores inflamatorios
possuem papeis importantes na patogénese da DP induzida por A.
actinomycetemcomitans, como o fator inibidor da migracdo de macréfagos -
MIF (Madeira et al., 2012), aléem dos mediadores lipidicos fator de ativacao
plaguetaria — PAF (Madeira et al., 2013) e leucotrieno B4 (LTB4) (Madeira et
al., 2017).
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Em um contexto geral de inflamacdo ndo somente vinculado a DP,
outras citocinas, como IL-10 e o fator de transformagao de crescimento B (TGF-
B), possuem carater anti-inflamatoério, ou seja, possuem papel importante na
regulacdo negativa da resposta inflamatéria (Revisto por Zhang & Na 2007).
Um aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias e diminuicdo na
producdo de citocinas anti-inflamatorias, em determinados locais, combinados
a outros fatores, podem ser fortes indicativos da progressdao do processo

inflamatorio, no contexto da DP ( Revisto por Feng & Weinberg, 2006).

A perda éssea alveolar relacionada a DP esta diretamente ligada a
atividade das células de reabsorcdo Ossea, o0s osteoclastos. Alguns
mediadores inflamatoérios atuam na diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos,
como TNF, IL-18 e IL-17, apresentando um papel essencial na patogénese da
DP (Revisto Hienz, Paliwal & Ivanovski, 2015). RANKL (Receptor activator of
nuclear factor kappa- B ligand) é expresso por osteoblastos, células estromais
da medula Ossea, células T ativadas, células B, fibroblastos, células
endoteliais, condrécitos e células epiteliais mamérias (Kearns, Khosla, &
Kostenuik, 2008). O receptor de RANKL, RANK (Receptor activator of nuclear
factor kappa- B) é expresso nas superficies de osteoblastos e fibroblastos
(Revisto por Hienz, Paliwal, & Ivanovski, 2015). Ambos ja foram reconhecidos
como importantes reguladores da formacao de osteoclastos (Crotti et al., 2003).
Por outro lado, a osteoprotegerina (OPG), um receptor decoy, liga-se ao
RANKL, ndo permitindo a interacdo entre RANK e RANKL. Assim, OPG atua
como um inibidor da diferenciacdo dos osteoclastos, contribuindo para a
manutencdo da homeostase 6ssea (Kearns, Khosla, & Kostenuik, 2018). Um
aumento da razdo RANKL / OPG pode ser um forte indicio de sinalizacdo
celular favorecendo a atividade de osteoclastos e reabsorcédo 6ssea. Na DP ja
foi demonstrado niveis significativamente maiores de RANKL e
significativamente menores de OPG no tecido periodontal de pacientes com
periodontite (Crotti et al., 2003). Algumas citocinas pré-inflamatérias que sdo
produzidas nos tecidos periodontais, em pacientes com periodontite, tais como
TNF e IL-1p, estado relacionadas a maior producdo de RANKL (Hofbauer et al.,
1999).
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1.1.4 Associagéo de DP com outras doencgas

Além dos fatores relacionados aos danos diretamente causados aos
tecidos periodontais na DP, é importante destacar que existem associacdes
descritas entre a DP e outras condi¢bes sistémicas (Revisto por Garcia,
Henshaw & Krall, 2001). H4 estudos que mostram uma relacdo da DP com
cancer (Fitzpatrick & Katz, 2010); artrite reumatoide (Detert et al., 2010;
Queiroz-Junior et al., 2011), pneumonia bacteriana; diabetes (Revisto por
Garcia, Henshaw & Krall, 2001); doengas cardiovasculares (Desvarieux et al.,
2013; Leishman et al., 2012) e obesidade (Al-Zahrani et al., 2003). Ja foi
demonstrado, por exemplo, que pacientes obesos apresentam maior incidéncia
de DP que pacientes ndo obesos, sugerindo que a obesidade seja um possivel
fator de risco para a DP (Al-Zahrani et al.,, 2003), sendo, posteriormente,

também correlacionado como uma comorbidade (Hegde et al., 2019).

1.2 Obesidade

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
um acumulo de gordura corporal anormal ou excessiva, avaliado pelo calculo
do indice de massa corporal (IMC), que pode prejudicar a saude (WHO, 2017).
Além disso, € considerada uma condi¢do crbnica, reconhecida como doenca
pela OMS desde 1985. O célculo do IMC é feito individualmente, utilizando-se a
formula peso (Kg) / altura (m)2. O resultado avalia se o individuo esta abaixo do
peso, no peso “adequado” (eutrdfico) ou acima do peso (obeso). Por essa
definicdo, uma pessoa com IMC acima de 30 é definida como obesa e um
resultado de IMC variando de 25 a 30 indica sobrepeso. Entretanto, o calculo
do IMC pode ser impreciso, pois ndo informa sobre a distribuicdo da gordura
corporal, ou seja, néo reflete o acimulo de gordura visceral e nao distingue
gordura de massa magra (Gurunathan & Myles, 2016). Atletas de alto
rendimento, por exemplo, com grande quantidade de massa muscular,
possuem um IMC similar ao de um individuo obeso, mesmo tendo percentuais
baixos de gordura corporal. Assim, acredita-se que o uso, em maior escala, do
percentual de gordura corporal (PGC) seja um parametro melhor para a

definicdo de obesidade (Gungor, 2014)
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Estimativas da OMS mostram que pelo menos 2,8 milhdes de pessoas no
mundo morrem, a cada ano, devido ao sobrepeso ou obesidade (OMS,
atualizado em outubro de 2017). No Brasil, um estudo de 2018, mostrou que 0
excesso de peso cresceu 30,75% em doze anos (2006 - 2018), chegando a
55,7% em 2018. Além disso, a obesidade cresceu 67,8% em doze anos,
chegando a 19,8% em 2018 (Vigitel Brasil, 2019), o que mostra uma
necessidade crescente de entendimento dos possiveis impactos dessa doenca.
Em outros paises, como nos EUA, ha quase 40% de adultos obesos (Hales et
al., 2017).

1.2.1 Fatores que induzem a obesidade

O balanco energético positivo de um individuo (quando consome-se mais
calorias do que se gasta, com acumulo de energia) é um fator de grande
importancia no ganho de tecido adiposo e, consequentemente na obesidade.
O acumulo de energia nos adipocitos, pelo armazenamento de gordura,
somado a alta quantidade de lipidios no plasma, sao fatores responsaveis pelo
aumento de tecido adiposo. Esse aumento pode estar relacionado ao aumento
de tamanho e/ou do nimero de adipécitos (Alemanya, 2012).

O balanco energético € um reflexo da quantidade de comida e de
quilocalorias ingeridas nas refeicbes de um individuo (Kral & Rolls, 2012). Uma
‘ma” alimentacdo, baseada em alimentos com altas densidades de energia,
como, por exemplo, com altos teores de gordura, leva a maior ingestao de
quilocalorias (Rolls et al., 1999). Além disso, vale ressaltar que a ingestdo de
alimentos ndo é o Unico fator a ser considerado. O balanco energético do
individuo e sua relacdo com a obesidade requer a avaliacdo de outros fatores,
como a frequéncia da pratica de atividades fisicas, sono, ganho de peso
induzido por drogas, disfuncbes endodcrinas, etnia, idade, predisposicdes

geneéticas, infecgdes, politicas publicas, dentre outros (Wright & Aronne, 2012).

O intestino possui uma microbiota das mais diversas do corpo humano
(Costello et al., 2009), modulada principalmente pela dieta (Zhang et al., 2010).
Ha diferencas consideraveis entre a microbiota de um individuo obeso em

relacdo a um individuo eutréfico (Revisto por Miele et al., 2015). Ja foi
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demonstrado que pacientes obesos apresentam menores niveis de
Bacteroidetes e maiores niveis de Firmicutes, quando comparados a pacientes
eutroficos (Bessesen, 2006). Além disso, maiores niveis de enterobactérias

também ja foi demonstrado em pacientes obesos (Peters et al., 2018).

A microbiota intestinal tem sido considerada um importante fator
relacionado & obesidade (Revisto por Zhao, 2013) e estudos mostram, por

exemplo, que:

e Camundongos isentos de microbiota (germ-free), convencionalizados
com fezes de camundongos obesos, aumentaram consideravelmente seus
niveis de adiposidade, apds o processo de convencionalizacdo, sugerindo que
a microbiota pode contribuir para o acumulo de gordura (Turnbaugh et al.,
2008).

e Camundongos germ-free apresentam resisténcia a inducdo da

obesidade pelo consumo de uma dieta rica em lipidios (Backhed et al., 2007).

e Camundongos deficientes para producdo de leptina (ob/ob™), que
desenvolvem obesidade e resisténcia a insulina, apresentaram reversao no
fendtipo de obesidade e resisténcia a insulina, quando tratados com coquetel

de antimicrobianos contendo ampicilina e neomicina (Cani et al., 2008).

1.2.2 Tecido adiposo e adipocinas

Existem dois principais tipos de tecido adiposo: o tecido adiposo marrom
e 0 branco. O tecido adiposo marrom é negativamente relacionado a obesidade
e contribui para o gasto energético, mantendo a temperatura do corpo
constante, além de possuir um papel importante na resposta a mudancas
sistémicas relacionadas ao balanco energético (Gonzalez-Muniesa et al.,
2017).

O tecido adiposo branco é mais conhecido por ser um 0rgédo responsavel
pelo armazenamento do excesso de energia em forma de gordura (Trayhurn &
Beattie, 2001). Alguns aspectos do tecido s&o importantes na sua avaliacao
como: hipertrofia (aumento em tamanho) ou hiperplasia (aumento em namero)

dos adipocitos, fatores regulados por condicbes ambientais e genéticas
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(Revisto por Choe et al., 2016); infiltrado de macréfagos; ativacdo de células

endoteliais e fibrose no tecido (Revisto por Maury & Brichard, 2010).

O tecido adiposo branco tem sido considerado um 6rgdo enddcrino,
atuando também na sintese de compostos biologicamente ativos, tais como as
adipocinas, que sado um grupo de peptideos ou proteinas com atividades
biolégicas relacionadas a imunidade e a homeostase energética e vascular
(Revisto por Maury & Brichard, 2010; revisto por Coelho, Oliveira, &
Fernandes, 2013). A leptina e a adiponectina sdo exemplos de adipocinas
produzidas essencialmente pelo tecido adiposo, enquanto outras adipocinas
podem ser produzidas por outros tipos celulares, incluindo macréfagos (Revisto
por Maury & Brichard, 2010). A adiponectina possui carater anti-inflamatorio e é
negativamente regulada na obesidade (Arita et al., 1999) Essa caracteristica
inclui o fato dessa adipocina ter acdes diretas sobre macrofagos, além de

efeitos indiretos na inibicdo da producao e acdo de TNF (Yokota et al., 2000).

A leptina possui um importante papel na comunicacdo do estado de
saciedade energética do corpo ao sistema nervoso central (SNC), que ira
permitir o gasto energético e suprimir a ingestédo alimentar, regulada pela fome
(Revisto por Bates & Myers, 2003). Ao contrario da adiponectina, a leptina
desempenha um papel pré-inflamatério, a partir da ligacdo ao receptor “LEPR”,
pertencente a superfamilia de receptores de citocinas de classe | (Revisto por
Abella et al., 2017). A leptina é capaz de induzir, em mondcitos, a producédo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-13, TNF e IL-6 (Revisto por Abella et al.,
2017). A citocina TNF, por exemplo, é encontrada em niveis aumentados no
soro de pacientes obesos, porém, em caso de perda de peso, ha
concomitantemente uma diminuicdo nos niveis de TNF (Dandona et al., 1998).
Camundongos db/db”-, que carregam uma mutacdo no gene que codifica os
receptores de leptina, sdo utilizados como modelo de obesidade sem a

necessidade do uso da dieta HF (Bogdanov et al., 2014).

Foi demonstrado que outra adipocina, a quemerina, , também é produzida
em maior quantidade na obesidade (Bozaoglu et al., 2018). Em relacdo ao
impacto da obesidade no metabolismo 6sseo, um estudo demonstrou que a

quemerina € capaz de aumentar a funcdo de osteoclastos (Shapses &
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Sukumar, 2012), com envolvimento na perda éssea alveolar em camundongos
(Ramos-Junior et al., 2017). Entretanto, o papel da microbiota bucal e dos
mediadores inflamatorios nos tecidos periodontais, provenientes do aumento

do tecido adiposo, nos individuos obesos, ainda ndo € bem esclarecido.

2. Justificativa

Tanto a DP quanto a obesidade sédo doencas inflamatérias cronicas. Assim,
h& um crescente interesse pela identificacdo de mecanismos que possam
esclarecer a associacao entre ambas, 0 que mostra a necessidade de estudos
mais esclarecedores com objetivo de aprimorar o entendimento dos processos
patolégicos envolvidos nessa comorbidade, incluindo uma possivel alteracéo
da microbiota bucal. Sabendo-se que pacientes obesos tém maior incidéncia
de DP que pacientes eutréficos, € importante estudar e avaliar o efeito de
causalidade e as relacbes diretas, uma vez que 0S mecanismos biologicos

relacionados ainda ndo foram totalmente elucidados.

3. Hipotese

\

A obesidade induz perda 6ssea alveolar associada a producdo de

mediadores inflamatorios e alteracdes na microbiota bucal.

4. Objetivos

4.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos periodontais induzidos pela obesidade em camundongos

e avaliar o envolvimento da resposta inflamatéria e da microbiota bucal nas

alteracOes observadas.
4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Avaliar o efeito do consumo da dieta HF no osso alveolar:

a. Caracterizar a inducéo da obesidade avaliando o indice de

adiposidade, producéo de leptina e adiponectina.
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b. Avaliar o nivel 6sseo alveolar e parametros inflamatérios nos
tecidos periodontais de camundongos infectados por A.
actinomycetemcomitans, alimentados com as dietas controle ou HF.
4.2.2. Avaliar pardmetros inflamatérios associados ao consumo de dieta HF
no tecido adiposo e na maxila de camundongos.
4.2.3. Avaliar a microbiota bucal de camundongos alimentados ou ndo com
a dieta HF.
4.2.4. Entender o papel da microbiota bucal na perda 6ssea alveolar
associada ao aumento do tecido adiposo, através da deplecdo da
microbiota com o uso de clorexidina:
a. Avaliar o efeito da deplecdo da microbiota bucal na perda éssea
alveolar induzida pelo consumo da dieta HF, além de parametros
relacionados a qualidade 6ssea e parametros inflamatorios.
b. Avaliar alteracdes na microbiota intestinal induzidos pela dieta HF
e 0 uso da clorexidina.
4.2.5. Avaliar alteragbes periodontais e sistémicas em camundongos
deficientes para o receptor de leptina (db/db”).

5. Material e Métodos

5.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 de seis a oito semanas de idade,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG) e camundongos deficientes para o receptor de leptina (db/db™)
fornecidos pelo Laboratorio de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias
Biologica - Universidade Federal de Minas Gerais. Os camundongos foram
mantidos em caixas apropriadas, identificadas, com livre acesso a racao e
agua, em ambiente com temperatura controlada e com ciclos de claro/escuro
de 12 horas. Os camundongos permaneceram durante todo o periodo
experimental no biotério do Laboratério de Interacdo Microrganismo-
Hospedeiro, do Departamento de Microbiologia, situado no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais. Protocolo CEUA Protocolo
n°. 272 /2014
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5.2 Protocolo de inducéo da obesidade

Os camundongos foram submetidos a diferentes tipos de dieta, tendo em

sua composigao:

Ingredientes da racdo AIN-93: Amido de milho Pink ®; Buitil-

hidroxitolueno (BHT) Rhoster®; Bitartarato de colina Rhoster®; Caseina
Rhoster®; Celulose Synth®; Metionina Synth®; Maltodextrina Rhoster®; Mix de
minerais AIN 93M Rhoster ®; Mix de vitaminas AIN93M Rhoster ®; Oleo de
soja Liza®; Sacarose Uniao®

Ingredientes da racdo HF (modificada a partir da racdo AIN-93 para conter 45%

de banha de porco em sua composicdo): Amido de milho Pink®; Banha
Sadia®; Butil-hidroxitolueno (BHT); Bitartaro de Colina Rhoster®; Caseina

Rhoster®; Celulose Synth®; Groselha Cereser®; Metionina Synth®; Minerais
AIN93M Rhoster®; Oleo de Soja Liza ®; Mix de Vit. AIN93M Rhoster®
Ingredientes da racao labina Essence®: Farelo de soja*, milho integral moido,

dextrina, casca de arroz, farelo de trigo, farelo de arroz, 6leo de soja refinado*,
farinha de carne e ossos, farinha de peixe, calcario calcitico, cloreto de sodio
(sal comum), 6xido de magnésio, sulfato de ferro, sulfato de cobre, mondéxido
de manganés, Oxido de zinco, iodato de calcio, sulfato de cobalto, selenito de
sédio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K3, vitamina B1, vitamina
B2, niacina, acido pantoténico, vitamina B6, acido félico, biotina, vitamina B12,
cloreto de colina, lisina, metionina, acido propiénico. Espécies doadoras do
gene: *Agrobacterium tumefaciens e/ou Arabidopsis thaliana e/ou Bacillus
thuringiensis e/ou Streptomyces viridochromogenes e/ou Zea mays.

Apés o inicio da dieta, os camundongos foram pesados uma vez por
semana. Apos 5, 8 ou 12 semanas sob as dietas experimentais, 0s
camundongos foram eutanasiados e foram coletadas amostras de sangue para
analise de adipocinas, tecido adiposo epididimal (TAE), retroperitoneal (TAR) e
tecido adiposo branco mesentérico (TAM). As amostras de tecido adiposo
visceral (TAE, TAR e TAM) foram pesadas e o indice de adiposidade calculado
utilizando a seguinte formula: [(TAE+TAR+TAM) / peso corporal em gramas] X
100
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Camundongos foram separados de forma aleat6ria, em grupos, sendo cada
grupo alimentado com dieta padréao (C) ou dieta HF (HF), por até 12 semanas.
Os grupos foram mantidos em caixas separadas com agua e racao ad libitum.
Ao final de 5, 8 ou 12 semanas, a eutanasia dos camundongos foi realizada e
as amostras de sangue, assim como de TAE, TAR e TAM foram utilizadas para
as analises de calculo do indice de adiposidade. Maxilas foram removidas para
analises de perda Ossea alveolar, producdo de mediadores inflamatorios e

composicdo microbioldgica.

Foram utilizados também camundongos C57BL/6 (WT) e camundongos
deficientes para o receptor de leptina db/db”-. Os camundongos foram mantidos
em caixas separadas, com agua e racdo AIN-93 ad libitum a partir da 82
semana. Apdés 10 semanas de experimentacao, foi realizada a eutanasia dos
camundongos e as amostras de sangue, assim como de TAE, TAR e TAM
foram coletadas para posteriores analises e célculo do indice de adiposidade.
As maxilas também foram removidas para andlises de perda 6ssea alveolar e

producdo de mediadores inflamatdrios.

5.3 Abordagem experimental

Inicialmente os camundongos foram separados em dois grupos, sendo
cada grupo alimentado com dieta padréo (C) ou dieta HF (HF). Os grupos
foram mantidos em caixas separadas com agua e racao ad libitum, até que ao
final de 8 semanas, foi feita a infeccdo utilizando A actinomycetemcomitans. A
partir de entdo, os grupos foram separados em grupos de animais alimentados
com a dieta controle ndo infectados (C) ou infectados (Aa), além de grupos de
animais alimentados com a dieta HF n&o infectados (HF) ou infectados
(HF+Aa). Ao final de 12 semanas, os camundongos foram eutanasiados e 0s

tecidos coletados para analises (Fig. 3A).

Posteriormente, os camundongos foram separados em dois grupos,
sendo cada grupo alimentado com dieta padrdo (C) ou dieta HF (HF) e
eutanasiados nos tempos de 5, 8 ou 12 semanas de experimentacao, quando
camundongos foram eutanasiados e os tecidos coletados para analises (Fig.
3B).
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Em uma préxima etapa, camundongos WT foram separados em dois
grupos. Inicialmente, até as 8 semanas de experimentacdo, foram separados
nos grupos alimentados com dieta padréo (C) ou com dieta HF (HF). Apds 8
semanas, os camundongos sob dieta HF foram divididos em dois novos
grupos: i) o grupo que recebeu tratamento tdépico de CHX e ii) 0 grupo sem
tratamento com CHX. Ao final del2 semanas de experimentacdo o0s
camundongos foram eutanasiados e os tecidos coletados para analises (Fig.
30).

Posteriormente, utilizamos camundongos C57BL/6 (WT) e camundongos
deficientes para o receptor de leptina db/db”-. Os camundongos foram mantidos
em caixas separadas com agua e racao ad libitum. Apés 8 semanas, 0s
camundongos passaram a receber a racdo AIN-93, que se manteve até 10
semanas, quando foi realizada a eutanasia e os tecidos foram removidos para

analises (Fig. 3D)
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Figura 3- Esquema representativo do desenho experimental deste estudo. (A) Desenho
experimental de analises dos grupos controle e HF em diferentes tempos de dieta; (B) Analises
dos grupos infectados ou ndo com A actinomycetemcomitans alimentados com dieta HF ou
controle. (C) Anadlises de animais alimentados com dieta controle, HF nédo tratados, ou HF
tratados com CHX. (D) Analises de animais WT ou animais db/db.

5.4 Indug&o do modelo experimental de DP

A amostra de A actinomycetemcomitans FDC Y4 (ATCC 43718) sorotipo
b, obtido da colecdo de micro-organismos do Laboratorio de Interacdo
Microrganismo-Hospedeiro, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, foi
cultivado por em meio TSA (Tryptic Soy Agar - Acumedia) acrescido de 0,5%
de extrato de levedura, sendo incubada em microaerofilia, a 37°C por 48 horas.
Posteriormente, o microrganismo foi transferido para um tubo contendo 5 mL
de meio TSB (Tryptone Soya Broth - Oxoid®) acrescido de 0,5% de extrato de
levedura (Biobras Diagnosticos) e mantidos por mais 24 horas a 37°C, também
em microaerofilia, utilizando jarras de vidro. Apés 24 horas em meio TSB, as
amostras foram centrifugadas (7.500 rpm/1125 g por 5 minutos a 25°C) e o
sedimento suspenso em PBS para obtengdo da suspensdo com absorbancia

correspondente a 1x10° UFC/mL, utilizando OD de 560 nm, como descrito por
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Madeira et al. (2012). Foi adicionado 1,5% de carboximetilcelulose a solucao
para que o liquido inoculado obtivesse um aspecto mais viscoso, facilitando a
permanéncia e consequente colonizacdo do microrganismo na cavidade bucal

do camundongo.

Os animais receberam 100 uL de um inéculo contendo 1x10° UFC/mL,
diretamente em sua cavidade bucal com o auxilio de uma micropipeta. Apos o
procedimento, os animais foram submetidos a um jejum de 30 minutos sem
dgua e 4 horas sem racdo para que fosse facilitada a colonizacdo do
microrganismo inoculado na cavidade bucal. Este procedimento foi repetido
apos 48 e 96 horas, totalizando 3 dias de inoculacdo. Os animais do grupo
controle receberam 100 pL de PBS contendo 1,5% de carboximetilcelulose de
maneira semelhante ao protocolo descrito para o grupo infectado. 30 dias apos

o0 Ultimo dia de inoculacéo, foi realizada a eutanasia dos camundongos.

5.5 Deplecao da microbiota bucal

A deplecdo da microbiota bucal dos camundongos obesos foi realizada
com o uso de solucdo de digluconato de clorexidina (CHX) 0,12%, acrescida
com 2% de carboximetilcelulose, diretamente na cavidade bucal. O tratamento
foi realizado de forma tépica, em camundongos alimentados com a dieta HF, e
aplicado com o auxilio de um pincel. O procedimento foi realizado a cada 48
horas, tendo inicio na oitava semana de experimentagéo, sendo finalizada na
122 semana, dois dias precedentes a eutanasia. Os grupos foram identificados
como: camundongos alimentados com a dieta padrdao (C), camundongos
alimentados com a dieta HF (HF) e camundongos alimentados com a dieta HF
sob tratamento com clorexidina (HF + CHX). Ao final do periodo experimental,

os tecidos foram coletados para analises posteriores.

5.6 Medida da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

A avaliacado da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi utilizada
para avaliar indiretamente a presenca de neutréfilos nos tecidos periodontais.
Este protocolo foi realizado segundo descrito por Madeira et al. (2012). Para

isso, hemimaxila de camundongos de cada grupo experimental foram
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removidas ap0s a eutanasia e armazenadas a -20°C, até a realizacdo do
ensaio. O tecido foi homogeneizado em tampéao (19 mL para 1 g de tecido) pH
4,7 (0,AM NaCl, 0,02M NaPO4, 0,015M NaEDTA), centrifugado a 10.000
rpm/1500 g por 10 min, 4 °C, descartando-se o sobrenadante. Apos o
procedimento, o precipitado foi submetido a lise hipoténica (15 mL de solucéo
0,2% de NaCl durante 30 segundos, seguida pela adicdo de igual volume da
solucdo contendo 1,6% de NaCl e 5% de glicose). Apds centrifugacao, foi
descartado o sobrenadante e o precipitado suspenso em tampao 0,05 M
NaPOs (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB)
e homogeneizado. Aliquotas da suspensdo passaram por trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liqguido e foram,
sucessivamente, centrifugadas por 15 min a 10.000 rpm/1500 g, 4 °C,
coletando-se o0 sobrenadante para o ensaio enziméatico. A atividade de MPO foi
medida por mudancas da densidade Optica (DO) a 450 nm usando
tetrametilbenzidina (1,6 mM) e H202 (0,5 mM). Os resultados foram expressos
em unidades relativas com base em uma curva padrdao de numeros de
neutréfilos versus a densidade Optica do sobrenadante do tecido com

neutroéfilos do peritbnio de camundongos, processados da mesma maneira.

5.7 ELISA

O ensaio imunoenzimatico ELISA foi utilizado para quantificar os niveis das
citocinas IL-18, IL-6, IL-10, IL-17, e fator de necrose tumoral (TNF); quimiocinas
CXCL1 e CCL2; além das adipocinas leptina, adiponectina, quemerina e
resistina nos tecidos periodontais e no soro de camundongos. Para isso, as
maxilas foram maceradas, utilizando-se um homogeneizador, em uma solucéo
inibidora de proteases [NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino
0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzet6énio 0,1 mM;
EDTA 10 mM; 20 Ul de aprotinina, preparada a partir de uma solucdo de
tampéao fosfato (NaCl 8 g, KCI 0,2 g e NazHPO4.12H20 2,89 g diluidos em 1 L)],
na concentracdo de 1 mL para cada 100 mg de tecido. Apés a maceracao, a
solucéo resultante foi centrifugada a 10000 rpm por 10 minutos, a 4°C e o

sobrenadante foi separado para a dosagem das citocinas de interesse,
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utilizando kits comerciais (R&D Systems Europe Ltd., Abington, UK). Foram
seguidas as instrucdes do fabricante para a realizacdo dos ensaios e a leitura
foi feita a um comprimento de onda de 490 nm em espectrofotdmetro (Biotek
mQqx200).

5.8 Avaliacdo da perda 0ssea alveolar

Apoés a eutanasia, pecas cirirgicas maxilares contendo os processos
alveolares, dentes e palato duro dos animais de cada grupo foram removidas e
separadas em hemiarcadas, pela ruptura da sutura palatina. As pecas
destinadas a avaliacdo da perda Gssea alveolar foram mantidas em peroxido
de hidrogénio (H202) 30 volumes, diluido em igual volume de agua destilada,
durante 24 horas. Apés este periodo, o tecido mole foi removido
mecanicamente e as maxilas foram lavadas em agua destilada e deixadas para
secar em temperatura ambiente, conforme descrito por Madeira et al. (2012).
ApoOs o processamento, as maxilas foram coradas utilizando-se solucdo de azul
de metileno 0,3%. As faces palatinas dos molares foram fotografadas
utilizando-se uma lupa e uma céamera (Kodak EasyShare C743, Manaus,
Brasil). A perda 0ssea alveolar foi mensurada, como descrito por Madeira et al.
(2012). Para cada camundongo, o nivel 6sseo alveolar foi determinado pela
demarcacao da area entre a regido da juncdo cemento-esmalte (JCE) e crista
Ossea alveolar (COA), na face palatina do primeiro molar superior, utilizando-se
o software Image J, conforme descrito por Madeira et al. (2012). Para cada
animal, a perda éssea alveolar foi analisada em duplicata, considerando a

média entre duas medidas da area demarcada, em mm?Z.

5.9 Micro tomografia computadorizada (micro-CT)

Os ossos maxilares foram escaneados usando um sistema de microCT
(Skyscan 1176 X-Ray microtomograph, Aartselaar, Belgium) e um software CT-
Analyser (Skyscan, Belgium). Escaneamentos de alta resolucdo foram
realizados (50 kV, filtro de aluminio de 0,5 mm, &ngulo de rotagdo de 0.5°). A
area de furca da raiz do primeiro molar superior foi avaliada para analise da

espessura trabelular (Tb.Th), espacamento trabecular (Tb.Sp), densidade
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mineral Ossea (BMD), volume 6sseo (BV) e porcentagem de volume

0sseo/volume total (BV/TV%).

5.10 Avaliacdo de espécies bacterianas na cavidade bucal por
hibridizacdo DNA-DNA

Amostras de maxilas foram recolhidas e imediatamente colocadas em
microtubos de 1,5 mL, congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C. A
avaliacédo foi realizada em colaboragéo com a Profa. Poliana Mendes Duarte da
Universidade de Guarulhos. Para o processamento, as amostras foram
maceradas utilizando um homogeneizador, em uma solucdo de Tris+tEDTA. O
processo de extracao de DNA foi realizado conforme o protocolo descrito pelo
“Genomic DNA Purification kit” (Thermo Scientific). Cada amostra teve o seu
DNA quantificado e enviado para analises. Sondas de DNA genbémico de 40
espécies bacterianas foram hibridizadas em canaletas individuais do
Miniblotter. Apds a hibridizacdo, as membranas foram lavadas e as sondas de
DNA, detectadas por quimioluminescéncia. Nas duas Ultimas canaletas de
cada corrida foram colocados padrdes de concentracées de 10° e 10° células
de cada espécie. A sensibilidade do ensaio foi ajustada para permitir a
deteccdo de 10* células de uma determinada espécie, ajustando-se a
concentragdo de cada uma das sondas de DNA. Os sinais foram convertidos
em cédigos por meio de comparag¢des com as canaletas padrao na membrana.
Subsequentemente, os codigos foram convertidos em contagens absolutas
(Socransky et al. 1994; Mestnik et al. 2010).

5.11 Avaliagdo da microbiota intestinal

As amostras de fezes de camundongos foram coletadas ao final dos
periodos de 8 ou 12 semanas do inicio do periodo de experimentacdo
com a finalidade de avaliar uma possivel alteragcdo da microbiota intestinal
induzida pelo consumo da dieta HF e tratamento com a CHX. As amostras
coletadas foram diluidas em NaCl 0,9% p/v e cultivadas em meio MacConkey
por 24h a 37°C em aerobiose. Ap6s o tempo de incubacgdo foi realizado a

contagem das unidades formadoras de colbnia e multiplicado pela diluicdo
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utilizada, para encontrar o numero de unidades formadoras de colénia por

grama de fezes.

5.12 Anélises estatisticas

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 5
(GraphPad Inc.,San Diego, CA, USA). One way ANOVA foi empregado,
seguido do teste de Student-Newman-Keuls. Na comparacéo entre dois grupos
foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos
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6. Resultados

Para caracterizacdo do modelo de inducdo de obesidade pelo uso da
dieta HF, foram avaliados o ganho de peso e o aumento de adiposidade, que
caracterizam o modelo. Os resultados mostram que camundongos alimentados
por 12 semanas com a dieta HF apresentaram ganho significativo de
adiposidade quando comparado aos animais do grupo alimentado com a dieta
labina (Fig. 4A). Além disso, foi possivel observar também um aumento
significativo de leptina (Fig. 4B) e diminuigéo de adiponectina no soro, induzido
pelo consumo da dieta HF, durante este periodo (Fig. 4C).

Para avaliar o curso da DP em camundongos alimentados ou ndo com
dieta HF, grupos de animais foram infectados com A. actinomycetemcomitans.
Os resultados mostram que camundongos infectados com o
periodontopatdégeno, sob dieta padrdo, apresentaram uma perda 0ssea alveolar
significativa, quando comparados aos grupos de camundongos néo infectados
(Fig. 4D; 4E). Camundongos infectados e alimentados com dieta HF
apresentaram perda Ossea alveolar significativa, de maneira similar aos
camundongos infectados, sob dieta padrdo (Fig. 4D; 4E). Curiosamente,
camundongos nao infectados e alimentados com dieta HF apresentaram uma
perda Ossea alveolar significativa, quando comparados aos camundongos nao
infectados sob dieta padrdo e de maneira similar aos animais infectados com

A. actinomycetemcomitans (Fig. 4D; 4E).

Andlises de parametros inflamatorios nos tecidos periodontais
mostraram que os camundongos infectados, sob dieta HF, apresentaram uma

maior atividade da enzima MPO (Fig. 4F) e menores niveis de IL-10 (Fig, 4G).

N&ao houve diferencas nas razdées RANKL/OPG nos grupos avaliados
(Fig. 4H), porém foi observada uma correlacdo positiva entre o indice de

adiposidade e a perda Ossea alveolar em animais ndo infectados (Fig. 4l)
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Figura 4. Avaliacdo de parametros metabdlicos relacionados a dieta HF e de parametros
periodontais relacionados a dieta HF, associada ou n&do a inoculagdo de A.
actinomycetemcomitans. (A) Andlise do indice de adiposidade associado ao consumo das
dietas labina ou HF (B) Dosagem de leptina no soro de animais sob os diferentes tipos de
dieta. (C) Dosagem de adiponectina no soro de animais sob os diferentes tipos de dieta. (D)
Perda Gssea alveolar mensurada em animais alimentados com a dieta controle ndo infectados
(C) ou infectados (Aa), além de animais alimentados com a dieta HF ndo infectados (HF) ou
infectados (HF+Aa). (E) Imagens representativas da perda 6ssea alveolar avaliada nos grupos
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experimentais, em que a barra representa 1 mm. (F) Atividade da enzima mieloperoxidase (G)
Quantificacdo da citocina IL-10. (H) Razdo RANKL/OPG. (l) Correlagdo entre indice o de
adiposidade e a perda 6ssea alveolar em animais néo infectados. * p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle.

Tendo em vista que camundongos alimentados com dieta HF
apresentaram perda 6ssea alveolar significativa e sabendo-se que a dieta HF
foi padronizada a partir de uma modificagcdo da dieta AIN-93, objetivou-se
avaliar se a composicdo da dieta controle poderia interferir nos resultados
encontrados. Para isso, grupos de camundongos foram alimentados com dieta
controle, AIN-93 ou dieta HF (utilizando dieta AIN-93 como base).

Os animais alimentados com dieta HF apresentaram ganho significativo
de peso quando comparados aos animais alimentados com dieta labina ou
AIN-93 (Fig. 5A). Além disso, nao foi observado um aumento de adiposidade
entre 0s grupos alimentados com a dieta controle ou AIN-93 (Fig. 5B).
Comparativamente, os camundongos sob dieta HF apresentaram aumento

significativo no indice de adiposidade (Fig. 5B).

Nos tecidos periodontais de camundongos sob dieta HF foi observado
um aumento da enzima MPO, quando comparados ao grupo alimentado com
dieta controle (Fig. 5C). Nao houve diferenca significativa na quantificacdo de

MPO entre os grupos alimentados com dieta controle ou AIN-93 (Fig. 5C).

Em relacdo a possiveis alteracdes sistémicas, foi realizada a contagem
total e diferencial de leucdcitos no sangue dos camundongos. Os resultados
mostram que nao houve diferencas nestes parametros, nos diferentes grupos
experimentais (Fig. 5D, 5E e 5F). Sendo assim, a racdo Labina foi utilizada

como dieta controle nos demais experimentos.
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Figura 5. Comparativo de parametros entre animais alimentados com as dietas labina,
AIN-93 ou HF. (A) Peso corporal (B) Indice de adiposidade (C) Atividade da enzima MPO, (D)
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Contagem total de leucécitos. (E) Contagem diferencial de células mononucleares do sangue.
(F) Contagem diferencial de células polimorfonucleares do sangue. * p < 0,05 em relagdo ao
grupo de animais alimentados com dieta Labina.

Foram avaliados os efeitos sistémicos e periodontais induzidos pelo
consumo da dieta HF nos tempos de 5 ou 8 semanas. Foi observado que
camundongos alimentados com a dieta HF por 5 ou 8 semanas apresentaram
um aumento significativo do indice de adiposidade quando comparados aos
seus respectivos controles (Fig. 6A). Além disso, apds 5 semanas, a dieta HF
induziu um aumento de MPO nos tecidos periodontais, quando comparado ao
seu respectivo controle (Fig. 6B), ndo havendo diferencas neste mesmo

pardmetro ap6s 8 semanas.
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Figura 6. indice de adiposidade e analise de MPO na maxila de animais alimentados com
dieta controle (C) ou dieta HF (HF) nos periodos de 5 ou 8 semanas. (A) indice de
adiposidade. (B) Atividade da enzima MPO. * p < 0,05 com relagdo ao grupo de animais
alimentados com dieta Labina.

Apoés 5 semanas, camundongos sob consumo da dieta HF apresentaram
diminuicdo dos niveis de TNF (Fig. 7A), IL-10 (Fig. 7B) e CXCL1 (Fig. 7C) no
tecido adiposo, quando comparados a camundongos alimentados com a dieta
controle. Um resultado similar foi observado para as citocinas IL-10 (Fig. 7B) e

CXCL1 (Fig. 7C) no tempo de 8 semanas. Neste mesmo tempo experimental,
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ndo foi observada alteragdo na producéo de TNF (Fig. 7A). Apos 12 semanas
sob dieta HF nao foram observadas alteracbes nos niveis das citocinas
avaliadas (Fig. 7A, 7B e 7C).
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Figura 7: Alteragdes dos niveis de citocinas no tecido de adiposo de animais
alimentados com dieta controle (C) ou dieta HF (HF) nos periodos de 5, 8 ou 12 semanas.
(A) TNF, (B) IL-10 (C), CXCL1 * p < 0,05 com relagdo ao grupo de animais alimentados com
dieta controle correspondente ao mesmo periodo analisado.
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Sabe-se que alteracbes em parametros inflamatérios podem induzir
mudancas na composicado do biofilme bucal (Hajishengallis & Lamont, 2012).
Sendo assim, avaliamos se a dieta HF poderia induzir altera¢cdes na microbiota
bucal dos camundongos. A analise de 40 espécies da microbiota bucal mostrou
que o consumo da dieta HF, ap6s 12 semanas, ndo alterou a quantificacdo de
bactérias dos filos Firmicutes (Fig. 8A) ou Actinobacteria (Fig. 8B). Entretanto,
dentre as espécies avaliadas dos filos Fusobacteria, Bacteroidetes e
Proteobacteria, foi possivel observar um aumento  significativo,
respectivamente, de duas subespécies de Fusobacterium nucleatum (Fig. 8C);

Prevotella nigrescens (Fig. 8D) e Neisseria mucosa (Fig. 8E).
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Figura 8 Analise microbioldgica de tecidos periodontais de animais alimentados com
dieta controle (C) ou HF (HF). (A) Espécies do filo Firmicutes; (B) Espécies do filo
Actinobacteria; (C) Espécies do Fusobacteria; (D) Espécies do filo Bacteroidetes; (E) Espécies
do filo Proteobacteria. * p < 0,05 com relacdo ao grupo de animais alimentados com a dieta
labina correspondente ao mesmo microrganismo analisado.
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Diante das alteragbes observadas, foi realizada a deplecdo da
microbiota bucal de camundongos, por aplicacéo topica de CHX 0,12% em gel.
Os resultados mostram que o tratamento com CHX néo alterou o ganho de
adiposidade induzido pelo consumo de dieta HF (Fig. 9A). Por outro lado,
camundongos alimentados com dieta HF e tratados com CHX néo
apresentaram perda 6ssea alveolar significativa (Fig. 9B) e nao foi observado
aumento do influxo de neutréfilos (MPO), quando comparados ao grupo sob
dieta HF e nao tratado com CHX (Fig. 9C), reforcando um importante papel da
microbiota em disbiose no fenétipo de perda 6ssea alveolar, associado ao

consumo de dieta HF.
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Figura 9. Pardmetros avaliados em animais sob as dietas controle (C), HF (HF) ou HF
tratados com CHX (CHX). (A) Avaliacdo do indice de adiposidade; (B) avaliacdo da perda
Ossea alveolar; (C) avaliagdo da atividade da enzima MPO; (D) Imagens representativas da
perda 6ssea alveolar. Barra = 1 mm. * p < 0,05 com relagdo ao grupo de animais alimentados
com a dieta labina. #p < 0,05 em relacdo ao grupo HF

Os resultados das analises das maxilas por micro-CT mostram que o

consumo de dieta HF por 12 semanas induziu diminuicdo significativa da
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densidade mineral 6ssea, quando comparados aos camundongos alimentados
com dieta controle (Fig. 10A). Camundongos sob dieta HF, que foram tratados
com CHX, apresentaram niveis similares de densidade mineral 6ssea, quando
comparados aos animais alimentados com dieta controle (Fig. 10A). Os
resultados mostram também uma correlacdo negativa entre a densidade
mineral 6ssea e o indice de adiposidade (r = -0,9601) (Fig. 10B). As analises
por micro-CT mostram que o consumo de dieta HF induziu uma diminuicdo da
relacdo percentual de volume 6sseo comparado ao volume total da amostra
(Fig. 10C), além da diminuicdo da espessura das trabéculas (Fig. 10D). Em
contrapartida, a dieta HF induziu um aumento dos espacamentos trabeculares
guando comparado aos animais alimentados com dieta controle (Fig. 10E). N&o
foram observadas diferencas significativas entre os grupos quando foram
avaliados o volume ésseo (Fig. 10F), a superficie do tecido analisado (Fig.
10G) ou o0 numero de trabéculas (Fig. 10H).
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Figura 100. Analises de micro-CT da maxila de animais alimentados com dieta controle
(C), HF (HF) ou HF tratados com CHX (CHX). (A) Densidade Mineral Ossea (BMD); (B)
Correlagcdo entre a densidade mineral 6ssea e indice de adiposidade; (C) Volume 6sseo
relativo ao volume total. (BV/TV); (D) Espessura trabécula (Tb.Th); (E) Espacamento trabecular
(Th.Sp); (F) Volume 6sseo; (G) Superficie do tecido; (H) Numero de trabéculas (Th.N). * p <
0,05 em relacdo ao grupo controle. #p < 0,05 em relagdo ao grupo HF.

Os niveis de citocinas nos tecidos periodontais foram analisados e
observou-se reducdo dos niveis de IL-6 (Fig. 11A) e TNF (Fig. 11B) em
camundongos alimentados com dieta HF, quando comparados aos animais
alimentados com dieta controle. Observou-se, nos camundongos tratados com
CHX, niveis similares de IL-6 e TNF, quando comparados aos animais
alimentados com a dieta HF e sem tratamento (Fig. 11A; Fig. 11B). Por outro

lado, somente os animais alimentados com a dieta HF e tratados com a CHX
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apresentaram uma reducdo nos niveis das citocinas IL-17 (Fig. 11C), IL-1

(Fig. 11D) quando comparados aos animais alimentados com dieta controle.
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Figura 111. Quantificacdo de citocinas nos tecidos periodontais de animais sob dieta
controle (C), HF (HF) ou HF tratados com clorexidina (CHX). (A) IL-6; (B) TNF; (C) IL-17; (D)
IL-1B. * p < 0,05 em relagéo ao grupo HF.

Tendo em vista que a microbiota intestinal possui relevante papel na
obesidade (Backhed et al., 2007; Cani et al., 2008; Turnbaugh et al., 2008), foi
realizada uma avaliagdo da microbiota intestinal, além das avaliacdes
periodontais associadas ao consumo de dieta HF. A quantificacdo de
enterobactérias foi utilizada como parametro de alteragdo da microbiota

intestinal. Os resultados mostram que a dieta HF induziu um aumento de
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enterobactérias apds 8 (Fig. 12A; Fig. 12B) ou 12 semanas (Fig. 12C; Fig.
12D). O tratamento com a clorexidina diminuiu significativamente a contagem
de enterobactérias induzido pela dieta HF em ambos os tempos avaliados (Fig

12A; Fig. 12B; Fig. 12C; Fig. 12D).
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Figura 122. Contagem de enterobactérias nas fezes de animais alimentados com dieta
controle (C), dieta HF (HF) ou alimentados com dieta HF tratados com CHX (CHX) nos
periodos de 8 ou 12 semanas. (A) Contagem de enterobactérias em unidades formadoras de
colénias (UFC) no tempo de 8 semanas apés o inicio da dieta experimental. (B) Fotos
representativas das placas de agar MacConkey analisadas para contagem de UFC no periodo
de 8 semanas de experimentacdo. (C) Contagem de UFC no tempo de 12 semanas apds o
inicio da dieta experimental. (D) Fotos representativas das placas analisadas para contagem de
UFC no periodo de 12 semanas de experimentacdo. *p < 0,05 com relagdo ao grupo de
animais alimentados com dieta controle correspondente ao mesmo periodo analisado.

Sabendo da possibilidade de alteracdo de parametros periodontais
devido a composicao da dieta, avaliamos, em outro modelo de obesidade,
utilizando camundongos deficientes para o receptor de leptina (db/db”), se o
ganho de tecido adiposo, independente de dieta, poderia induzir perda éssea
alveolar. Os resultados mostram que, comparativamente aos camundongos
WT, animais db/db”-, fémeas (Fig. 13A) ou machos (Fig. 13B) apresentaram
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perda 6ssea alveolar significativa apos 12 semanas (Fig. 13A e Fig. 13B).
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Figura 133. Analise de perda 6ssea alveolar de camundongos WT ou db/db”. (A) Perda
6ssea alveolar de camundongos fémeas WT ou db/db’- (B) Perda 6ssea alveolar de
camundongos machos WT ou db/db”. (C) Imagens representativas da perda 6ssea alveolar
apresentada pelos camundongos WT ou db/db” fémeas.

Foi possivel observar também que, comparativamente aos
camundongos WT, os camundongos db/db” apresentaram diminuicdo nos
niveis de resistina (Fig. 14A), das citocinas IL-6 (Fig. 14B), IL-1B (Fig. 14C), IL-
17 (Fig. 14D) e TNF (Fig. 14E) nos tecidos periodontais, em comparagao aos
animais WT. Por outro lado, camundongos db/db” apresentaram um aumento
significativo da atividade de MPO (Fig. 14F). Além disso, as analises de
mediadores inflamatoérios e adipocinas nos tecidos periodontais mostraram que

camundongos db/db’- possuem maiores niveis de quemerina, quando
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comparados aos animais WT neste tecido (Fig. 14G), ndo havendo alteracdes

na quantificacdo de adiponectina (Fig. 14H).
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Figura 144. Par&metros inflamatérios de citocinas e adipocinas avaliados nos tecidos
periodontais de camundongos WT (WT) e animais deficientes para o receptor de leptina
(db/db™). (A) Resistina; (B) IL-6; (C) IL-1B; (D) IL-17; (E) TNF; (F) Atividade da enzima
mieloperoxidase; (G) Quemerina; (H) Adiponectina. * p < 0,05 em relagdo ao grupo WT.

Adicionalmente, camundongos db/db’ ndo apresentaram alteracées
sorologicas dos niveis de triglicérides (Fig. 15A), RANKL (Fig. 15B),
adiponectina (Fig. 15C) e resistina (Fig. 15D), quando comparados aos animais
WT. Por outro lado, foi possivel observar um aumento dos niveis de OPG (Fig.
15E), colesterol (Fig. 15F), glicose (Fig. 15G) e quemerina (Fig. 15H) no soro

dos camundongos db/db”- quando comparados aos animais WT.
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Figura 155. Par&metros inflamatorios de citocinas e moléculas relacionadas a
reabsorcdo dssea avaliadas no soro de animais WT (WT) e db/db”. (A) triglicerides; (B)
RANKL; (C) Adiponectina; (D) Resistina; (E) Osteoprotegerina; (F) Colesterol; (G) Glicose; (H)
Quemerina. * p < 0,05 em relacdo ao grupo WT.
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7. Discussao

Alguns estudos transversais ja demonstraram que existe uma
associacao entre a obesidade e a DP (Al-Zahrani et al., 2003; Hegde et al.,
2019), porém néo foi elucidado ainda um mecanismo claro desta comorbidade.
Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o consumo de uma
dieta rica em lipideos induz alteracbes em camundongos, como um aumento
do indice de adiposidade, aumento soroldgico de leptina e diminuicdo de
adiponectina. Dados que corroboram caracteristicas da obesidade observada
em seres humanos (Considine et al., 1996; Arita et al., 1999). Tanto leptina
guanto adiponectina sdo adipocinas com importantes papeis ha resposta imune
do hospedeiro, sendo que a leptina possui um papel pré-inflamatorio, sendo
seu receptor, pertencente a superfamilia de receptores de citocinas de classe I.
Além disso, ja foi demonstrada a sua capacidade de induzir a producédo de
citocinas pro-inflamatérias em monadcitos (Revisto por Abella et al., 2017). Por
outro lado, a adiponectina desempenha um papel anti-inflamatério sobre
macréfagos e possui efeitos na inibicdo da producdo de TNF (Yokota et al.,
2000).

Utilizando o modelo de DP estabelecido por Madeira et al. (2012), no
qual Aggregatibacter actinomycetemcomitans é capaz de gerar uma perda
Ossea alveolar, foi observado que o consumo da dieta HF, por animais néo
infectados, foi capaz de induzir perda 6ssea alveolar similar a induzida pela
infecgao por A. actinomycetemcomitans. Um estudo de Montalvany-Antonucci e
colaboradores (2018) demonstrou, em um modelo de obesidade ndo associado
a DP, fendtipos prejudiciais a microarquitetura 6ssea induzido pelo consumo
de dieta HF em camundongos. Neste trabalho, os animais apresentaram
também aumento da expressdo de genes inflamatérios e associados a

reabsorcéo 0ssea.

Neste presente estudo, a avaliacdo do consumo de uma dieta HF em
diferentes tempos mostrou que houve aumento significativo de adiposidade
apo6s 5 e 8 semanas, associado a um aumento significativo de MPO nos
tecidos periodontais, apds 5 semanas. Sendo assim, essas altera¢cdes podem

ter contribuido para a perda 6ssea alveolar significativa que s6 foi observada
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apos 12 semanas. Além disso, menores niveis de IL-10 foram observados no
tecido adiposo de animais alimentados com a dieta HF, corroborando um
estudo em que foram demonstrados menores niveis de IL-10 neste mesmo
tecido, em animais alimentados com a dieta HF, diminuindo assim o fenétipo de
protecdo de adipécitos ao efeito de TNF (Lumeng et al., 2007). Este estudo
também mostrou que o tratamento com IL-10 diminuiu a expressédo de CCL2,
uma quimiocina diretamente relacionada a quimiotaxia de macrofagos

(Deshmane & Sergey Kremlev, Shohreh Amini, 2009).

Nos tecidos periodontais, foi observado um aumento de MPO apds 5 e
12 semanas, de maneira similar ao observado nos tecidos periodontais de
camundongos db/db”-. Sabe-se que neutréfilos possuem um importante papel
na ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos, pela producdo de RANKL de
membrana, cuja expressdo é maior quando ha uma ativacdo de receptores do
tipo Toll (Chakravarti et al., 2009), podendo ser um forte indicativo de um papel
do neutréfilo na perda 6ssea alveolar observada apds 12 semanas de consumo
de dieta HF.

Sabe-se que a obesidade induz um perfil pro-inflamatério ao tecido
adiposo , acompanhado de hipoxia (Reilly & Saltiel, 2017). Estudos mostram
um aumento de citocinas pré-inflamatorias no tecido adiposo de camundongos
sob dieta HF (Reilly & Saltiel, 2017; Lumeng et al., 2007). Entretanto, no tecido
adiposo, observou-se uma diminui¢do da producéo da citocina pré-inflamatéria
TNF ap6s 5 semanas de consumo da dieta HF, além da diminuicdo da
quimiocina CXCL1 ap6s 5 ou 8 semanas de consumo da dieta HF. As
alteracdes nos parametros inflamatérios, somadas ao aumento do infiltrado
neutrofilico nos tecidos periodontais, podem ter contribuido para a manutencéo
de uma disbiose no biofilme bucal, caracteristica importante da patogénese da
DP (Hajishengallis & Lamont, 2012).

Andlises da microbiota bucal mostram que a dieta HF aumentou a
contagem das espécies Fusobacterium nucleatum, Prevotella nigrescens, e
Neisseria mucosa. Estudos mostram uma forte associacdo de Fusobacterium
nucleatum a DP, sendo uma bactéria classificada no complexo laranja de

Socransky e colaboradores (1998), ou seja, F. nucleatum facilita a colonizag&o
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de bactérias do complexo vermelho, tendo sua presenca constantemente
associada a quadros de DP (Deng et al., 2017). P. nigrescens, ndo tem sido
considerado um microrganismo fortemente relacionado a DP, porém, ja foi
demonstrado que, em um contexto de disbiose, é capaz de mudar a expressao
de fatores de viruléncia, tornando-se um microrganismo patogénico, porém,
sem mudancas em sua abundancia no biofilme (Szafran, 2015). Estudos atuais
mostram que um estimulo disbiético pode levar a alteracdo na diversidade da

microbiota e maior expressao de fatores de patogenicidade (Deng et al., 2017).

Ja é bem descrito que a microbiota intestinal possui um importante papel
na obesidade (Backhed et al., 2007; Cani et al., 2008; Turnbaugh et al., 2008).
Algumas alteracdes séo consideradas marcantes como a diminui¢cdo dos niveis
de Bacteroidetes e aumento de representantes do filo Firmicutes em pacientes
obesos (Bessesen, 2006). Além disso, um aumento de enterobactérias foi
descrito por Peters et al., (2018) como associado a obesidade em seres
humanos. A quantificacdo de bactérias nas fezes de camundongos mostrou
gque camundongos obesos apresentaram um aumento da contagem de
enterobactérias, o que ndo ocorreu com o uso de CHX. Apesar disso, 0
tratamento com CHX néo alterou o aumento no indice de adiposidade induzido
pelo consumo da dieta HF. Por outro lado, o tratamento com CHX foi associado
a reducdo na perda Ossea alveolar e do infiltrado neutrofilico em animais
alimentados com a dieta HF, além de melhores parametros 6sseos. Esses
resultados demonstram um importante papel da microbiota bucal disbiética na
perda Ossea alveolar induzida por dieta HF. Estudos mostram que a perda
Ossea alveolar estd associada a um perfil disbiético (Deng et al., 2017;
Hajishengallis, 2016) e pro-inflamatério nos tecidos periodontais relacionada
ao aumento de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias neste tecido
(Fernandes et al., 2013; Homayoun H. et al., 2000; Pollreisz et al., 2010; Shan-
Ling Hung et al., 2013).

As analises de citocinas em tecidos periodontais mostraram que nao
houve aumento das citocinas pro-inflamatérias avaliadas em camundongos
obesos. Os resultados mostram uma diminuicdo dos niveis de IL-6 e TNF, apos
12 semanas de consumo de dieta HF. Por outro lado, uma diminuicdo das

citocinas II-1B e IL-17 foi observada nos camundongos sob dieta HF e trados
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com CHX. Neste caso, os dados corroboram dados de um estudo que mostrou
o efeito do tratamento topico de CHX, que além de antimicrobiano,
desempenha um papel na reducdo da resposta inflamatdria local (Houri-
Haddad Y & Halabi A, 2008).

Sabe-se que a dieta € um fator determinante para a colonizacdo e a
manuten¢ao da homeostase da microbiota bucal (Murtaza et al., 2019). Assim,
uma disbiose poderia ser induzida diretamente pela dieta HF e ndao um
resultado do aumento do tecido adiposo. Utilizando-se camundongos db/db,
foi observado uma perda éssea alveolar, além de um aumento significativo de
MPO, quando comparados aos animais WT, demonstrando que ambos os
fenotipos ndo foram dependentes do consumo da dieta HF, mas relacionado ao
aumento do tecido adiposo e alteragBes associadas a obesidade.

Andlises da maxila de camundongos db/db’- também mostraram uma
diminuicdo de citocinas pro-inflamatoérias como IL-13, IL-6, IL-17 e TNF; além
da diminuicdo de resistina. Resistina € uma importante adipocina com papel
pré-inflamatério (Bokarewa et al., 2014), na resisténcia a insulina (Revisto por
Ouchi et al., 2011), além de ja ter sido correlacionada negativamente com BMD
de ossos longos, em pacientes com osteoporose (Mohiti-Ardekani, J et al.,
2013).

As andlises de soro mostraram um aumento de OPG no soro dos
camundongos db/db”-, enquanto RANKL ndo apresentou alteracdes, sugerindo
gue a reabsorcdo Ossea pode ndo estar relacionada a alteracdes sorolégicas
de RANKL e OPG. Assim, a presenca de um infiltrado neutrofilico nos tecidos
periodontais pode ter contribuido para a perda 6ssea alveolar induzida pelo
aumento do tecido adiposo observada neste estudo. Os camundongos db/db-
também apresentaram um aumento de quemerina no soro e nos tecidos
periodontais. Ja foi demonstrado que quemerina possui um importante papel na
ativacdo e diferenciacdo de osteoclastos, associada a perda 6ssea alveolar
induzida pela dieta HF (Ramos-Junior et al., 2016).

Sabendo-se da crescente importancia e do interesse pela identificacdo de
mecanismos que possam esclarecer a associacdo entre a DP e a obesidade,

este estudo aponta para um importante papel da microbiota bucal nessa
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comorbidade. Deve-se reiterar que mais estudos sdo necessérios para melhor

compreensao dos mecanismos envolvidos em tais processos.
Consideracéao finais:

Os resultados deste presente estudo mostram que o aumento de tecido
adiposo, utilizando dois modelos de obesidade, induziu perda 6ssea alveolar
em camundongos similarmente a perda éssea apresentada em um modelo de
DP utilizando A. actinomycetemcomitans. Além disso, a perda 0ssea alveolar
esteve associada a uma disbiose na cavidade bucal com alteracdes na
quantificacdo de microrganismos previamente descritos como envolvidos na
DP. Foi demonstrado também que uma disbiose bucal induzida pelo consumo
da dieta HF possui um importante papel na perda é6ssea alveolar e na
diminuicdo de parametros relacionados a qualidade do osso alveolar, uma vez
que o uso de CHX foi capaz de manter a saude éssea. Adicionalmente,
camundongos obesos apresentaram maior infiltrado neutrofilico nos tecidos
periodontais, apontando para um possivel papel do neutréfilo na perda 6ssea

alveolar, uma vez que é uma célula envolvida na ativacdo de osteoclastos.
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